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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva skladbou bilkovin hliz kulturnich druh( rodu Solanum.

V souboru hodnocenych genotypl byly zastoupeny diploidni druhy Solanum
phureja, Solanum stenotomum a Solanum goniocalyx a dale tetraploidni druhy Solanum
tuberosum subs. tuberosum a Solanum tuberosum subs. andigenum.

U téchto zastupcl byl laboratornimi technikami a experimentdlnimi procedurami
stanoven obsah dusikatych latek, ktery se u vybranych druh( pohyboval od 4,81
(Solanum goniocalyx) — 34 % (Solanum phureja) a obsah bilkovin, ktery se pohyboval
v rozpéti 4,21 (Solanum goniocalyx) — 7,86 (Solanum phureja) %. Dale byla stanovena
bilkovinnda spektra a provedena purifikace hlavni bilkoviny hliz patatinu. Analyzou SDS-
PAGE byly detekovany bilkoviny patatinového komplexu v rozpéti od 38 — 43 kDa.
Frakcionaci hlizovych bilkovin byla jako nejrozsifenéjsi frakce u vSech druhl zjisténa
frakce albuminova, jejiz relativni podil byl 31,3 — 36,3 %. Bylo zjisténo, Ze v této frakci

se vyskytuji vyhradné bilkoviny s molekulovou hmotnosti v oblasti patatinu.



Abstract

The diploma thesis is focused on evaluation of tuber protein spectra characteristics
of selected cultivated Solanum species. The collection of evaluated genotypes included
both, diploid species (Solanum phureja, Solanum stenotomum, Solanum goniocalyx)
and tetraploid species (Solanum tuberosum subs. tuberosum and Solanum tuberosum
subs. andigenum).

The content of nitrogenous matters and content of proteins in tubers of these
studied species ranged from 4.81 (Solanum goniocalyx) to 34 (Solanum phureja) % and
from 4.21 (Solanum goniocalyx) to 7.86 (Solanum phureja) %, respectively. Next, the
spectra of tuber proteins were studied and patatin proteins were purified from tubers
of the selected potato species. Using of SDS-PAGE analysis revealed patatin proteins in
area of 38 — 43 kDa. Fractionation of tuber protein of studied potato species confirmed
the albumin fraction as the main tuber protein fraction with relative abundance
ranging from 31.3 to 36.3 %. The albumin fraction included mainly proteins with

molecular mass in patatin area.
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1. Uvod

Brambory byly do Evropy dovezeny z Jizni Ameriky v 16. stoleti. V roce 1934 urcil
Vavilov dvé genova centra zkulturnéni bramboru a to Andské centrum, které zahrnuje
oblasti Peru a Bolivie, a Chilské centrum, zahrnujici oblast Chile a pfrilehla pobrezi.
Bukasov (1971) oznadil kulturni druh z Andského centra jako Solanum andigenum.
Hybridizaci mezi jeho formami vznikl v oblasti Chile druh Solanum tuberosum. Tento
druh je povaZovan za predchidce evropskych odrid bramboru. Hawkes (1978) sloucil
oba druhy pod spole¢ny nazev Solanum tuberosum, u kterého uvadi dva poddruhy a to
ssp. andigenum a ssp. tuberosum.

Na nasem uUzemi jsou dochovany zaznamy o péstovani brambor z poloviny 17.
stoleti, vice se vsak jejich péstovani rozsifilo na pocatku 19. stoleti. Vyznam v této dobé
mély brambory zejména v odstranéni nebezpedi kurdéji a hladu.

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum subs. tuberosum) patfi mezi oblibenou
plodinu s vysokou vynosovou schopnosti v celosvétovém meéfitku. | kdyz spotfeba
brambor v Ceské republice oproti roku 2009 dle CSU klesla o 6,5 kg na 64,9 kg na osobu
za rok, patfi stale mezi zdkladni potravinu nasSeho jidelnicku. Nyni mezi nejvétsi
péstitele dle udaji FAO patfi Cina, Rusko a Indie, v EU pak Némecko, Polsko a Nizozemi.
Hlizy, jako zasobni a reprodukcéni organ rostliny, jsou dileZitou potravinou a
pramyslovou surovinou pro zpracovatelsky primysl na vyrobu bramborového Skrobu.
Hlizy brambor maji nutricné nejhodnotnéjsi bilkoviny rostlinného plvodu a pro vyZivu
obyvatelstva maji diky vyssi spotfebé nezanedbatelny vyznam. Hlizy bramboru maji
také vhodny obsah sacharidické slozky, vitamin( (zejména vitaminl C) a mineralnich
latek (zejména K a Mg). Ve vyzZivé Clovéka plni funkci sytici i ochrannou. Brambory patfi
mezi plodiny s nizkym obsahem susiny a s ni spojenou nizkou energetickou hodnotou a
jsou tedy vhodnou potravinou pro dietni stravovani.

Druh Solanum tuberosum subs. tuberosum, ktery je tetraploidni (4n = 48) a v Evropé
nejrozsirenéjsi neni vsak jedinym druhem, ktery ma vyznam a vyuziti. Velky vyznam
mohou mit druhy, které se péstuji v oblastech plvodniho rozsifeni v Jizni Americe a
z2 80 % jsou diploidni (2n = 24). Tyto diploidni kulturni druhy (v angl. wild potato velmi

Siroky pojem, ktery zahrnuje druhy, které nelze oznacit jako tzv. cultivated tedy
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kulturni) maji vyuziti ve Slechténi jako genetické zdroje rezistence proti biotickym a
abiotickym faktordm a mohou také slouzit jako donofi nejriiznéjsich kvalitativnich
vlastnosti — napf. nékteré linie S. phureja jsou uvazovany jako zdroj pro zvySeni obsahu
karotenoid(i a latek s antioxidativni aktivitou. Zakladni data o bilkovinné skladbé u
téchto druhl jsou vsSak nedostacujici, zastaralé nebo chybéji uplné. Touto praci se
alespon malym dilem bude snazit pfispét kinformacnimu obohaceni dané

problematiky.
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2. Literarni prehled

2.1 Brambor hliznaty (Solanum tuberosum)

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) je botanicky fazen do rodu lilek (Solanum),
Celedé lilkovitych (Solanaceae). Je jednoletou bylinou s hranatou, bohaté vétvenou
lodyhou s kratkymi chlupy dorlstajici az 1,5 m. Listy jsou lichozperené, kvéty bilé az
fialové se Zlutymi tyCinkami. Plodem jsou bobule, které maiji zelenou az Zlutozelenou
barvu a bila semena. Kofenova soustava je tvorena svazitymi korfeny a hlizami.
Morfologicky maji hlizy nejcastéji kulaty az ovalny tvar se svétle hnédou pokozkou a
svétlou duZinou. Velikost, tvar a barva hliz je vSak zavisla na odradé. Primérné sloZeni
hliz po uvareni ve slupce na 100 g je 77 g vody, 1,87 g bilkoviny, 5 mg vdpniku, 0,1 g
tuku, 379 mg drasliku, 150 mg vitaminu C, 44 mg fosforu, 0,31 mg Zeleza, 1,44 mg
niacinu, 0,106 mg thiaminu a 0,02 mg riboflavinu (VOKAL et al. 2000, SINGHT and KAUR
2009).

Brambory se rozmnoZuji vegetativné hlizami nebo generativné semeny. V Ceské
republice se v rdmci péstovani rozmnoZzuji vyhradné vegetativné a generativni mnozeni
se vyuziva ve $lechténi (VOKAL et al. 2000). Matefské hlizy po vy&erpani ulozenych
zasob v pribéhu vegetace odumiraji spolecné s podzemnimi a nadzemnimi organy

mimo semena a dcefiné (nové) hlizy s Zivymi spicimi pupeny (RYBACEK et al. 1988).

2.2 Dusikaté latky hliz brambor

Dusikaté latky obsazené v bramborové hlize predstavuji jeden z nejvyznamnéjsich
komplexG sloucenin. Vytvareji nutri¢ni a kalorickou hodnotu bramborové hlizy. Mezi
dusikaté latky obsazené v bramborovych hlizach patti bilkoviny, volné aminokyseliny
(15 %), amidy (23 %) a ostatni dusikaté latky, jako jsou glykoalkaloidy, sekundarni
metabolity aj. (BARTA and BARTOVA 2007).

Nejdllezitéjsim podilem komplexu dusikatych latek je tzv. Cista bilkovina, jejiz obsah
se pohybuje v priméru okolo 58 % celkového obsahu dusikatych latek. Uloha bilkovin

v metabolismu je nezastupitelna. Hraji vyznamnou roli v interakci s ostatnimi slozkami
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v rostliné, jako jsou cukry, fenoly, hormony apod. Vyznam také spociva v jeji vysoké
biologické hodnoté, ktera se blizi vaje¢né bilkoviné (ZRUST 2004).

Vyznamnou slozku tohoto komplexu tvofi dusi¢nany, které predstavuji asi 4 %
z celkového dusiku. K jejich tvorbé dochazi pfi nadmérné nabidce dusiku v padé, ktery
rostliny nestaéi vyuZit na tvorbu aminokyselin s naslednou syntézou bilkovin (MICA and
BECKA, 1984). Mnozstvi dusi¢nantl je stanoveno jako dusi¢nanovy anion (NO;)™ a dle
Zakona ¢. 110/1997 Sb. o potravinach, je nejvyssi pripustné mnozstvi dusi¢nanl u
ranych brambor (od 16.5 do 30.6) 500 mg.kg™* pGvodni hmoty a po tomto datu 300
mg/kg’. Brambory viak nepatfi kplodindm, které by byly schopny nadmérné
akumulovat dusi¢nany a jejich obsah také vyrazné klesa k minimu po tepelné Upravé
hliz (sniZuje se i po jejich oloupani). | pres nizké hodnoty mlze v celkovém pfijmu
dusi¢nand vést k nezadouci zdravotni zatézi (JUZL et al. 2008). Obsah dusikatych latek
mUzZe zaviset na odrddé a podminky prostfedi mohou ménit odriidovou fixaci. Vedle
odridy je tedy obsah dusikatych latek také zavisly na davce dusikatého hnojiva (MICA
et al. 1991). Dusikaté latky nejsou v hlize rovhomérné rozdéleny a jejich obsah se méni i
v souvislosti s velikosti hlizy. Rozdily byly zjistény i mezi apikdlni a bazalni ¢asti hlizy
(JUZL et al. 2008). VoIné aminokyseliny a jejich amidy maji vyznam pro metabolismus
dusiku v bramborach. Volné aminokyseliny maji také velky vliv na chut brambor —
zesiluji Ucinky chuté jinych sloucenin a rdzné aminokyseliny maji vlastni chut od
neutralni (pf. izoleucin, lysin, serin aj.), horkou (leucin, tryptofan, tyrosin aj.) az sladkou
(prolin, alanin). Celkovy obsah aminokyselin je zavisly predevSim na odrldé a podily
jednotlivych aminokyselin se mohou ménit (ZRUST 2004).

Steroidni glykoalkaloidy (SGA) jsou toxické slouceniny, vyskytujici se ve vsech
pletivech bramboru. Hlavnimi SGA v bramborach jsou a, B, y solanin a a, B, y chaconin.
V hlize je nejvétsi podil téchto latek obsaZzen ve slupce a ve vnéjsich vrstvach (JUZL et al.
2008). Horni hranice obsahu solaninu a chaconinu je dle zdkona o potravinach

200 mg.kg™.
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2.3 Hlizové bilkoviny

Bilkovina hliz, patfici nutricné mezi nejhodnotnéjsi, je urcovana aminokyselinovou
skladbou a to zejména obsahem esencidlnich aminokyselin (RYBACEK et al. 1988,
BURLINGAME at al. 2009). Bilkovina hliz, kterd neni homogenni slozkou, mlze byt
klasifikovana dle Osborna na zdakladé rozpustnosti na albuminovou, globulinovou,
prolaminovou a glutelinovou frakci (JIDEANI et al. 1994, CHANPUT et al. 2009), nebo
mohou byt tyto frakce hlizovych bilkovin klasifikovany pomoci elektroforetickych
metod, jako je napfiklad SDS-PAGE, ktera je nejvyznamnéjsi. POTS (1999) na zakladé
spekter, které ziskal pomoci této techniky, definoval tfi zakladni skupiny a to patatin

(bilkoviny patatinového komplexu), inhibitory proteaz a ostatni bilkoviny.

2.3.1 Patatin — struktura a charakteristika

Skupinu patinovych bilkovin poprvé izolovali Racusen a Foote (publikovano v roce
1980) pomoci iontovymeénné a afinitni chromatografie (BARTA and CURN 2004).

Patatin je oznaceni pro skupinu imunologicky identickych bilkovin vztahujici se na
glykoproteiny s molekulovou hmotnosti 40 kDa a predstavuje 40 % z celkovych bilkovin
v hlizach brambor (SHEWRY 2003). V hlize je patatin lokalizovan v centralnich vakuolach
parenchymatickych bunék a jeho funkce je predevsim zasobni. Kromé zadsobni funkce
ma patatin také enzymovou aktivitu (BARTA and BARTOVA 2008, JIMENEZ-ATIENZAR et
al. 2003). V nativni formé je dimer s pfibliZnou molekulovou hmotnosti 80 kDa
respektive 88 kDa (RACUSEN and WELLER 1984). Hodnota isoelektrického bodu bilkovin
patatinového komplexu se nachazi v rozpéti 4,6 — 5,2. Patatin je vysoce strukturovana
molekula a tato strukturdlni integrita molekuly je zachovana az do pH = 6 a pfi teploté
do 28°C (POTS 1999).

Vzhledem kvysokému stupni homologie mezi genovymi rodinami kdédujicimi
bilkoviny patatinového komplexu a identickou imunologickou odpovédi je patatin
reprezentovan jako jeden bilkovinny druh. Pfesto byla mezi odrlidami zjisténa nabojova
heterogenita a pri elektroforetické separaci tak mlze byt zjistén rozdilny pocet pruh,
ktery predstavuji jednotlivé isoformy v patatinové oblasti. (LEE et al. 1983, POTS 1999,
BARTA and BARTOVA 2008). LEHESRANTA et al. (2005) identifikoval 9 patatinovych
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isoforem u odrlidy Desireé a BAUW et al. (2006) dokonce 17 isoforem u odridy Kuras.
U patatinu byla také zjisténa antioxidacni aktivita a také alergenni schopnost, ktera je
snizovana tepelnou uUpravou (AL-SAIKHAN et al. 1995, SEPALLA et al. 1999, LIU at al.
2003). BAREL and GINZBERG (2008) také uvadéji protiplisnové a pesticidni aktivity.

2.3.1.1 Enzymova aktivita patatinu

Patatin v hlizach brambor ma zejména zasobni funkci. V odbornych publikacich byla
rovné? potvrzena enzymova aktivita bilkovin patinového komplexu. TONON et al.
(2001) a RYDEL et al. (2003) uvadi B - 1,3 - glukanazovou aktivitu, PEYER et al. (2004) B -
1,2 -xylosidazy, SENDA et al. (1996) fosfolipdzovou aktivitu a KORMUTAK et al. (1999)

esterdzovou aktivitu.

2.3.1.2 Vyutziti patatinu

Bilkoviny patatinového komplexu mohou byt pouZity pro své vlastnosti
v potravinarském prlmyslu a to pfi vyrobé instantnich polévek, omacek nebo susenych
vyrobk( z brambor, kde zvysuji vyZivnou hodnotu a zvyraznuji chut, ddle pak v
krmivarském nebo farmaceutickém primyslu. Maji také schopnost tvorby pén a emulzi
a mohou byt vyuZity pro stabilizaci potravinafskych pén a emulzi (BARTA and BARTOVA
2007, KONINGSVELD et al. 2006). Jejich uplatnéni je také mozné v biotechnologickych
vyrobnich procesech, ve kterych se vyuziva enzymovych vlastnosti nativniho patatinu

(BARTA and CURN 2004).

2.3.2 Inhibitory proteaz

Inhibitory protedz, vyskytujici se prirozené, jsou klasifikovany na zakladé enzymd,
které inhibuji (RYAN 1990, HANUSOVA and CURN 2007). Dale mohou byt déleny na
zakladé jejich molekulové hmotnosti, stavby proteinu, isoelektrického bodu a poctu
disulfidickych muastkd v molekule (POUVREAU et al. 2001). Na zakladé téchto kritérii
POUVREAU et al. (2001) rozdélili inhibitory protedz do 7 tfid a to: bramborovy inhibitor

| (PI-1), bramborovy inhibitor Il (PI-2), bramborovy inhibitor karboxypeptidazy (PCl),
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bramborovy inhibitor aspartatovych proteaz (PAPI), bramborovy inhibitor cysteinovych
proteaz (PCPI), bramborovy inhibitor protedz Kunizova typu (PKPI) a ostatni inhibitory
serinovych protedz (OSPI). Molekulové hmotnosti, isoelektrické body a hlavni
inhibovany enzym jednotlivych tfid jsou popsany v tab. ¢. 1.

V rostlinach se zapojuji do obranného mechanismu a maji také zasobni funkci. Pokud
dojde u rostliny k poranéni nebo napadeni patogenem, dochazi k narlstu inhibitor(
protedaz (LAWRENCE et al. 2002). Inhibitory proteaz (zejména PI-I, PI-lIl a inhibitory
Kunizova typu) vykazuji také antimikrobidlni a insekticidni Uc¢inky a mohou byt tedy
ucinné proti fytopatogennim houbam a hmyzu (HERMOSA et al. 2006). Je tedy mozné
jejich vyuZiti v genovém inZenyrstvi kulturnich plodin (BARTA and BARTOVA 2007).

Tab. ¢. 1: Vlastnosti jednotlivych tfid inhibitor(i proteaz (pfevzato a upraveno dle

Hanusova and Curn 2007)

Skupina | MW (kDa) | pl Hlavni inhibovany enzym

PI-I 35-40 5,1-7,8 | chymotrypsin

PI-ll 20,5 5,5-5,9 | trypsin

PCPI 20,1-22,8 | 5,8-9 papain

PAPI 19,9 8,2 cathepsinD

PKPI 20,2 8-9 trypsin

PCI 4,3 - karboxypeptiddza A

Ostatni | 21-24 7,5-8,8 | trypsin, chymotrypsin, elastata

2.3.3 Ostatni bilkoviny

Jako ostatni bilkoviny oznacil POTS (1999) takové bilkoviny, které na zdkladé jejich
vlastnosti nelze zaradit k bilkovinam patatinového komplexu nebo inhibitordm proteaz.
K ostatnim bilkovinam jsou razeny bilkoviny s molekulovou hmotnosti nad 45 kDa, kam
patfi napftiklad hlizovy lektin (100 kDa), polyfenoloxiddza (60 a 69 kDa), kindza a také
enzymy Ucastnici se syntézy Skrobu a fosforylované isoenzymy (KONINGSVELD 2002).
Velmi vyznamny je zejména rostlinny lektin, ktery se ucastni ochrany rostlin pred
infekcemi a to tak, Ze inhibuje riist hub majicich ve vnéjsi sténé chitin (VODRAZKA

2002).
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2.3.4 Vlivy pusobici na mnozstvi a kvalitu bilkovin v hlizach

Na mnozstvi a kvalitu celkovych dusikatych latek mize mit vliv celd rada faktord,
k nimZ patfi prvé radé genotyp, dale pak podminky a technologie péstovani (zejména
hnojeni dusikem), vliv stanovisté a charakter pldy, ro¢nikové vlivy, skladovani. Také
zaleZi na stavu hodnocenych hliz — stupni zralosti, velikosti, hmotnosti (BARTA and

BARTOVA, 2007).

2.4 Nutricni hodnota bilkovin hliz brambor

Bilkoviny hliz brambor maji vysokou nutri¢ni hodnotu a to i pfes denaturaci bilkovin
béhem zpracovani. Patfi mezi nejhodnotnéjsi bilkovinu rostlinného pavodu, jejiz

hodnota je ddna predevsim esencidlnimi aminokyselinami.

Tab. €. 2: Zastoupeni aminokyselin v bilkovindach hliz bramboru v porovnani
s bilkovinou vajec¢nou

Pfevzato a upraveno z VeliSek and Hajslova (2009) a doplnéno dle udaji FAO

Aminokyselina Zastoupeni Vajecna
(%) v hlizach | bilkovina (%)

Alanin 4,62 -5,32 5,9
Arginin 4,74 -5,70 6,1
Aspartova kyselina | 11,9 - 13,9 9,6
Cystein 0,20-1,25 2,4
Glutamova kyselina | 10,2 -11,8 12,7
Glycin 4,30 - 6,05 3,3
Histidin 2,10 - 2,50 2,4
Isoleucin 3,73 -5,80 6,3
Leucin 9,70 -10,3 8,8
Lysin 6,70 - 10,1 7,0
Methionin 1,20 - 2,15 3,4
Fenylalanin 4,80 - 6,53 5,7
Prolin 4,70 - 4,83 4,2
Serin 4,90 - 5,92 7,6
Threonin 4,60 - 6,50 51
Tryptofan 0,30-1,85 1,6
Tyrosin 4,50 - 5,68 4,2
Valin 4,88 - 7,40 6,8
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2.5 Charakteristika vybranych kulturnich druhti rodu Solanum

Tetraploidni druhy

Solanum tuberosum subs. tuberosum, odrida Desireé

Desirée je polopozdni az pozdni odrida varného typu BC. Je vhodna pro zpracovani
na smazené vyrobky a pro primy konzum. Hlizy ma ovalné s Cervenou slupkou a svétle
Zlutou duzinou. Je rezistentni proti napadeni rakovinou brambor (patotyp 1) a naopak
k napadeni hadatkem bramborovym (patotyp Ro 1) nachyind. V Ceské republice byla
registrovana v roce 1989, udrzovatelem je HZPC Holland B.V., Joure, NL a zastupcem
pro CR je MEDIPO AGRAS H.B., spol. s.r.o. HavlickGv Brod. Rodi¢ovska kombinace je
Urgenta x Depesche (http://www.katalogbrambor.cz/katalog/detail/135, CERMAK
2009)

Solanum tuberosum subs. andigena (Juz. and Bukasov)

Tento druh, oznacovany také jako Solanum andigenum, je péstovan predevsim
vl]izni a Stfredni Americe (Argentina, Venezuela). Vznikl zrfejmé kfizenim
(chromosomovym zdvojndsobenim nebo kfizenim diploidnich druh s chromosomovym
zdvojnasobenim) Solanum stenotomum (2n) se Solanum sparsipilum (2n), ktery je
povazovan za jeden ze Ctyf plavodnich planych druhi. Tento tetraploidni druh byl lidmi
zanesen do jizniho Chile, kde se adaptoval na dlouhy den a zde se ztohoto druhu
vyvinul Solanum tuberosum subs. tuberosum. Hlizy jsou ovalné se svétle hnédou
slupkou. U tohoto druhu byly nalezeny geny pro rezistenci k hadatku bramborovému
(Globodera rostochiensis) a k hadatku nazloutlému (Globodera pallida) (BRADSHAW et
al. 1994, JELLIS and RICHARDSON 1987).
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Obr. €. 1 : Solanum tuberosum, odrlida Desireé Obr. €. 2 : Solanum andigenum

Zdroj: http://www.katalogbrambor.cz/katalog/detail/135 Foto: Jan Bdrta

Diploidni druhy

Solanum goniocalyx (Juz. and Bukasov)
V literature je ¢asto oznacovdan jako Solanum stenotomum subs. goniocalyx, jelikoz
se od tohoto druhu oddélil. Péstovan je v severnim Peru a stfedni Bolivii. Hlizy jsou

ovalné se svétle hnédou slupkou a Zlutou duZinou (LISINSKA and LESZCZYNSKI 1989).

Solanum phureja (Juz. and Bukasov)

Solanum phureja podobné jako Solanum goniocalyx vznikl z druhu Solanum
stenotumum. Péstuje se prevaziné ve Venezuele a stfedni Bolivii. Hlizy jsou ovalné
s fialovymi skvrnami na slupce. U hliz neprobiha stadium dormance. U tohoto druhu
byly nalezeny geny rezistence proti virbm (PLVR, PVY) a plisni bramborové

(Phytophthora infestans) (FRANCO-LARA and BARKER 1999, BRADSHAW et al. 1994).

Solanum stenotomum (Juz. and Bukasov)
Tento druh je péstovan ve vysokohorskych oblastech Peru a Bolivie. Byl vyselektovan
z plvodniho diploidniho planého druhu Solanum leptophyes. Nékteré formy jsou

mrazuvzdorné (LISINSKA and LESZCZYNSKI 1989, BRADSHAW et al. 1994).
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Obr. €. 3: Solanum goniocalyx  Obr. €. 4: Solanum phureja Obr. ¢. 5: Solanum stenotomum

Foto: Jan Bdrta Foto: Jan Bdrta Foto: Jan Bdrta

Obr. ¢. 6: Nejlépe evolucni vztah mezi jednotlivymi druhy vyznacuje schéma prevzaté

od Hawkes (1994)

Wild S. acaule S. sparsipilum . leplophyes S. megistacrolobum
species (4x) (21‘:(} (2x%) (2x)
Y
— S. tuberosum | |S. sfenctomum S. ajanhuiri (Yari)
subsp. andigena (2x%) {2x)
(4x)
Cultivated . gs-;“bfi?:rl;;”uml S. chaucha {Ajawiri)
: Ll "
species (4x) (3x)
Y
S. curtilobum S. phureja
(5x) ™ (2x)
B
L S.JuZepCzukii o |
(3x)

Z uvedeného schématu (obr. ¢. 6) vyplyva, Ze Solanum tuberosum subs. andigena
(4n) vznikl z planého diploidniho druhu Solanum sparsipilum, podobné jako Solanum
stenotomum (2n) vznikl zplaného diploidniho druhu Solanum leptophyes.
Z tetraploidniho druhu Solanum tuberosum subs. andigena se vyvinul Solanum
tuberosum subs. tuberosum a ze Solanum stenotomum se vyvinul druh Solanum

phureja.
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2.6 Moznosti vyuziti kulturnich druhti rodu Solanum ve slechténi rostlin

Druhy bramboru predstavuji rGznorody genofond, ktery je vyuZivan jako zdroj
rezistence pro Slechténi rostlin vici biotickym a abiotickym Cinitelim. Pocdatky
moderniho Slechténi jsou datovany v roce 1807 v Anglii, kde Knight zaznamenal prvni
hybridizaci mezi odriidami po umélém opyleni (SINGH and KAUR 2009). Slechténi
brambor zacalo také ve 30. letech 20. stoleti v Ciné a Indii a pravé tyto zemé jsou nyni
hlavnimi producenty brambor na svété (JIN et al. 2004).

Brambory byly asi jednou z prvnich plodin, u které byly zapocaty pokusy na Slechténi
vuci chorobdam (BRADSHAW and MACKAY 1994). Jednim zddvodl bylo masivni
rozsireni plisné bramborové (Phytophthora infestans) v Irsku v letech 1845-1851, které
je oznacovano jako ,Velky hladomor” a dalsi rozsiteni epidemie do Velké Britanie a
Evropy.

Byly nalezeny geny rezistence vici biotickym i abiotickym ciniteldm u mnoha druh(
rodu Solanum. U druhu Solanum phureja byla napfiklad nalezena rezistence proti
Phytophthora infestans (plisei bramborova), Pseudomonas solanacearum, Erwinia
carotovora (bakterialni vadnuti), virus X a Y (mozaiky) (HAWKES 1990, ROSS 1986).
Rezistence proti plisni byla také nalezena napftiklad u Solanum demisum nebo Solanum
stoloniferum, rezistence proti virdm u Solanum chacoense nebo Solanum acaule a
rezistence proti hadatku bramborovému (Globodera rostochiensis a Globodera pallida)

u Solanum spegazinii (BRADSHAW 2007).
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3. Cile prace

Cile diplomové prace byly dle zadani rozdéleny do 4 okruhu:

1. Ziskani rostlinného materidlu z in vitro kultury a napéstovani rostlinného

materialu ve sklenikovych podminkach, sklizeri hliz
2. Priprava lyofilizované susiny a extrakce bilkovin pro jednotlivé analyzy
3. Provedeni laboratornich analyz
e stanoveni obsahu dusikatych latek (%) a obsahu bilkovin (%)
* analyza hlizovych bilkovin vybranych kulturnich druhl brambor
s vyuZitim elektroforetickych technik
* chromatograficka purifikace a zakladni biochemicka charakterizace
hlavni bilkoviny hliz patatinu

» frakcionace hlizovych bilkovin a uréeni zastoupeni jednotlivych frakci

4. Statistické vyhodnoceni dat, hodnoceni a porovnani vysledkt
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4. Material a metody

4.1 Produkce hlizového materialu

Genotypy zvolenych druht (tab. ¢. 3) byly ziskany z Genové banky bramboru in vitro,
udriované ve VUB Havlick(lv Brod. Kolekce je uchovavéna vreZimu dlouhodobé
kultivace, pfi teploté 10° C. Vzorky byly prfevedeny z chladovych podminek do prostredi
pro béznou kultivaci. K pfevodu byly pouzity rasici mikrohlizky po periodé dormance
nebo jejich vyhony, pfipadné segmenty zachovalych stonkl. Materidl byl mnozen
pasazovanim pomoci noddlnich fizk(i na agarovém Zivném médiu MS se 3 % sachardzy,
bez rlstovych regulator a kultivace rostlin probihala pti teploté 20°C. In vitro
namnoZené, zakorenéné rostliny vsech vybranych genotyp( byly pfi vySce cca 4 — 5 cm
prevedeny do podminek in vivo ve skleniku. K zakorenéni v pldnim substratu bylo
pouzito plastovych sadbovacli a nasledné byly rostliny presazeny do kultivacnich
nadob. Vysadba byla provedena v mésici Unoru, tak aby bylo podporeno lepsi
nasazovani hliz, vdzané u vétsiny tohoto materidlu na obdobi kratkého dne. Hlizy byly
sklizeny aZ po samovolném ukonceni vegetace jednotlivych genotypl v mésicich fijen
az prosinec. VSechny genotypy nasadily hlizy, které byly pouzity k planovanym

analyzam.

Tab. ¢. 3: Vybrané druhy rodu Solanum

Druh Genotyp

Solanum andigenum SLO, 00235

Solanum goniocalyx 701830, Garhuas huayro, 00109
Solanum phureja 703295, Griola negra, 00136
Solanum stenotomum AD 2-1, 00001

Solanum tuberosum, 243

odriida Desireé

4.1.1 Zpracovani vzork hliz
Odebrané vzorky hliz byly dikladné omyty a osuseny a poté byly rozkrajeny na

platky tenké asi 2 mm. Tyto platky byly ihned navaZovany do déz o znamé hmotnosti.
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Material byl zmrazen v mrazicim boxu na -20°C a poté lyofilizovan (ALPHA Martin
Christ, Némecko) do té doby, dokud vzorek nebyl zcela vysusen do konstantni
hmotnosti. Homogenizace vzorku byla provedena pomoci laboratorniho mlynku nebo
pomoci treci misky. Homogenizované vzorky byly uchovany pfi pokojové teploté

v radné uzavrenych dézach pro zamezeni pfistupu vihkosti.

4.2 Stanoveni obsahu dusikatych latek v susiné hliz brambor

Bylo navazeno 25 mg vzorku vidy ve dvou opakovanich a nasledné byla provedena
analyza modifikovanou Dumasovou metodou (pfistroj Flash EA 1112, ThermoQuest,
USA/Italie). Po provedeni analyzy byl obsah celkového dusiku prepocten dle koeficientu

Nx6,25 na obsah dusikatych latek ve vzorku.

Obr. €. 7: Schéma zndzornujici analyzu celkového dusiku

Autosampler
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vzorek h:r :.} Nosny Adstrpind
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4.3 Stanoveni obsahu bilkovin v susiné hliz brambor

4.3.1 Extrakce vzorku

K navdazenému mnozstvi 50 mg homogenizovaného lyofilizatu bylo do 2 ml
mikrozkumavek ptidano 500 ul vychlazeného extrakéniho pufru (viz pfiloha, kapitola
9.2). Smés byla dikladné promichana a vzorky ponechany v lednici po dobu 4 hodin,
v pribéhu kterych byl materidl nékolikrat protfepan. Po uplynuti doby extrakce byla
provedena centrifugace (6 000 rpm, 4°C, 5 minut), supernatant prenesen do 1,5 ml
mikrozkumavek a povaren 3 minuty ve vodni lazni. Po ochlazeni Ize vzorek hned pouzit

pro analyzu, nebo jej Ize zamrazit (-20°C) pro pozdéjsi analyzu.

4.3.2 Konstrukce kalibracni krivky

Jednotlivé koncentrace BSA (= bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin)
standardu se pfipravi pomoci fedéni extrakénim cinidlem s pfislusSnym stupném
zakoncentrovani podle pomérd uvedenych v tab. ¢. 4. Vychozim zdrojem BSA je jeho

roztok o koncentraci 2 mg/ml (soucéast kitu BCA Protein Assay Kit, Pierce, USA).

Tab. €. 4: Priprava koncentracni fady BSA standard(

Oznaceni | Objem fediciho pufru | Objem zdroje BSA | Konec¢nd koncentrace
(ul) (ul) BSA (ug/ml)

A 125 Cinidlo ¢. 1 3752 1500

B 325 Cinidlo €. 2 3252 1000

C 175 Cinidlo €. 3 175 A 750

D 325 Cinidlo €. 3 325 B 500

E 325 Cinidlo €. 3 325D 250

F 325 cCinidlo ¢. 3 325E 125

G 400 ¢inidlo ¢. 3 100 F 25

H 400 cinidlo ¢. 3 0 0 (blank)

Z = zakladni koncentrace BSA (2 mg/ml)
Cinidlo €. 1 = 4x extrakéni ¢inidlo
Cinidlo €. 2 = 2x extrakéni ¢inidlo
Cinidlo €. 3 = 1x extrakéni ¢inidlo
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Graf €. 1: Kalibra¢ni vztah pro BCA stanoveni
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4.3.3 Méreni koncentrace bilkovin pomoci BCA

K vlastnimu stanoveni byl pouZit analyticky kit ,,BCA Protein Assay Kit“ (Pierce, v CR

zastupuje Genetica), ktery sestdva z: 1 000 ml BCA Reagencie A, 25 ml BCA Reagencie B,

sady 10 ampuli standardu BSA (2 mg/ml). Pfed analyzou se pfipravi pracovni roztok

smichanim reagencie A a B v poméru 50:1.

Do testovaci tuby bylo pfidano 0,1 ml supernatantu, ke kterému bylo pfidano 2 ml

pracovniho roztoku. Smés byla dikladné promichana a inkubovana pfi 37°C po dobu 30

minut. Po této dobé byla zmérena absorbance na spektrofotometru pfi vinové délce

562 nm. Koncentrace bilkovin ve vzorku byla zjisténa dosazenim hodnoty absorbance

do ziskané rovnice a dle uvedeného vzorce byl vypocten obsah bilkovin v suSiné hliz

vV%:

Obsah bilkovin v susiné hliz (%) = (C * V) / (10 * M)

C = zjisténa koncentrace bilkovin podle kalibra¢ni krivky v pg/ml

V = celkovy extrakéni objem v ml

M = navazka lyofilizované susiny hliz v mg
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4.4 Elektroforeticka analyza bilkovin hliz brambor

4.4.1 SDS-PAGE

Pfiprava gelu

Na SDS-PAGE analyzu (denaturacni systém) byl pfipraven 10% separacni a 3,75%
zaostfovaci gel. Separacni gel mél slozeni: 42 ml dH,0, 26,6 ml 30% akrylamidu (37,5:1,
AppliChem), 10 ml pufru A, 800 ul 10% SDS, 60 pl sifi¢itanu sodného, 400 pl 15%
persiranu amonného a 40 ul tetramethylethylendiamin (Sigma, dale jen TEMED).
Zaostrovaci gel mél slozeni 12,15 ml dH20, 2,5 ml 30% akrylamidu (37,5:1, AppliChem),

.....

a 15 pl TEMED.

Extrakce a priprava vzorkd na SDS-PAGE

Do 2 ml mikrozkumavek bylo navazeno 50 mg homogenizovaného lyofilizatu a
pridano 500 pl extrakéniho pufru (viz pfiloha, kapitola 9.2) s 5 % B-merkaptoethanolu
(Sigma). Smés byla dikladné promichana a vzorky ponechany v lednici na ledu po dobu
4 hodin. Poté byla provedena centrifugace (6000 rpm, 4°C, 10 min.) a supernatant byl
prepipetovan do novych 1,5 ml mikrozkumavek.

Vyextrahované vzorky byly nafedény do 1,5 ml mikrozkumavek v poméru 20 pl dH,0
+ 20 pl vzorku + 10 pl nandseciho pufru (viz pfiloha, kapitola 9.2) spB-
merkaproetanolem (Sigma). Takto pfipravend smés byla varena po dobu 3 minut a
v mnozstvi 10 pl nanesena na gel. Na gel byl kromé vzork(i nanesen také marker ve

stejném mnozstvi jako vzorky tj. 10 pl.

Pribéh SDS-PAGE

Separace byla provedena na deskové vertikdlni elektroforéze (model SE 600, Hoefer)
pfi 50 mA/gel a napéti cca 120 V v prostredi vanového pufru. Detekce bilkovin na gelu
byla provedena pomoci roztoku obsahujiciho barvivo Coomassie Brilliant Blue R-250 a
naslednym odbarvenim gelu (cca 4 hodiny) odbarvovacim roztokem. Dale byl gel pro
lepsi skladovatelnost a vyvhodnoceni zafixovan ve fixaénim roztoku.

SloZeni vanového pufru, barviva, odbarvovaciho a fixaniho roztoku je uvedené v

kapitole 9.2.
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4.4.2 Cipova elektroforéza a stanoveni relativni abundance patatinu

Cipova elektroforéza byla provedena na pfistroji Experion™ pomoci kitu Pro260
Analysis Kit (Bio-Rad, USA). Analyticky kit obsahuje reagencie — Pro260 gel (polymerni
matice, 520 pl), Pro260 stain (fluorescencni barvivo, 45 ul), Sample buffer (obsahuje
horni a dolni zarovnani marker(i, 400 ul), Pro260 ladder (proteinovy standart, 60 pl),
Spin filters (kolonky na filtraci gell, 3 ks). Postup prace probihal podle nasledujicich

krok( dle navodu vyrobce:

Pfiprava gelu (G) a Gel-stain (GS)

Pfiprava Sample buffer (SB) s redukujicim ¢inidlem (B-merkaptoethanol)
Priprava ladder a vzork(

Pfiprava Cipu

Analyza Cipu

o vk W N e

Cisténi elektrod

Priprava gelovych systému pro Cipovou elektroforézu Gel-Stain (GS) a Filtred Gel (G)

GS — k520 pl Pro260 gel bylo pridano 20 pl Pro260 stain a cely objem byl
zvortexovan (cca 10 sekund) a prepipetovan na kolonku (soucast kitu) a dale byla
provedena centrifugace (5 minut, rpm 10 000, pokojova teplota).

G — 520 ul Pro260 gelu bylo prepipetovano na kolonku a provedena centrifugace (5

min., rpm 10 000, pokojova teplota).

Priprava Sample Buffer (SB)

K30 ul SB byl pfidan 1 ul B-merkaptoethanolu (BME) a takto pfipraveny SB byl

zvortexovan a zcentrifugovan (cca 10 sekund).

Priprava vzorkd a Pro260 Ladder

Do 0,5 ml mikrozkumavek byly napipetovany 2 ul vzorku (nebo ladderu) s 4 ul SB,
cely objem byl zvortexovan a stocen (10 sekund) a takto pfipravené vzorky i ladder byly
uvareny ve vodé (3 minuty, 95-100°C). K uvafenym vzorkim a ladderu bylo poté
pfidano 84 ul dH,O a opét proveden vortex. Béhem pfipravy Cipu byly vzorky

uchovavany ve tmé.
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Priprava Cipu
Pfiprava Cipu probihala dle ndvodu vyrobce — nejprve byly napipetovany GS a G (12
ul), poté vzorky a ladder (6 ul) do presné vyznacenych kolonek. Po aplikaci vzork( byl

Cip vloZen do pristroje a probéhla vlastni analyza.

Obr. €. 8: Ukazka Cipu (Bio-Rad, USA)

Stanoveni relativni abundance patatinu

Na zakladé dat poskytnutych po analyze provedené na automatické cipové
elektroforéze byla v % vyjadfena abundance vsech bilkovinnych pruhl zastoupenych
v celém spektru vybranych druh(. Jakou ¢ast vtomto spektru zaujima patatin,
vyjadfenou jako relativni abundanci patatinu, byla zjisténa secltenim namérenych
hodnot relativni abundance pikd (pravdépodobné jednotlivé isoformy patatinu)

detekovanych v oblasti patatinu.

4.4.3 Nativni PAGE

Ptiprava gelu

Na nativni diskontinudlni PAGE (nedenaturacni systém) byl pfipraven 7,5% separacni
a 3,75% zaostrovaci gel. Separacni gel mél slozeni: 50 ml dH,0, 20 ml 30% akrylamidu
(37,5:1, AppliChem), 10 ml pufru A', 60 pl sificitanu sodného, 400 ul 15% persiranu

amonného a 40 pl TEMED (Sigma). Zaostrovaci gel mél slozeni 12,5 ml dH,0, 2,5 ml
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30% akrylamidu (37,5:1, AppliChem), 5 ml pufru B, 20 ul sifi¢itanu sodného, 150 pl 15%
persiranu amonného a 20 ul TEMED.

Extrakce a pfiprava vzorkd na nativni PAGE

Do 2 ml mikrozkumavek bylo navazeno 50 mg homogenizovaného lyofilizatu a
pridano 500 pl extrakéniho pufru (viz priloha, kapitola 9.2). Smés byla dlikladné
promichdna a vzorky ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut. Poté byla
provedena centrifugace (6000 rpm, 4°C, 10 min.) a supernatant byl pfepipetovan do
novych 1,5 ml mikrozkumavek.

Vyextrahované vzorky byly pfipraveny v poméru 40 pl vzorku s 10 pl nandaseciho

pufru pro nativni PAGE a v mnozZstvi 10 ul naneseny na gel.

Pribéh nativni PAGE

Separace byla provedena na deskové vertikdlni elektroforéze (model SE 600, Hoefer)
pfi napéti 120 V (10 minut) a poté pii 150 V v prostredi boratového pufru (pH 7,2).
Detekce bilkovin na gelu byla provedena stejnym zplsobem jako u SDS-PAGE. SlozZeni

boratového pufru je uvedeno v kap. 9.2.

4.5 Frakcionace hlizovych bilkovin

Frakcionace bilkovin byla provedena na principu Osbornovy metody dle
modifikovaného postupu uvedeného v praci Martinez-Villaluega et al. (2008)
postupnym ,,odmyvanim“ jednotlivych frakci bilkovin extrakénimi Cinidly, ¢imz vzniklo 5
frakci: 1. frakce albumind a ve vodé rozpustnych nebilkovinnych latek, 2. frakce
globulinl rozpustnych v 5% roztoku K,SO4, 3. frakce prolamin( rozpustnych v 70%
etanolu, 4. frakce glutelini rozpustnych v0,03M NaOH, 5. frakce byla tvorena
nerozpustnym zbytkem.

Materidlem pro frakcionaci bylo 0,5 g lyofilizované susiny, extrakce jednotlivych
extrakénich Cinidel trvala 1 hodinu pfi 4°C. BEhem extrakce bylo nutné smés nékolikrat

protfepat. Po uplynuti doby extrakce byla provedena centrifugace (4°C, 10 min, 4500
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rpom). Supernatant byl slit a mezi extrakcemi jednotlivymi Cinidly (dH,O, 5% roztok
K,S04, 70% etanol, 0,03M NaOH) byly zafazeny promyvaci kroky s vyuzitim dH,0O.
Supernatanty jednotlivych frakci byly analyzovany na peptidové SDS-PAGE. PouZita
byla deskova vertikdlni elektroforéza (model SE 600, Hoefer) s diskontinudlnim
usporadanim matrice a 16% separacni gel (modifikovano dle prace Judd 2002). Detekce
bilkovin na gelu byla provedena pomoci roztoku obsahujiciho barvivo Coomassie
Brilliant Blue R-250. Centrifugované pelety po postupném paralelnim odmyvanim
jednotlivych frakci byly lyofilizovany (ALPHA Martin Christ, Némecko), gravimetricky
vyhodnoceny a pomoci modifikované Dumasovy metody (pfistroj Flash EA 1112,

ThermoQuest, USA/Itélie) byl stanoven obsah N.

4.6 Chromatograficka purifikace patatinu

Purifikace patatinu byla provedena dvoustupriovou chromatografickou purifikaci.
Prvnim stupném byla iontovyménna chromatografie sndplni Diethylaminoethyl
celulose (GE Healthcare).

Druhym stupném byla afinitni chromatografie sconcanavalinovou naplini
oznacované jako ConA Sepharose 4B (GE Healthcare). Dalsim krokem bylo odsoleni
patatinu za pomoci gelové filtracni chromatografie snaplni Sephadex G-25 (GE
Healthcare).

SloZeni jednotlivych pufrl pro chromatografii jsou uvedeny v pfiloze kapitole 9.2 a v

tab. ¢. 10 v kapitole 9.2.

4.6.1 lontovyménna chromatografie
lontovyménna chromatografie zahrnovala ekvilibraci kolon a naneseni upraveného
vzorku, promyti kolon, isokratickou eluci navdzanych bilkovin a regeneraci a sanaci

kolon. Jednotlivé kroky probihaly dle nasledujicich bodu:
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1. extrakt hlizovych bilkovin byl prefiltrovan pres filtracni papir, extrakt byl
zcentrifugovan (5 minut, 9 000 rpm, 4°C) a u extraktu byla provedena kontrola a

Uprava pH na 7,4 pomoci 1M Tris.

2. Na ekvilibrované kolony (provedeno 25 ml 25 mM Tris-HCl, pH 7,4) s naplini
Diethylaminoethyl celulose byl pomoci pipety nanesen upraveny extrakt (10 ml).
Po otevreni vytokového otvoru kolony byly frakce sbirany do ddz. Ze sebraného
objemu bylo odebrano 200 ul pro elektroforetickou (dale jen elfo) kontrolu

purifikacniho procesu.

3. Poté bylo provedeno promyti kolon 40 ml pufru (25 mM Tris-HCIl, pH 7,4),

pficemz prvnich 15 ml bylo jesté sbirano.

4. lIsokratickd eluce navazanych bilkovin byla provedena pomoci 20 ml elu¢niho
pufru (25 Mm Tris-HCl, pH 7,4 + 0,5 M NaCl). Eluat byl sbiran do déz oznacenych
C (po kontrole a Upravé pH byly pozdéji ve 2. stupni purifikace aplikovany na
kolonu s néplni Con A). Ze sebraného objemu bylo opét odebrano 200 ul pro

pozdéjsi elfo kontrolu purifikacniho procesu.

5. Regenerace a sanace kolonky byla provedena pomoci 15 ml 1 M NaOH.

4.6.2 Afinitni chromatografie
Afinitni chromatografie zahrnovala ekvilibraci kolon, naneseni upraveného vzorku,
vymyti nenavazanych slozek, isokratickou eluci a regeneraci kolon. Prehled pracovnich

kroka:

1. Ekvilibrace kolony byla provedena 30 ml startovaciho pufru a poté byl nanesen
vzorek s upravenym pH na 7,4 pomoci 1 M HCI. Pfi naneseni vzorku byl uzavien
kohout kolony na 10 minut a medium se vzorkem bylo fadné, ale pomalu

promichano.
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2. K vymyti nenavazanych slozek bylo opét pouZzito 30 ml startovaciho pufru a

médium bylo v tomto pufru opét fadné promichano.

3. Isokraticka eluce navazanych bilkovin byla provedena 25 ml elu¢niho pufru,
ktery byl na kolony pridavan postupné. Pfi prvni aplikaci objemu elu¢niho pufru
10 ml byly kohouty kolony na 10 minut uzavieny a medium se vzorkem pomalu

promichano sklenénou tyc¢inkou podobné jako pfi naneseni vzorku.

4. Regenerace kolon byla provedena celkem ve tfech krocich, pficemz kazdy krok
zahrnoval regeneraci nejprve 15 ml basického pufru a poté 15 ml kyselého

pufru.

4.6.3 Odsoleni patatinu

Odsoleni patatinu gelovou chromatografii s 5 ml Sephadex ™ G-25 na kolonach PD-
10 (GE Healthcare) bylo podobné jako u predchozich typl chromatografie provedeno
v nékolika krocich. Prvnim krokem byla ekvilibrace kolon asi 30 ml 10 mM Tris-HCI (pH
7.4), poté bylo na ekvilibrované kolony naneseno 2,5 ml vyizolovaného patatinu. DalSim
krokem byla eluce, ktera byla provedena 3,5 ml 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) a promyti
kolon asi 20 ml stejnym pufrem.

Odsoleny patatin byl dale vysterilizovan pomoci filtrl a uchovan ve sterilnich 1,5 ml
tubach eppendorf pti -20°C. Kontrola purifikaéniho procesu byla provedena na SDS-
PAGE. Reakce byla pfipravena z 50 pl vzorku a 12,5 ul nanaseciho pufru a nanesena na

gel byla v mnozstvi 15 pl.

4.7 Vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci software STATISTICA 9 (StatSoft
USA, 2009). Pouzivané analyzy byly test ANOVA (na hladiné vyznamnosti a= 0,5), Tukey
HSD test a analyza korelace. Vysledky zPAGE a SDS-PAGE byly vyhodnoceny

v programu BioProfil BiolD++, verze 99 (Vilber Lourmat, Francie).
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5. Vysledky

5.1 Hmotnost a susina hliz (%)
Pramérné hmotnosti hliz se velmi liSily a pohybovaly se od 2,16 g (Solanum phureja)
do 52,27 g (Solanum goniocalyx) dle tabulky €. 4. Zastoupeni susiny (%) se pohybovalo

od 19,91 % do 22,17 %.

Tab. €. 4: Primérné hmotnosti a susina hliz (%)

Primeérna Sugina

Druh hmotnost 1 (%)

hlizy (g)

S.andigenum 3,42 21,30
S.goniocalyx 52,27 22,17
S.phureja 2,16 19,91
S.stenotomum 2,82 21,48
S.tuberosum 13,78 20,27

5.2 Stanoveni obsahu dusikatych latek a bilkovin v susiné hliz brambor

Obsah dusikatych |atek (Nx6,25) se pohyboval v rozpéti 4,81-34,0 % a obsah bilkovin
v rozmezi 4,21-7,86 %.

Nejvyssi obsah dusikatych latek byl zjistén u druhu Solanum phureja, ktery Cinil
v priméru 33,78 %. Obsah bilkovin byl vSak jen 7,68 %, coz je 22,87 % z celkovych
dusikatych latek. Naopak u druhu Solanum goniocalyx byl obsah dusikatych latek
4,88 % a bilkovin 4,23 %, coz znamena, Ze bilkoviny u tohoto druhu tvori témér 87 %
vsech dusikatych latek. U druhu Solanum andigenum byl obsah dusikatych latek
16,85 % a bilkoviny z tohoto mnozstvi tvorily asi 30,36 %. U Solanum stenotomum
tvorily dusikaté latky 17,79 % a bilkoviny 7,23 %, tj. 40,68 % z celkovych dusikatych
latek, a u druhu Solanum tuberosum tvofily dusikaté latky 11,07 % a bilkoviny 4,72 %
(tj. 42,6 % z celkovych dusikatych latek).
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Tab. €. 5: Zastoupeni dusikatych latek a bilkovin u hodnocenych druh(i rodu Solanum

, . , . Relativni

Druh N (%) | NL(%) B'":;‘;'“V NL/ B('f;‘;’v'“y abundance

? ? patatinu (%)
S.andigenum | 3 70¢ | 16,85¢ | 5,12 ¢ 30,36 b 37,86 ¢C
S.goniocalyx | 078a| 4,88a | 4,23a 86,70 d 30,36 b
S. phureja 5,40e | 33,78¢ 7,68d 22,88 a 27,63 b
S. stenotomum | 2,85d | 17,79d 7,23 d 40,68 c 38,53 ¢
S. tuberosum | 177b | 11,01 b | 4,70 ab 42,60 ¢ 20,10 a

Neshodna pismena indikuji prikazny rozdil na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (Tukey HSD

test)

Graf €. 2: Porovnani obsahu dusiku mezi jednotlivymi druhy
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Graf €. 3: Porovnani obsahu bilkovin mezi jednotlivymi druhy

Obsah proteinu (%)

S. andigenum  S. goniocalyx S. phureja S. stenotomum  S. tuberosum
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5.3 Vyhodnoceni elektroforetickych profilti hliz bilkovin
5.3.1 SDS-PAGE

Obr. €. 8: Profily bilkovin ziskané po analyze SDS-PAGE

a) puvodni gel

Legenda:

1 — marker

2,3 —Solanum andigenum

I
|
i

4,5 — Solanum goniocalyx

6,7 — Solanum phureja

8,9 — Solanum stenotomum

10,11 — Solanum tuberosum
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Tab. ¢. 6: Molekulové hmotnosti hodnocenych druhl rodu Solanum (kDa), ziskané

po SDS-PAGE
M 2 | 3 4 | s 6 | 7 8 | o9 10 | 1
(kDa) S. andigenum S. goniocalyx S. phureja S. stenotomum | S. tuberosum
(kDa) (kDa) (kDa) (kDa) (kDa)

1 205 42,4 42,6 95,6 96,2 59,5 59,5 57,9 57,3 95,1 95,6
2 116 40,2 40,2 92,1 92,7 42,6 42,0 40,1 40,1 91,5 92,2
3 97,4 | 38,7 38,7 86,1 86,6 40,5 40,1 39,0 39,1 85,0 85,5
4 84 30,5 30,0 78,9 79,3 29,8 30,0 36,2 36,4 77,6 78,1
5 66 27,7 27,2 70,3 70,7 26,5 26,5 34,0 34,0 69,3 69,3
6 55 23,3 23,5 60,0 60,2 24,5 24,3 30,7 30,5 67,2 67,2
7 |45 21,4 |216 |546 |550 |243 |249 |[274 |274 |63,7 |643
8 36 18,3 17,8 40,5 40,5 19,1 19,1 27,3 27,5 59,3 59,8
9 29 17,7 17,8 38,7 38,7 15,9 15,9 22,3 22,5 52,5 53,7
10 | 24 15,6 15,6 36,1 36,0 15,9 15,9 19,4 20,1 42,2 42,4
11 | 20,1 35,6 35,5 16,1 16,4 40,0 40,2
12 | 14,2 30,3 30,3 15,9 15,8 37,6 37,7
13 | 6,5 27,4 27,4 36,0 36,0
14 27,0 26,7 30,3 30,5
15 25,0 25,0 28,0 28,4
16 20,9 21,4 27,2 27,0
17 19,4 18,9 25,3 25,0
18 18,2 18,4 21,8 21,8
19 16,5 16,5 19,7 20,8
20 15,8 16,0 18,2 18,0
21 15,6 15,6 16,8 16,4
22 15,7 15,6
23 15,6 15,6
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Obr. €. 9: Dendrogram vyjadrfujici vzajemnou podobnost mezi druhy
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Legenda:
2,3 — Solanum andigenum, 4,5 — Solanum goniocalyx, 6,7 — Solanum phureja, 8,9 —

Solanum stenotomum, 10,11 — Solanum tuberosum

SDS-PAGE analyzou bylo zaznamenano 10 (S. andigenum, S. phureja) az 23 (S.
tuberosum) bilkovinnych pruhl(l. Mezi hodnocenymi genotypy byla zaznamendna
variabilita vyskytujici se ve dvou hlavnich oblastech — patatinu a inhibitor( protedz, ale i
v oblasti nad 45 kDa. V oblasti nad 45 kDa nebyly u S. andigenum, S. phureja a S.
stenotomum zaznamenany vyrazné pruhy, zatimco u S. goniocalyx a S. tuberosum byly

zaznamenany vyraznéjsi pruhy v oblasti az 95 kDa.
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5.3.2 Cipova elektroforéza

Na zakladé Cipové elektroforézy byl vyhodnocen pocet isoforem bilkovin
patatinového komplexu, pfedstavujicich jednotlivé pruhy v oblasti 43,2 kDa az 57,9
kDa, a dale byla vyhodnocena relativni abundance patatinu (%) uvedena vtab. ¢. 5
v kapitole 5.1.

U Solanum andigenum byly zjistény 3 isoformy patatinu a to v oblastech 43,2 kDa,
48,9 kDa a 55,6 kDa. U Solanum goniocalyx 2 isoformy v oblastech 43,9 kDa a 49,0 kDa.
U Solanum phureja 3 isoformy v oblastech 48,6 kDa, 51,7 kDa a 54,8 kDa. U Solanum
stenotomum byly nalezeny 2 isoformy a to v oblastech 43,6 kDa a 47,8 kDa a u Solanum
tuberosum 3 isoformy v oblastech 50 kDa, 53,8 kDa a 57,3 kDa.

Relativni abundance patatinu se u hodnocenych genotypl vyrazné liSila — u druhu
Solanum tuberosum patatin zaujimd 20 %, zatimco u druhl Solanum andigenum a
Solanum phureja zaujima témér 40 %. | u ostatnich druh( patatin zaujima okolo 30 %,

cozZ je v porovnani se S. tuberosum o 50 % vice.

Obr. €. 10: Profily bilkovin ziskané po Cipové elektroforéze

KDa L—ladder
1,2 — Solanum andigenum
260.0 s B+ BBk O F B 3,4 — Solanum goniocalyx

5,6 — Solanum phureja

150.0 7,8 — Solanum stenotomum
100.0 mm 9,10 — Solanum tuberosum
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Graf €. 4: Prlibéh Cipové elektroforézy u analyzovanych druhl rodu Solanum

U jednotlivych graf(i je zvyraznéna oblast patatinovych bilkovin, ze kterych byla

odectena relativni abundance patatinu (%)
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d) Solanum stenotomum
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5.3.3 Nativni spektrum

Obr. €. 11: Spektrum bilkovin ziskané po nativni PAGE

Legenda:

1,2 — Solanum andigenum
3,4 — Solanum goniocalyx
5,6 — Solanum phureja

7,8 — Solanum stenotomum

9,10 — Solanum tuberosum
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Tab. €. 7: Relativni mobilita bilkovin (Rf) po nativni PAGE

1 2 3 | 4 5 6 7 8 9 10
S. andigenum | S. goniocalyx S. phureja S. stenotomum | S. tuberosum
0,883

0,830 | 0,835 | 0,873 | 0,873 | 0,885 | 0,882 | 0,868 | 0,870 | 0,882
0,872 | 0,875 | 0,905 | 0,905 0,890 | 0,888 | 0,898 | 0,903

3 0,902 | 0,905

Po provedeni v systému nativni PAGE bylo ziskano spektrum s 1-3 pruhy. Relativni

mobilita se pohybovala vrozpéti 0,830 — 0,905. Touto analyzou nebylo ziskano

variabilni spektrum.



5.4 Frakcionace hlizovych bilkovin

Nejrozsitenéjsi frakci byla frakce albuminova (rozpustnd ve vodé), kterd v
absolutnim vyjadreni zaujimala od 1,40 (S. goniocalyx) do 3,65 % (S. stenotomum)
dusikatych latek vsuSiné hliz. Zelektroforetické analyzy vyplyva, Ze bilkoviny
s molekulovou hmotnosti v oblasti patatinu (40-45 kDa) jsou téméf vyhradné
zastoupeny v této frakci (obr. ¢. 12). Relativni podil této frakce z celkovych dusikatych
latek se po odseparovani dusikatych latek nebilkovinného charakteru pohyboval
v rozpéti od 31,3 (S. tuberosum) do 36,3 (S. phureja) %.

Obsah globulinli — bilkovin rozpustnych v 5% roztoku K,SO; — se vsuSiné hliz
pohyboval od 0,53 (S. goniocalyx) do 0,84 (S. phureja) % a relativni zastoupeni této
frakce v celkovych dusikatych latkach predstavovalo interval od 9,1 (S. stenotomum) do
12,7 (S. phureja) %. Provedend SDS-PAGE analyza odhaluje, Ze globulinova frakce u
vsech hodnocenych genotypl obsahuje rozdilné intenzivni bilkovinné pruhy
s molekulovou hmotnosti okolo 20 kDa.

Zastoupeni ostatnich dvou frakci (prolaminy, gluteliny) bylo minoritni, ale mezi

hodnocenymi genotypy byly zaznamendany znaéné rozdily.

Obr. €. 12: SDS-PAGE albumin( a globulint na peptidovém gelu

M AA AG BA BG CA CG DA DG EA EG

kDa | &

31o>-“ - =
21.5» S e _,.__
111 [ - _—
6.5»‘

35

M — hmotnostni standard, AA — S. andigenum, albuminy, AG — S. andigenum,
globuliny, BA — S. goniocalyx, albouminy, BG — S. goniocalyx, globuliny, CA — S. phureja,
albuminy, CG — S. phureja, globuliny, DA — S. stenotonum, albuminy, DG - S.

stenotonum, globuliny, EA — S. tuberosum, albuminy, EG — S. tuberosum, globuliny
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Tab. ¢. 8: Obsah bilkovinnych frakci v susiné hliz (%)

. . . . nerozpustny
Druh Ib lobul | lutel
ru albuminy | globuliny | prolaminy | gluteliny zbytek
S. andigenum 2,33 0,71 stopy 0,51 0,28
S. goniocalyx 3,65 0,53 0,05 0,19 0,20
S. phureja 1,40 0,84 0,18 0,26 0,28
S. stenotomum 1,52 0,65 0,26 0,06 0,53
S. tuberosum 1,46 0,71 0,34 0,25 0,63
vyjadreno jako N*6,25
Graf ¢. 5: Relativni zastoupeni bilkovinnych frakci v dusikatych latkach u
hodnocenych genotypl
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5.5 Purifikace patatinu

Na zakladé SDS-PAGE byly po chromatografické purifikaci detekovany 2-3 isoformy
bilkovin patatinového komplexu vrozpéti 38,3 — 42,4 kDa. U S. andigenum a S.
stenotomum byly detekovany 3 isoformy patatinového komplexu a u druhl S.
goniocalyx, S. phureja a S. tuberosum 2 isoformy patatinového komplexu. V porovnani
s SDS-PAGE vsech vyextrahovanych bilkovin (viz kapitola 5.3.1) ze susSiny hliz byly
zaznamendny mensi rozdily v molekulovych hmotnostech, které by mohly znamenat

zménu glykosylace béhem chromatografické purifikace.

Obr. €. 13: Vypurifikovany patatin na SDS gelu

Legenda:

1 —marker
2,3 —Solanum andigenum
4,5 — Solanum goniocalyx

6,7 — Solanum phureja

8,9 — Solanum stenotomum

10,11 - Solanum tuberosum

Tab. ¢. 9: Zaznam programu prUbéhu analyzy molekulové hmotnosti bilkovin

patatinového komplexu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
M S. andigenum S. goniocalyx S. phureja S. stenotomum | S. tuberosum
(kDa) (kDa) (kDa) (kDa) (kDa) (kDa)

1 55 42,2 | 42,4 | 41,0 | 41,0 | 42,0 | 41,8 | 40,5 | 40,7 | 41,8 | 42,0

2 45 39,8 | 39,8 | 39,1 | 389 | 40,1 | 399 | 39,1 | 39,1 | 40,1 | 40,3

3 36 39,1 | 39,1 38,3 | 38,3
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6. Diskuse

6.1 Obsah dusikatych latek v susiné hliz vybranych druh brambor

Obsah bilkovin v susiné hliz vybranych druhd rodu Solanum se pohyboval pfiblizné
mezi 4-8 %, coi odpovidd rozpéti, udavanému v odborné literatufe (BARTA and
BARTOVA 2007). Obsah dusikatych latek zna¢né kolisal a to mezi 4,8 — 34 %. Tyto
rozdily mezi jednotlivymi druhy jsou zfejmé zplsobeny vlivem genotypu a také velikosti
hliz, kdy hlizy s mensi velikosti obsahuji vétsi mnoZstvi dusikatych latek (SNYDER and
DESBOROUGH 1978). Druh Solanum goniocalyx, jehoZz primérna hmotnost hliz byla
pramérnou hmotnost hliz, tj. 2,16 g, tvorily dusikaté latky 33,79 %. Zastoupeni bilkovin
v dusikatych latkach se pohybovalo s rozmezi 22 (Solanum phureja) — 88 % (Solanum
goniocalyx). Vyssi obsah bilkovin v celkovych dusikatych latkach by mohl byt zpldsoben
genotypem, velikosti hliz a pfedevsim se jednd o zajimavou druhovou variabilitu, ktera

potvrzuje potencial vybranych druh( pro slechtitelské ucely.

6.2 Spektra hliz bilkovin

S vyuzitim denaturac¢ni SDS-PAGE byla v oblasti bilkovin patatinového komplexu (40-
45 kDa) zjisténa variabilita v molekulové hmotnosti mezi hodnocenymi druhy rodu
Solanum. Tyto rozdily v molekulové hmotnosti by mohly byt zplsobeny rozdilnym
stupném glykosylace mezi jednotlivymi isoformami patatinu, jak také uvadi POTS 1999.

Separace bilkovin elektroforetickymi metodami SDS-PAGE a Cipovou elektroforézou
zaznamenaly rozdily zejména v urcCeni poctu isoforem bilkovin patatinového komplexu
a jejich molekulovych hmotnosti (MW/kDa). Po chromatografické purifikaci a ovéreni
spravnosti procesu na SDS-PAGE byly zjistény 2 isoformy u Solanum goniocalyx a
Solanum stenotomum a 3 isoformy u Solanum andigenum, phureja a tuberosum.

Naopak u Cipové elektroforézy byly zaznamenany 3 isoformy u S. andigenum a S.
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stenotomum a 2 isoformy u S. goniocalyx, phureja a tuberosum. Rozdily byly také
v molekulovych hmotnostech jednotlivych isoforem, kdy analyza pomoci Cipové
elektroforézy vykazovala vpriméru o 15 % vyssi hodnoty MW. Toto muZe byt
vysvétleno odliSnymi podminkami béhem separace, pravdépodobné zplsobenych
slozenymi efekty konformace a tvaru proteinovych molekul, spolecné s rozdily
vinterakci specifickych proteindl se sténami kapilary (BARTA et al. 2010). Cipova
elektroforéza ma oproti analyze SDS-PAGE vyhody, jako jsou napfriklad kratsi doba
pfipravy na analyzu a doba samotné analyzy (30 minut), automatické vyhodnoceni dat,
vySSi citlivost, odpada prace s akrylamidem. Jednoznacné nebylo ani urceni poctu
isoforem s pouzitim zminénych technik. Pro pfesné urceni poctu isoforem a jejich MW
by byla potrfeba detailnéjsi analyza napriklad na 2-D elektroforéze, kterd by
jednoznacné odlisila jednotlivé isoformy.

Relativni abundance patatinu, kterd byla vyhodnocena na zdkladé adaji po
provedeni Cipové elektroforézy, se u vybranych druhl znacné lisila. U druhu Solanum
tuberosum tvoril patatin 20 %, zatimco u druh( Solanum stenotomum nebo Solanum
andigenum témér 40 %. Nabizi se tedy moznost vyuZiti téchto diploidnich druh( ve
Slechténi rostlin, biotechnologickych aplikaci a zpracovatelském priimyslu.

Profily ziskané z nativni PAGE, které jsou definovany hodnotami relativni mobility,
nezaznamenaly vyrazné rozdily. Vyhodou nativnich profild je predevsim jejich velkd
genotypova variabilita, co? je dlleZité pro rozliSovani odriid v rdmci soubor( (BARTA
and BARTOVA 2007). Zde se viak nepodafilo této variability dosahnout a pocet pruhd
1-3 neni zdaleka dostacujicim pro odliseni jednotlivych odrdd a charakterizace (druh).
Mohlo to byt zplsobeno napfiklad nevhodné zvolenou koncentraci gelu, poptipadé

nevhodnymi podminkami separace.

6.3 Frakcionace hlizovych bilkovin

Z frakcionace hlizovych bilkovin je patrné, ze bilkoviny s molekulovou hmotnosti
v oblasti patatinu jsou témér vyhradné zastoupeny v albuminové frakci. Zjisténi
nejrozsahlejSiho zastoupeni vodorozpustnych bilkovin je vsouladu s predesSlymi

vysledky (SEIBLES el al. 1979, DESBOROUGH 1983), které byly nalezeny u bilkovin hliz
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druhu S. tuberosum. Nicméné, jak vyplyva z literarnich zdroj& (SHEWRY 2003, BARTA
and CURN 2004), zastoupeni nebilkovinnych dusikatych latek v celkovém obsahu
dusikatych latek muZe byt pomérné proménlivé. Globulinovd frakce u vsech
hodnocenych genotypl obsahovala rozdilné intenzivni bilkovinné pruhy s molekulovou
hmotnosti okolo 20 kDa. V této oblasti se vyskytuji predevsim inhibitory proteaz
(POUVREAU 2004). Lze predpokladat, Ze se jednd o frakci inhibitord proteaz, jejichz
rozpustnost je ovliviiovana vyssi iontovou silou extrakéniho Cinidla. Tento predpoklad
by bylo nutné ovéfit, nejlépe detailni proteomickou analyzou zahrnuijici identifikaci
majoritnich bilkovinnych spotd pomoci technik hmotnostni spektrometrie po predchozi
dvourozmérné elektroforéze. Pokud by se tento predpoklad potvrdil, tato jednoducha
frakcionace dle rozpustnosti by mohla vést k jednoduché izolaci skupiny bilkovin, které

jsou obecné povaZzovany za soucdst obranného systému rostlin i jejich organa.

6.4 Purifikace patatinu

Pomoci iontovyménné a afinitni chromatografie byly ziskany bilkoviny patatinového
komplexu u vSech vybranych druhl rodu Solanum. Relativni abundance patatinu se
pohybovala v rozpéti 20-39 %, cozZ je ve shodé s odbornymi publikacemi (POTS 1999,
MACRAE et al. 1998). RovnéZ molekulovd hmotnost se u vSech druhl pohybovala
v udavaném rozpéti pro bilkoviny patatinového komplexu 40-45 kDa (POTS 1999,
BARTA and BARTOVA 2008, ROZSAHL et al. 1986, JIMENEZ-ATIENZAR et al. 2003) vyjma
Cipové elektroforézy, u které dochazi k posunu a zvySenym hodnotdam molekulové
hmotnosti o 15 % jak jiz bylo popsdno v kapitole 6.2. Takto vyizolované bilkoviny
patatinového komplexu mohou byt pro své vlastnosti, jako je schopnost tvorby pény a
emulzi, vyuzity zejména v prlmyslu (kosmetickém, farmaceutickém), ale také

v potravinarstvi (KONINGSVELD et al. 2000).
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7. Zavér

Na zakladé vysledkl ziskanych v rdmci feseni diplomové prace Ize vyvodit nasledujici

zaveéry:

1. Susina hliz se pohybovala v rozpéti 20,27 — 22,17 %. Obsah dusikatych latek se
pohyboval v rozpéti 4,81 % (Solanum goniocalyx) az 34,0 % (Solanum phureja)
nejspise vlivem genotypu a velikosti hliz. Obsah bilkovin se pohyboval od 4,21 %

(Solanum goniocalyx) - 7,86 % (Solanum phureja).

2. Spektrum bilkovin ziskané SDS-PAGE analyzou vykazovalo mezi druhy variabilitu
a oblast bilkovin patatinového komplexu, ktera byla pomoci iontovyménné a
afinitni chromatografie purifikovana, se pohybovala v rozpéti 38-43 kDa. Na
profilu SDS-PAGE byly v oblasti bilkovin patatinového komplexu zaznamenany 2-
3 pruhy predstavujici jednotlivé hmotnostni urovné patatinu. Dvé isoformy byly
zjistény u Solanum goniocalyx, Solanum phureja a Solanum tuberosum. U druh
Solanum phureja a stenotomum byly zaznamenany 3 isoformy. Pro presnéjsi
ureni poctu isoforem a jejich molekulovych hmotnosti by byla potfeba
detailnéjsi protetickd analyza napfiklad na dvourozmérné elektroforéze
doplnéna hmotnosti spektrofotometrii. Nativni PAGE nebyla ziskana variabilni

spektra.

3. Spektra ziskand analyzou Cipové elektroforézy vykazovala o 15 % vyssi hodnoty
molekulové hmotnosti (kDa) v porovnani s analyzou SDS-PAGE a lisily se i pocty
pruhQl v oblasti bilkovin patatinového komplexu predstavujici jednotlivé
isoformy. Touto analyzou byly zjistény 2 isoformy bilkovin patatinového
komplexu u druhu Solanum goniocalyx a Solanum stenotomum a 3 isoformy u
druhl Solanum andigenum, phureja a tuberosum. Pomoci dat z analyzy Cipové
elektroforézy byla vypoctena relativni abundance patatinu, kterd se pohybovala

od 19,83 % (Solanum tuberosum) — 39,04 % (Solanum stenotomum).
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4. Frakcionaci bilkovin byla zjisténa jako nejrozsifenéjsi frakce u vSech druhd
albuminova frakce (rozpustnd ve vodé), kterd v relativnim zastoupeni zaujimala
31-36 %. V této frakci jsou zastoupeny bilkoviny patatinového komplexu. Druhou
nejrozsirenéjsi frakci byla u vSech druhl frakce globulinova (rozpustna v 5%
K,SO,), kterd v relativnim zastoupeni zaujimala 9,1-12,7 %. V této frakci byly
zastoupeny bilkoviny s molekulovou hmotnosti 20 kDa, pokud by se po
detailnéjsi proteomické analyze potvrdil predpoklad, Ze se skute¢né jednd o
inhibitory proteaz, tak by tato jednoducha frakcionace dle rozpustnosti mohla
vést k jednoduché izolaci skupiny bilkovin, které jsou obecné povaZzovany za
soucast obranného systému rostlin ¢i jejich organu. Ostatni frakce (prolaminova,

glutelinova) byly zastoupeny v minoritnim mnoZstvi.

Poznatky, kterych bylo vtéto diplomové praci dosazeno, by bylo potfeba dale
rozvinout o vysledky podrobnéjsich proteomickych analyz a do souboru hodnocenych
druhl zahrnout vice genotypud jednotlivych druhl rodu Solanum, jak pro nas
netradi¢nich diploidnich druh(, tak i tetraploidnich, napfiklad porovnani jednotlivych

odrid Solanum tuberosum.

51



8. Seznam pouzité literatury

Al-Saikhan, M.S, Howard, L.R., Miller, J.C. (1995): Antioxidant Activity and
Total Phenolics in different genotypes of potato (Solanum tuberosum L.), Journal

of Food Science, 60 : 341-343.

Barel, G., Ginzberg, I. (2008): Potato skin proteome is enriched with plant

defence components, Journal of Experimental Botany, 59 : 3347-3357.

Barta, J., Bartova, V. (2007): Bilkoviny hliz bramboru (Solanum tuberosum L.),
védeckd monografie, Jihoceskd univerzita v Ceskych Budé&jovicich, Zemédélska

fakulta, s. 116, ISBN 978-80-7394-036-2.

Barta, J., Bartova, V. (2008): Patatin, the major protein of potato (Solanum
tuberosum L.) tubers, and in its Occurrence as Genotype Effect : Processing

Versus Table Potatoe, Czech Journal of Food Sciences, 5 : 347-359.

Barta, J., Bartova, V., Curn, V. (2010): Analyza proteinti pomoci automatické
Cipové elektroforézy a porovnani s metodou SDS-PAGE, Chemické listy, 104 : 33-
40.

Barta, J., Curn, V. (2004): Bilkoviny hliz bramboru (Solanum tuberosum L.) —

klasifikace, charakteristika, vyznam, Chemické listy, 98 : 373-378.

Bauw, G., Nielsen, H.V., Emmersen, J., Nielsen, K., Jorgensen, M. , Welinder,
K. (2006): Patatins, Kunitz Protease Inhibitors and other Major Proteins in Tuber
of Potato cv. Kuras, FEBS Journal, 273 : 3569-3584.

Bradshaw, J.E. (2007): Potato-Breeding Strategy, Potato Biology and
Biotechnology: Advances and Perspectives, Elsevier, Oxford, s. 157-177, ISBN-
978-0-444-51018-1.

52



Bradshaw, J.E., Mackay, G.R. (1994): Breeding strategies for clonally
propagates potatoes, in Potato Genetics, CAB International Wallingford, s. 552,

ISBN — 0-85198-869-5.

Burlingame, B., Mouillé, B., CHarrondiére, R. (2009): Nutriens, bioactive non-
nutrients and anti-nutrients in potatoes, Journal od food Composition and

Analysis, 22 : 494-502.

Cermak, V. (2009): Prehled odriid 2009 Brambor, UKZUZ, Brno, s. 112, ISBN
978-80-7401-015-6.

Desborough, S. L. (1983): Isozyme in Plant Genetisc and Breeding Breeding (S.
D. Tanksley and T. J. Orton, eds.), dil B, Amsterdam, Elsevier, s. 167.

Franco-Lara, L., Barker, H. (1999): Characterisation of resistance to potato

leafroll virus accumulation in Solanum phureja, Euphytica, 108(2) : 137-144.

Hanusovd, L., €urn, V. (2007): Inhibitory proteas v hlize bramboru, Chemické

listy, 101 : 536-541.

Hawkes, J.G. (1990): The Potato, Evolution, Biodiversity and Genetic
Resources, Belhaven Press, London, s. 259, ISBN 1-85293-045-4.

Hawkes, J.G. (1994): Origins of cultivated potatoes and species relationships,

in Potato Genetics, CAB International Wallingford, s. 3-42, ISBN — 0-85198-869-5.

Hermosa, M.R., Turra, D., Fogliano, V., Monte, E., Lorito, M. (2006):
Identification and Characterization of Potato Protease Inhibitors able to Inhibit
Pathogenicity and Growth of Botrytis cinerea, Physiological and Molecular Plant

Pathology, 68 : 138-148.

53



Huaman, Z., Spooner, D.M. (2002): Reclassification of Landrace Populations of
Cultivated Potatoes (Solanum Sect. Petota), American Journal of Botany, 89(6) :

947-965.

Chanput, W., Theerakulkait, C., Nakai, S. (2009): Antioxidative properties of
partially purified barley hornin, rice bran protein fractions and thein hydrolase,

Journal of Cereal Science, 49 : 422-428.

Jellis, G.J., Richardson, D.E. (1987): The production of new potato varieties:
technological advances, University of Cambridge, s. 358, ISBN —0-512-324-580.

Jideani, I.A., Owusu, R.K., Muller, H.G. (1994): Protein of acha (Digitaria exilis
Stapf): Solubility fractionation, gel filtration, and electrophoresis of protein

fractions, Food Chemistry, 51 : 51-59.

Jiménez-Atiénzar , M., Cabanes, J., Gandia-Herrero, F., Escribano, J., Garcia-
Carmona, F., Pérez-Gilabert, M. (2003): Determination of the phospholipase
activity of patatin by a continuous spectrophotometric assay, Journal of Lipid,

38(6) : 677-82.

Jin, L.P., Qu, D.Y., Xie, K.Y., Bian, C.S., Duan, G.S. (2004) — Potato Germplasm,
Breeding Studies in China, Kunming, China, s. 175-178.

Judd, R.C. (2002): SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of peptides. In:
Walker, J.M., The protein protocols handbook, s. 73-79.

Jazl, M., Zrust, J., Hlusek, J. (2008): Rizikové latky v bramboru (Solanum
tuberosum) a ve vyrobcich z hliz - monografie, Brno: Mendelova Zem. a Les. Uni

v Brng, s. 139, ISBN — 978-80-7375-167-8.

54



Koningsveld van G. A., Gruppen, H., Jongh, de H. H. J., Wijngaards, G.,
Boekel, van M.A.J.S., Waltra, P., Voragen, A. G. J. (2002): The solubility of potato
proteins from industrial potato fruit juice as influenced by pH and variol

additives, Journal of Science of Food and Agriculture, 82 : 134-142.

Koningsveld, van G.A., Walstra, P., Voragen, A.G.J., Kuijpers, 1.J., Boekel, van
M.A.L.S., Gruppen, H. (2006): Effect of Protein Composition and Enzymatic
Activity on Formation and Properties of Potato Protein Stabilized Emulsions,

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 54(17) : 6419-6427.

Kormutak, A., Heldak, J., Subova, D. (1999): Soluble proteins and isoesterases
as taxonomic markers tested on nine wild Solanum species and eight Slovakian

potato varieties, Potato Research, 42 : 619-626.

Lawrence, P.K., Koundal, K.R. (2002): Plant protease inhibitors in control of

phytophagous insects, Electronic Journal of Biotechnology, 5 : 93-109.

Lee, L., Hannapel, D., Mignery, G., Shumway, J., Park, W. (1983): Control of
tuber protein synthesis in potato, Plant Molecular Biology, UCLA Symposium,

New York, s. 355-365.

Lehesranta, S.J., Davies, H. V., Shepherd, L.V.T., Nunan, N., McNicol, J.W.,
Auriola, S., Koistinen, K.M., Suomalainen, S.S., Kokko, H.l., Karenlampi, S.O.
(2005): Comparasion of Tuber Proteomes of Potato (Solanum ssp.) Varietes,

Landraces and Genetically Modifed Lines, Plant Physiology, 138 : 1690-1699.

Lisinska, G., Leszczynski, W. (1989): Potato science and technology, Elsevier, s.

393, ISBN- 1-85166-307.

Liu, Y.-W., Han, CH.-H., Lee, M.-H., Hsu, F.-L., Hou, W.-CH. (2003): Patatin, the

tuber storage protein of potato (Solanum tuberosum L.), exhibits antioxidant

55



activity in vitro, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51(15) : 4389-4393.

Macrae, A. R., Visicchion J. E., Lanot A. (1998): Application of potato lipid acyl
hydrolase for the synthesis of monoacylglycerols, Journal of the American Qil

Chemists Society, 75 : 1489-1494.

Martinez-Villaluenga, C., Gulewicz, P., Frias, J., Gulewicz, K., Vidal-Valverde,
C. (2008): Assessment of protein fractions of three cultivars of Pisum sativum L.:

effect of germination, European Food Research and Technology, 226 : 1465-1478.

Mica, B., Becka, J. (1984): Obsah dusi¢nant a jejich podil v celkovém obsahu
dusiku v hlizdch brambor zrlznych stanovist, Acta of Mendel University of

Agriculture and Forestry Brno, 37(2) : 107-118.

Mica, B., Vokal, B., Penk, J. (1991): Dusi¢nany v bramborach a moZnosti

snizeni jejich obsahu, Praha, MZE CR, s. 75, ISBN- 80-7084-039-0.

Peyer, C., Boney, P., Staudacher, E. (2004): Purification and characterization
of B-xylosidase from potatoes (Solanum tuberosum), Biochemica et Biophysica

Acta, 1672 : 27-35.

Pots, A.M. (1999): Physico-chemical properties and thermal aggregation of
patatin, the major potato tuber protein, PhD. thesis, Wageningen Agricultural

University, Wageningen, the Netherlands, s. 123.

Povreau, L., Gruppen, H., Piersma, S.R., Broek Van Den, L.A.M., Koningsveld
Van, G.A., Voragen, A.G.J. (2001): Relative Abundance and Inhibitory Distribution
of Protease Inhibitors in Potato Juice from cv. Elkana, Journal of Agricultural and

Food Chemistry, 49 : 2864-2874.

56



Racusen, D., Weller, D.L. (1984): Molecular weight of patatin, a major potato

tuber protein, Journal of food Biochemistry, 3 : 103-107.

Ross, H. ( 1986): Potato Breeding — problems and perspectives, Journal of

Plant Breeding, 13 : 132.

Ryan, C. A. (1990): Protease inhibitors in plants: genes for improving defenses

against insects and pathogens, Annual Review of Phytopathology, 28 : 425-429.

Rybacek, V. (1988): Brambory, Statni zemédélské nakladatelstvi Praha, s. 358.

Rydel, T. J., Williams, J. M., Krieger, E., Moshiri, F., Stallings, W., C., Browen,
S. M., Pershing, J.C., Purcell, J.P., Alibhai, M.F. (2003): The Crystal Structure,
Mutagenesis, and Activity Studies Reveal The Patatin is a Lilip Acyl Hydrolase with
a SER-ASP Catalytic Dyad, Biochemistry, 42 : 6696-6708.

Senda, K., Yoshioka, H., Doke, N., Kawakita, K. (1996): A cytosolic
phospholypase A2 from potato tissues appeal to be patatin, Plant Cell Physiology,
37(3) : 347-353.

Seppala, U., Alenius, H., Turjanmaa, K., Reunala, T., Polosuo, T., Kalkkinen, N.
(1999): Identification of patatin as a novel allergen for children with positive skin
prick test responses to raw potato, Journal of Allergy and Clin. Immunology, 103

: 165-171.

Shewry, P.R. (2003): Tuber Storage Proteins, Annals of Botany, 91 : 755-769.

Singh, J., Kaur, L. (2009): Advances in Potato Chemistry and Technology,
Elsevier Inc., s. 508, ISBN — 978-0-12-374349-7.

57



Snyder, J., Desborough, S. (1978): Protein, starch, and non-protein nitrogen
accumulation in high protein hybrids and low protein cultivars, American Journal

of potato search, 55(8) : 453-465.

Tonon, C., Daleo, G., Oliva, C. (2001): An acid beta-1,3 glucanase from potato
tubers appears to be patatin, Plant Physiology and Biochemistry, 93(10) : 849-
854.

Velisek, J., Hajslova, J. (2009): Chemie potravin (1.dil), Tabor - OSSIS, s. 580,
ISBN - 978-80-86659-15-2.

Vodrazka, Z. (2002): Biochemie, Praha: Academia, s. 191, ISBN- 80-200-0600-

Vokal, B., Cvréek, M., Cepl, J., Cizek, M., Domkarova, J., Fér, J., Hausvater, E.,
Kralicek, J., Prugar, J., Rasocha, V., Zrust, J. (2000): Brambory, Agrospoj Praha, s.
245.

Zrast, J. (2004): Faktory ovliviiujici obsah nutricné vyznamnych a skodlivych
latek v hlizach a vyrobcich z brambor, Vyzkumny ustav rostlinné vyroby Praha, s.

84.

Internetové zdroje:
www.katalogbrambor.cz, 17. 4. 2011

www.faostat.fao.org, 21. 4. 2011

58



9. Prilohy

9.1. Mapa vyskytu kulturnich a planych druhti brambor a fotograficka

dokumentace

Obr. ¢ 14 : Oblasti rozsifeni netradi¢nich kulturnich druhd rodu Solanum
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Obr. ¢. 14: Solanum andigenum Obr. €. 15: Solanum goniocalyx

Foto: Jan Barta Foto: Jan Barta

Obr. €. 17: Solanum stenotomum

Obr. €. 16: Solanum phureja

Foto: Jan Barta Foto: Ing. Jan Barta
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Obr. €. 18: Solanum tuberosum, odruda Desireé

Foto: Jan Barta

9.2 Slozeni jednotlivych pufrt a roztoka

Extrakéni pufr
0,0625M Tris-HCl (pH=6,8) + 2 % SDS + 5 % BME (Merkaptoethanol)

BME se pridava tésné pred pouzitim do nanaseciho pufru, u nativni PAGE se provadi

extrakce bez BME

Nanaseci pufr
sloZzeni pro 5 ml nanaseciho pufru: 5 ml 1M Tris-HCI (pH=6,8) + 2,3 g SDS + 10 ml
glycerolu + 5 mg BCP

Vanovy pufr
192 mM glycin + 25 mM Tris + 0,1% SDS

Odbarvovaci roztok

na 11:250 ml etanolu + 100 ml kyseliny octové + 650 ml H,0

Fixacni roztok

na 1 1: 450 ml etanolu + 30 ml glycerolu + 500 ml H,0
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Regeneracni pufr (kysely)

50 mM Na-acetatu, pH 4.5 + 0,5 M NaCl + 1 mM MnCl, + 1 mM CaCl,

Regeneracni pufr (basicky)

50 mM Tris-HCl, pH 8.5 + 0,5 M NaCl + 1 mM MnCl, + 1 mM CaCl,

Uchovavaci pufr

100 mM Na-acetat, pH 6 + 1 M NaCl + 1 mM MnCl, + 1 mM CaCl, + 1 mM MgCl, + 20

% ethanol

Bordatovy pufr

na 1l: 9,4 g kyseliny borité (61,832 g/mol) rozpustit v1 1 H,0

Tab. €. 10: SloZeni pufrd pro 2. stupnovou chromatografickou purifikaci patatinu

DEAE startovaci

DEAE eluéni
Con A startovaci

Con A eluéni

K°Tnfl‘)’"e"ta 20 mM Tris-HCI, pH 7.4 + 0,5
25 mM Tris- 20 mM Tris-HCl, M NaCl + 100 mM a-methyl-D-
HCl, pH 7.4 pH 7.4+ 0,5 M NaCl glukosid
1 M Tris-HCl, pH
74 25 25 25
5 M NacCl 0 100 100
M a-methyI-D— 0 0 100
glukosid
dH,0 975 875 775
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9.3 Frakcionace hlizovych bilkovin u vybranych druht z rodu Solanum

tuberosum

Prispévek byl publikovan na konferenci 11. - 12.11 2010 v Brné pofadané
Vyzkumnym Ustavem picninarskym, spol. s.r.o., Troubsko a Zemédélskym vyzkumem

spol. s.r.o., Troubsko a je také zafazen po védecké pfilohy &asopisu Uroda.
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FRAKCIONACE HLiZOVYCH BILKOVIN U VYBRANYCH DRUHU
Z RODU SOLANUM

Fractionation protein tubers for selected species from the genus Seolanum
"Brabcova A., 'Barta J., "Birtova V., ’Horaékova V., 'Curn V.

'Department of Plant Production and Agroecology
“Potato Research Institute Havlickuv Brod, Lid.

Abstrakt

Prispévek se zabyval frakcionaci bilkovin hliz u vybranych genotypt z rodu Solanum (8.
andigenum, 8. goniocalyx, 8. phureja, §S. stenotonum, S. tuberosum). Postupnou extrakei
bramborové mouky pomoci vody, 5% (w/v) roztoku K,SO4, 70% (v/v) etanolem a 0,03 M
NaOH byly ziskany frakee dusikatych latek, jenz byly ndsledné kvantitativng a kvalitativné
determinovany. Byly nalezeny rozdily mezi hodnocenymi genotypy ve slozeni frakei
dusikatych latek (bilkovin), ale u viech hodnocenych genotypl prevazovaly vodorozpustné
dusikaté latky (pres 70 %), zahrnujici i majoritni patatinové bilkoviny. Pomoci roztoku K>S0y
lze odseparovat vyznamné komponenty bilkovinného spektra s molekulovou hmotnosti okolo
20 kDa.

Klicova slova: frakcionace bilkovin, Solanum, patatin, inhibitory proteas

Abstract

The presented contribution deals with possibility of potato tuber protein fractionation using
sclected genotypes from genus Solanum (8. andigenum, 8. goniocalyx, S. phureja, S.
stenotonum. S. twberosum). The fractions of tuber nitrogenous matters were obtained by
subsequent extraction of potato flour using water, 3% (w/v) K280y, 70% (w/v) ethanol and
0.3 M NaOH. The obtained fractions were determined from the qualitative and quantitative
point of view. Important diffcrences in nitrogenous (protein) fractions of the evaluated potato
genotypes were found. However, the water-soluble fraction dominated (above 70 %) for all of
the studied genotypes. This fraction included also patatin, the major protein of potato tubers.
Important components of potato proteins spectrum with molar mass about 20 kDa is possible
to obtained in high purity using the solution of K;50..

Keywords: protein [tactionation, Solanum, patatin, protease inhibitors

Uvod

homogenni slozku. Frakcionaci dle Osborna lze ziskat étyfi frakee: albuminy, globuliny,
prolaminy a gluteliny (Chanput et al. 2009, Jideani et al. 1994). Nazory na zastoupeni
jednothivych frakci se dle autort hsi, aviak shoduji se na nejvyssim zastoupeni snadno
rozpustnych albumint (ve vodé) a globulinl (v roztoku soli). Seibles el al. (1979) uvadi podil
75 % pro albuminovou frakel a 25 % pro globulinovou frakei. 'V soucasné dobé prevazuje
klasifikace bilkovin dle molekulové hmotnosti (Barta & Curn 2004). Pots (1999) pomoci
techniky SDS-PAGE definoval na zakladé ziskanych spekter tfi vyznamnc skupiny hlizovych
bilkovin: patatin, inhibitory proteas a ostatni bilkoviny. Patatin (ncbo-li patatinovy komplex)
je skupina imunologicky identickych glykoproteinovych isoforem o velikosti 40-43 kDa.
V hlize jsou lokalizovany v parenchymatickych bunkdch a predstavuji 20-40 % z celkového
mnozstvi bilkovin v hlizach. Primarné je patatin poklddan za zasobni bilkovinu, ale byly u néj
nalezeny také nékteré enzymové aktivity (Barta & Bartova 2008) naznadujici, ze tyto
bilkoviny mohou souviset s obranou hliz. Inhibitory proteas zahrnuji bilkoviny o velikosti 8,1
az 25 kDa a dle Pouvreau at al. (2001) jsou déleny do sedmi trid. Predstavuji 20-30 %
7 extrahovatelnych bilkovin a plni roli zasobnich bilkovin s moznou acasti na obrannych
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mechanismech. VSechny dostupné studie hodnotici zastoupeni bilkovinnych frakei byly
provadény na hlizach odrid druhu Solanum tuberosum. Informace o bilkovinnych frakcich u
ostatnich zastupct rodu Solamem nejsou dostupné. Cilem tohoto piispévku bylo poskytnout
alespont zakladni srovnani bilkovinnych frakci (respektive frakei dusikatych latek) mezi
vybranymi zastupci brambor rodu Solanum.

Material a Metody

Vstupnim materialem pro frakcionaci bilkovin byla lyofilizovana suSina hliz vybranych
kulturnich druhii brambor Solanum stenotomum (EVIGEZ 07S0300001), Solamumn phureja
(EVIGEZ 07S0300136), Solanum goniocalyx (EVIGEZ 07S50300109), Solanum andigenum
(EVIGEZ 0750300235) a kulturniho druhu Selanum tuberosum odrada Desireé (EVIGEZ
07S0100243). Rostlinny material byl primarné ziskan z Genové banky bramboru (Vyzkumny
Gstav bramborarsky Havlickav Brod, s.r.o.), pot¢ na ZF JU piemnozen ve sklenikovych
podminkach. Frakcionace bilkovin byla provedena na principu Osbornovy metody dle
modifikovaného postupu uvedencho v praci Martinez-Villaluega et al. (2008) postupnym
Lodmyvanim®™ jednotlivych frakei bilkovin extrakénimi Cinidly ¢imz vzniklo 5 frakei: 1.
frakce albumint a ve vodé rozpustnych nebilkovinnyeh latek, 2. frakee globulint rozpustnych
v 5% roztoku K>SOy, 3. frakee prolamint rozpustnych v 70% etanolu, 4. frakce glutelint
rozpsutnych v 0,03M NaOH, 5. frakce byla tvofena nerozpustnym zbytkem. Supernatanty
jednotlivych frakei byly analyzovany na peptidove SDS-PAGE. Pouzita byla deskova
vertikalni elektroforéza (model SE 600, Hoefer) s diskontinualnim uspofadanim matrice,
pouzit byl 16% separacni gel (modifikovano dle prace Judd 2002). Detekee bilkovin na gelu
byla provedena pomoci roztoku obsahujiciho barvivo Coomassie Brilliant Blue R-250.
Centrifugovan¢e pelety po postupném paralelnim  odmyvani  jednotlivych frakei  byly
lyofilizovany (ALPHA Martin Christ, Némecko), gravimetricky vyhodnoceny a pomoci
modifikované Dumasovy metody (piistroj Flash EA 1112, ThermoQuest, USA/Italic) byl
stanoven obsah N. Ze ziskanych dat byl vypoc¢ten obsah N v jednotlivych frakcich (vyjadieno
jako dusikaté latky: N x 6,25) a byl stanoven jejich relativni podil v dusikatych latkach hliz.

Vysledky a diskuze

Z dosazenych vysledka (tab. 1, obr. 1) je patrné, ze u viech hodnocenych druht predstavuji
nejrozsahlejsi frakei dusikaté latky rozpustné ve vodé. V absolutnim vyjadreni zaujimala tato
frakce od 4,28 (S. goniocalyx) do 5,85 % (S. stenotonum) dusikatych latek v susiné hliz (tab.
1). Relativni podil vodorozpustné frakce z celkovych dusikatych latek se pohyboval v rozpéti
od 71,9 (8. tuberosum) do 82,4 (S. stenotonum) % (obr. 1).

Tabulka 1: Obsah bilkovinnych frakei v suiné hliz (%).

Druh a}b;r;llwnly globuliny  prolaminy gluteliny ner;)hzi.;;(my E{\T}::Ej{ljr{fﬁ]ﬁlﬁ
S. andigenum 4,98 0,71 stopy 0,51 0,28 6,48
S. goniocalyx 4,28 0.53 0,05 0.19 (.20 5,24
S. phureja 5,05 0,84 0,18 0,26 0,28 6,60
S. stenotonum 3,85 0,65 0,26 0,06 0,53 7,35
S, tuberosum 4,94 0,71 0,34 0,25 0,63 6,86

vyjadieno jako N x 6,25; 'NPN  nebilkovinné dusikaté latky

I piesto, Zze v této studii nebyl u vodorozpustné frakee odseparovan bilkovinny (albuminovy)
podil od dusikatych latek nebilkovinného charakteru, lze albuminovou frakei bilkovin
povazovat za nejroz§itendj§i, coz potvrzuje i provedena elektroforetickda analyza (obr. 2).
Z této analyzy je patrné, Ze bilkoviny s molckulovou hmotnosti v oblasti patatinu (40-45 kDa)
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Jsou  témét  vyhradné  zastoupeny v této frakei. Zjidténi  nejrozsahlejdiho  zastoupeni
vodorozpustnych bilkovin je v souladu s predeslymi vysledky (Seibles et al. 1979,
Desborough 1983), kter¢ byly nalezeny u bilkovin hliz druhu S. tuberosum. Nicméné jak
vyplyvi z literarnich zdrojii (Shewry 2003; Bérta & Curn 2004), zastoupeni nebilkovinnych
dusikatych latek v celkovém obsahu dusikatych latek muZze byt pomérné proménlivé. Bude
proto nutné i u této studie provést analyzu jejich zastoupeni v obsahu celkovych dusikatych
latek a ovérit tak existenci piipadnych druhovych rozdili.

Obrazek 1: Relativni zastoupeni bilkovinnych frakei v dusikatych latkach u hodnocenych
genotypu.
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Obrazek 2: SDS-PAGE albumint a globulint na peptidovém gelu.

M AA AG BA BG CA CG DA DG EA EG

kDa M hmotnostni standard
= AA - S, andigenum. albuminy
3.0 AG S andigenum, globuliny
21.5» BA 5. goniocalvx, albuminy
BG - 8. goniocalyx, globuliny
1A CA 8. phureja. albuminy
CG 8. phurefa. globuliny
6.5 - DA 8. stenotonum, albu m'{ny
' : DG - 8, stenotonum, globuliny
350 EA S ruberosum , albuminy

EG S muberosum, globuliny

Obsah globulint — bilkovin rozpustnych v 5% roztoku K>SOs — se v susing hliz pohyboval od
0.53 (8. goniocalyx) do 0.84 (8. phureja) % a relativni zastoupeni této frakee v celkovych
dusikatych latkach predstavovalo interval od 9,1 (8. stenatonum) do 12,7 (S. phureja) %.
Provedena SDS-PAGE analyza odhaluje, Zze globulinova frakce u véech hodnocenych
genotypl obsahuje rozdilné intenzivni bilkovinné pruhy s molekulovou hmotnosti okolo 20
kDa. V této oblasti se vyskytuji predeviim inhibitory proteas (Pouvreau 2004). Lze
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piedpokladat, 7e se jedna o frakci inhibitori proteas, jejich? rozpustnost je ovliviiovana vyssi
iontovou silou extrakéniho ¢inidla. Tento piedpoklad je pochopitelné nutné ovéfit, nejlépe
detailni proteomickou analyzou zahrnujici identifikaci majoritnich bilkovinnych spoti pomoci
technik hmotnostni spektrometrie po predchozi dvourozmeérné elektroforéze. Pokud se tento
pfedpoklad potvrdi, tato jednoducha frakcionace dle rozpustnosti by mohla vést k jednoduché
izolaci skupiny bilkovin, které jsou obecné povazovany za soucast obranného systému rostlin
¢i jejich organl. Zastoupeni ostatnich dvou frakei (prolaminy, gluteliny) bylo minoritni, ale
mezi hodnocenymi genotypy byly zaznamendny znacné rozdily (tab.1, obr. 1). Tento trend
vykazuje 1 obsah tzv. ,nerozpustneho® zbytku dusikatych latek.

Lavér

Z prezentovanych vysledkt vyplyva, Ze zastoupeni bilkovinnych frakei je u hodnocenych
genotypu rozdilng, ale zikladni predpoklad prevahy vodorozpustng frakce bilkovin byl
potvrzen. Z vysledka také vyplynulo, 7e postupna frakcionace pomoci vody a 5% roztoku
K580, mize byt jednoduchym zpiisobem separace vyznamnych komponent bilkovinného
spektra hliz genotypl brambor. Na toto zjifténi je nutné navédzat detailnimi analyzami.
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