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Souhrn

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) je ¢tvrtou nejpéstovanéjsi plodinou na svété
a to pfedevsim jako plodina bohata na Skrob. Hlizy bramboru jsou vSak zajimavé i z hlediska
obsahu bilkovin, které¢ hraji dilezitou roli v obrané hliz proti patogentim.

Tato disertacni prace je souborem ptivodnich praci zabyvajicich se zplsoby metod
izolace a identifikace hlizovych bilkovin, pfedevsim inhibitor( proteas, a detekce jejich cinkt
na rust mycelia houbovych fytopatogenti pomoci mikrobiologickych testd in vitro s vyuzitim
objektivniho hodnoceni tohoto vlivu pomoci pocitacového software.

Prvni publikovand prace snazvem ,,Antifungdlni potencidl nizkomolekuldrnich
proteint a peptidd hliz bramboru (Solanum tuberosum L.)* se zabyvala antifungalnimi u¢inky
skupiny termostabilnich bilkovin a peptidii s pfevahou inhibitort proteas, které byly izolovany
z hlizové vody kombinaci metod snizeni pH a vysoké teploty (100°C). V této praci byly
identifikovany izolované bilkoviny analyzou SDS-PAGE v oblasti vyskytu inhibitorli proteas
(oblasti 14 kDa a 6 kDa), které byly nasledn¢ testovany na zachovani antimikrobialnich aktivit
vici patogennim houbam Fusarium solani (kmeny CCM 1036; 8014; 8079) a Fusarium
oxysporum (kmeny CCM 17; F-65) pfti riznych koncentracich izolatu (10 mg/ml; 5 mg/ml;
1 mg/ml). V této praci byla ovétena hypotéza, Ze izolované bilkoviny si i pies expozici teploté
100°C zachovaly své antifungalni Gcinky, nebot’ byla pozorovana inhibice rastu mycelia
u vSech testovanych fytopatogennich hub s rtiznou citlivosti ke koncentracim pii expozici
k testované latce 48 hodin (pfi kultivacni teploté 26°C).

Vétsina publikovanych praci se zabyvala izolaci a detekei intracelularnich bilkovin
Z hliz bramboru vykazujicich termostabilni vlastnosti, nicméné téma bylo rozsifeno i 0 studium
izolace a identifikace extracelularnich bilkovin a to v praci ,Postup izolace frakci
extracelularnich proteinti hliz bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.)*, ktera se zabyvala
optimalizaci metody izolace téchto bilkovin a metodami identifikace ziskanych bilkovin.

V ramci této disertaéni prace byla optimalizovana metoda izolace termostabilnich
bilkovin a peptidt jak z hlizové vody vznikajici pfi procesu prumyslového zpracovani brambor
na Skrob (smés odrid), tak z hlizové §t'avy vyrobené v laboratornich podminkach z konkrétnich
odrd bramboru (odridova §tava) a byla zjisténa optimalni teplota pro izolaci téchto bilkovin
pro maximalni antifungalni ucinek (80°C). Tyto poznatky jsou shrnuty v uzitném vzoru
S nazvem ,,Izolat proteini z brambor s antimikrobialni G¢innosti*. Byly navzdjem porovnavany
antimikrobialni Gi¢inky izolovanych smési bilkovin a peptidi z hliz vybranych odrid bramboru
na fytopatogennich kmenech hub rodt Fusarium spp. a Rhizoctonia spp. Dale bylo
optimalizovano testovani antimikrobialnich bilkovin na fytopatogennich kmenech hub
abakterii in vitro a vyvinuta metoda vyhodnocovani inhibi¢nich G¢inkti pomoci zpracovani
fotografii testli v pocitaCovém programu AutoCAD.

Poznatky ziskané pii feSeni problematik této disertacni prace je mozné aplikovat
v oblastech  §lechténi novych odrdd bramboru, rostlinolékaistvi, potravinafstvi,
biotechnologiich a v oblasti zpracovatelského primyslu pifi dalSim vyuZivani odpadi
Z pramyslové vyroby skrobu (hlizova voda).



Summary

Potato (Solanum tuberosum L.) is the fourth most often planted crop in the world
especially because of high content of starch. However potato tubers are also interesting due to
the protein content that play an important role in defence of the tubers against pathogens.

This doctoral thesis is a summary of original works dealing with various methods
of isolation and identification of tuber proteins, especially protease inhibitors, and detection
of their effects acting on mycelium of fungus pathogens via microbiological in vitro tests and
the effect was evaluated in software.

The first published work ,,Antifungal potential of low molecular proteins and peptides
gained from potato tubers (Solanum tuberosum L.)* deals with antifungal activities of group of
thermostable proteins and peptides with a predominance of protease inhibitors recovered from
potato fruit juice. Combination of pH adjustment and high temperature (100°C) was used for
protein isolation. Isolated proteins were detected in the SDS-PAGE analysis on peptide gel in
range of protease inhibitors appearance (range 14 kDa and 6 kDa). The antimicrobial activities
of this proteins and peptides mixture was tested on phytopathogenic fungi Fusarium solani
(CCM strains 1036; 8014; 8079) and Fusarium oxysporum (CCM strains 17; F-65) in different
concentrations (10 mg/ml; 5 mg/ml; 1 mg/ml). The hypothesis that isolated proteins retained
their antifungal activity in spite of exposure to a temperature of 100°C was tested in this work
and inhibition of mycelial growth of all tested phytopathogenic fungi was observed with
different sensitivity to tested concentrations upon exposure to a tested substance 48 hours (at
cultivation temperature 26°C).

The majority of published contributions was dealing with isolation and detection of
intracellular proteins from potato tubers featuring thermostable properties nevertheless the topic
was extended of studying the methods of isolation and identification of extracellular proteins
in contribution named “Isolation of extracellular protein fractions from potato tubers
(Solanum tuberosum L.)*“. This article contains the optimised isolation and identification
methods of this type of proteins.

In the work carried out in this doctoral thesis was optimised the isolation method of
thermostable proteins and peptides from potato fruit juice produced during the industrial potato
starch process (cultivar mixture) and from potato fruit juice prepared from particular potato
cultivars in laboratory (individual cultivar juice). Optimal temperature for this type of protein
isolation was determined to gain the maximal antifungal effect (80°C). These knowledge were
summarized in the utility model “Potato protein isolate with antimicrobial effect”. Reciprocal
comparison of antimicrobial effect of isolated protein and peptide mixtures prepared from
particular potato tuber cultivars was tested on phytopathogenic fungi Fusarium spp. and
Rhizoctonia spp. In vitro tests of antimicrobial proteins on phytopathogenic fungi and bacteria
was optimised and new method for inhibition effect evaluation by software AutoCAD was
developed.

Knowledge gained within solving this doctoral thesis are possible to be used in new
potato cultivars breeding, phytosanitary, food industry, biotechnologies and in the field of
processing industry in the further utilization of wastes from industrial starch production (potato
fruit juice).
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1. Uvod

Tématem disertani prace bylo studium bilkovin a peptidi vyskytujicich se v hlizach
bramboru a to piedev§im z hlediska jejich zastoupeni v hlizdich bramboru v souvislosti
S biochemickymi a antimikrobidlnimi vlastnostmi inhibitori proteas, na které se disertacni
prace orientovala. Zaméteni disertacni prace je cileno na uceleni poznatkii o celkovém popisu
zakladnich vlastnosti a identifikace téchto skupin hlizovych bilkovin a peptidi, o materialech,
které je mozné pro jejich ziskani pouzit, teoretickych izola¢nich metodach vychazejicich
z vlastnosti hlizovych bilkovin a peptidi, metodach pouzivanych v praxi a aktualnim
praktickém vyuziti izolat skupiny inhibitorti proteas. Prace je zakoncena ziskanymi vysledky,
které byly zaméteny na popis izolovanych skupin inhibitortii proteas a jejich antimikrobidlnich
ucinkd.

Brambory jsou vyznamnou surovinou celosvétové produkovanou v objemu vice nez
385 miliond tun za rok 2014 (zdroj FAOSTAT, 2016a) a v soucasné dob¢ oblibenou pro svou
nutriéni vyvazenost a vysokou vyzivovou hodnotu a i kdyz jsou povazovany z nutri¢niho
hlediska za sacharidickou slozku lidské stravy, hraji brambory dtlezitou roli i jako zdroj
bilkovin hlavné v zemich s tradici konzumace brambor a v chudych ¢astech svéta trpicich
nedostatkem bilkovin obsazenych v rostlinnych zdrojich (lusténiny) a vysokobilkovinné
zivoCisné strave.

Bilkoviny a peptidy obsazené v hlizdch bramboru se Vv poslednich letech dostavaji do
popiedi z4jmu mnohych vyzkumnych organizaci, potravindiskych a Skrobarenskych firem.
Dtivodem z&jmu o tuto skupinu latek jsou predevsim jejich zajimavé biologické a chemicko-
fyzikalni vlastnosti, které je mozné snadnéji zkoumat a verifikovat diky modernim a snadnéji
dostupnym metodam jejich vyzkumu. Zaroven tvortila skupina hlizovych bilkovin a peptida do
neddvné doby soucast téméf nevyuzivaného odpadu, tzv. hlizové vody, kterd vznikala pii
zpracovani hliz brambor pfedev§im na bramborovy Skrob. Tato situace se zacina ménit diky
globalni snaze o sniZovani ekologické zatéze ve vyrobnich procesech a zvySovani vyuzitelnosti
veskerych vedlejsi produkti vznikajicich béhem produkce finalnich vyrobkd. Do poptedi
vyzkumu se dostala hlizova voda, ktera vznika jako sekundarni produkt procesu vyroby
bramborového Skrobu a obsahuje skupiny bilkovin, které v samotnych hlizach bramboru hraji
zasobni, ochranné a enzymatické role, a které si pfi Setrné izolaci a vhodném uskladnéni
zachovéavaji své biologicke aktivity.

Cilem této disertacni prace byla optimalizace metod izolace a studium a hodnoceni
biochemickych a antimikrobialnich aktivit a vlastnosti bilkovin a peptidii obsazenych v hlizach
bramboru hliznatého a optimalizace metod testovani téchto skupin bilkovin a peptidta. Zdroje
zkoumaného materiadlu byly dva: a) bilkoviny a peptidy, které jsou soucasti sekundarnich
produktli vznikajicich béhem procesu primyslového zpracovani brambor na Skrob,
b) porovnani vybranych skupin bilkovin izolovanych vzdy jen zjedné odrudy bramboru
hliznatého (jedno odridova hlizova §t'ava). Tepelnou koagulaci takto ziskanych bilkovin a
peptidi z hlizové $tavy a jejich aplikaci k fytopatogennim mikroorganismiim byl nasledné
sledovéan jejich G¢inek na rizné kmeny fytopatogennich hub a bakterii.
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2. Literarni prehled

2.1. Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) — charakteristika

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) je ¢tvrtou nejvyznamnéjs$i péstovanou
zakladni plodinou a zlepsujici rostlinou osevnich sledti. Pivodni domovina divokych brambor
je lokalizovana od oblasti jihozapadu Spojenych statt az po jizni a stiedni Chile s centry
druhové diverzity v centralnim Mexiku a ve stiednich Andach v Peru a Bolivii, zatimco
primitivni kultivary jsou ptivodem z Jizni Ameriky (Vokal et al., 2013).

2.1.1 Produkce a spotieba brambor - vyvoj a trendy

Jak jiz bylo zminéno V Givodu, brambory byly celosvétové vyprodukovany v celkovém
objemu vice nez 385 miliont tun za rok 2014 a do tohoto ¢asového obdobi proslo toto odvétvi
velkymi zménami (spotieba brambor od roku 1961 do roku 2011 v tabulce 1). Do pocatku
90. let 20. stoleti byly brambory vétsinou produkovany a konzumovany v Evropé, Severni
Americe a zemich Sovétského svazu a jejich produkce od této doby vzrlstala na zakladé
zvysujici se poptavky v Asii, Africe a Jizni Americe z 32 miliont tun na pocatku 60. let na vice
nez 233 milionl tun v roce 2014. Dle udaji FAO produkce brambor v rozvojovych zemich
poprvé pievysila produkei v rozvinutych zemich svéta v roce 2005 (zdroj FAOSTAT, 2016a).
V soucasné dobé je tato plodina péstovana témét po celém svété a za nejvetsiho producenta je
oznaovana Cina nasledovana Indii, z jejichz produkce dohromady pochéazela v roce 2013
témét polovina produkce vSech brambor a jako dalsi v potadi byli producenti pochézejici ze
zemi Ruské federace, Ukrajiny, USA, Némecka a Polska (zdroj FAOSTAT, 2016b).

Ceska republika nasleduje celosvétovy trend poklesu objemu produkce, ktera koreluje
s poklesem péstitelskych ploch brambor. Dle FAO byla produkce v CR v roce 2014 na Grovni
697 539 t (178 817 tun na Slovensku v témze roce), vV Ceskoslovensku pak v roce 1961
5,33 milionu t. Zaroven je diky modernim pé&stebnim technologiim a aktualnim védeckym
poznatkiim nasledovén trend zvysujiciho se vynosu, ktery byl dle tidajii FAO v Ceskoslovensku
v roce 1961 jen 10,4 t/ha a dle udaji CSU v roce 2011 v Ceské republice 29 t/ha, coz bylo
vV daném roce ovlivnéno pfedevs§im pfiznivymi klimatickymi podminkami na naSem Uzemi
(Zizka, 2015). Tento vynos z roku 2014 je nad celosvétovym pramémym vynosem asi 0 9 t/ha
(FAOSTAT, 2016c).

Tabulka 1: Spotieba brambor podle svetadilu v roce 1961 a 2011 (FAOSTAT, 2015a; 2015b)

Svétadil Populace | Spotieba brambor a vyrobkti | Spotieba brambor a vyrobki z
(tis. lidi) z brambor za rok 1961 brambor za rok 2011
Spotteba na Celkova Spotteba na Celkova
hlavu (kg) spotieba hlavu (kg) spotieba
(tis. t) (tis. t)

Afrika 1 056 985 6,1 1641 18,8 17 922
Amerika 952 500 36,8 15 885 36,4 34 444
Asie 4 210 004 9,4 15 765 28,9 121 051
Evropa 741 274 114,9 74 353 84,2 62 363
Oceanie 37 228 38,9 537 479 1418
Svét 6 997 991 35,5 108 181 34,6 237 199
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Brambor hliznaty je jednoletd, nejcastéji vegetativné mnozena plodina, ktera je relativné
snadno péstovanad a dosahuje dobrych vynost nutricné hodnotnych hliz na malé ploSe pudy
ve srovnani S ostatnimi péstovanymi plodinami a to pii moznosti péstovani ve velice rozdilnych
podnebnich podminkéch na celém svéte.

Konzumni odridy bramboru se primarné pouzivaji pro ptimy konzum a zpracovavaji se
I na predsmazené zmrazené, suSené, chlazené, sterilované a blanSirované bramborové
polotovary Tyto polotovary maji obvykle podstatné vyssi ptidanou energetickou hodnotou a
vétsinou obsahuji 1 celou fadu aditiv jako napt. rizna barviva, konzervanty a stabilizatory.
Cetné odriidy jsou cenéné diky optimalnimu poméru $krobu, vlakniny, bilkovin, mineralnich
latek a vitamin.

Z odrdd brambor urcenych pro vyrobu bramborového Skrobu se V riiznych
prumyslovych odvétvich produkuje piedev§im Skrob a lih. Od Cervence roku 2012 piestala
platit pravidla spole¢né organizace trhu se skrobem, vyrobni kvéty stanovené v EU a tedy
I minimalni vykupni cena brambor, ktera je od 1. dubna 2015 kompenzovana formou zvlastni
podpory na brambory pro vyrobu Skrobu poskytovanou SZIF (Statni zemédélsky a intervenéni
fond) podle nafizeni vlady ¢. 50/2015 Sb. o stanoveni nékterych podminek poskytovani
ptimych plateb zemédélctim na produkci brambor konzumnich a brambor na vyrobu Skrobu (se
zménami tohoto nafizeni Naiizenim vlady ¢. 61/2016 Sb.) (Sbirka zakonti Ceska republika,
2015).

V roce 2014 byla primérna Skrobnatost o 1,2 % niZ8i nez v roce 2013, nicméné byla
kompenzovana velmi dobrou sklizni brambor pro vyrobu bramborového Skrobu, kdy byl v roce
2014 pramérny vynos $krobu 7,7 t/ha a v roce 2013 5,8 t/ha. V roce 2013 doslo ke zvySeni
produkéni plochy (o 685 ha) z divodu zvyseni zdjmu Ceskych zemédélcti 0 péstovani této
komodity.

V Ceské republice se zabyvaji vyrobou $krobu pouze dva producenti — LYCKEBY
AMYLEX, a.s. Horazd'ovice a Skrobarny Pelhimov, a.s. (statistika vyroby bramborového
skrobu v CR viz tabulka 2) a soudasné je neustale zvy$ovan podil na Eeském trhu s bramborami
pro vyrobu $krobu rakouskou firmou Agrana Gmiind.

Tabulka 2: Statistika vyroby bramborového skrobu v Ceské republice v roce 2014 (Zizka, 2015)

Firma Osazené | Kontrahovano | Primérny MnoZzstvi Mnozstvi Primérna

plochy brambor [t] vynos zpracovanych | nakoupeného | Skrobnatost
[ha] brambor brambor [t] Skrobu * [t] [%]
[t/ha]

Skrobarny 1573 52 379 40,3 63 371 12 635 17,0

Pelhiimov,

a.S.

LYCKEBY 2 253 83 953 40,5 91 350 18 313 17,1

AMYLEX,

a.s. **

Celkem 3 826 136 332 40,4 154 721 30 948 17,1

* nakoupeny = vyrobeny Skrob podle pravidel EU,
** LYCKEBY AMYLEX, a.s. nakupuje brambory pro vyrobu $krobu na tizemi CR a v Némecku. V této tabulce
je uvedeny nakup brambor celkem.

2.1.2 Piivod bramboru, ptivodni genotypy a Slechténi novych odriid s vyuZzitim
primitivnich genotypt

Brambory byly piivodné€ péstovany v Andach na izemi dnesniho Chile, Peru a Bolivie a do
Evropy se dostaly v druhé poloviné 16. stoleti, kde se péstovaly az do poloviny 17. stoleti jako
okrasné rostliny, zvlastnosti botanickych zahrad (Vokal et al., 2013). Vzhledem k rozdilnym
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podminkdm prostfedi domoviny brambor ziskaly plvodni genotypy vysokou odolnost
k extrémnim podminkam a vyvinula se u nich také rezistence k celé fadé skudca a chorob a
Z téchto divodu jsou piivodni genotypy pouzivany ve Slechténi novych odrid kulturniho
bramboru.

Taxonomie primitivnich druht bramboru je zna¢né komplikovand a stdle dochazi
ke zménam v jejim uspofadani (Bradshaw and Ramsey, 2009). Hlizy vytvaiejici rostliny rodu
Solanum byly domestikovany piiblizné¢ pied 7000 lety (Simmonds, 1995) a daly vzniknout
diploidnimu druhu S. stenotomum, od kterého se dale odvozovaly dalsi kulturni druhy vcetné
tetraploidt S. tuberosum ssp. andigena a S. tuberosum ssp. tuberosum a diploida S. phureja
(Hawkes, 1990). Spooner a Hijmans (2001) uvadi ve své praci 6 kulturnich druhti a 206 dalSich
druhti bramboru, které jsou nazyvany wild potatoes, nebo také primitivni druhy, z nichz se
nekteré v oblasti pivodniho vyskytu stale pestuji, v nasich podminkach uréenych pro péstovani
béznych odrid brambor v§ak nedosahuji ani zdaleka takovych vynost, jako je tomu v jejich
svitu.

Brambor hliznaty je teoreticky mozné rozmnozovat a udrzovat dvéma zplsoby —
generativné a vegetativné, prakticky ovSem moznosti rozmnozovani vyplyvaji z tetrasomické
dédicnosti kulturnich odriid bramboru, ktera se projevuje znacnou promeénlivosti znakl a
vlastnosti potomkt semennych generaci ze samoopyleni a zdmérného kiizeni. Z tohoto divodu
jsou tetraploidni druhy S. tuberosum rozmnozovany pouze vegetativné hlizami a timto
zpusobem mohou byt i udrzovany. Generativni zptisob mnoZzeni je nezbytny v novoslechténi
bramboru, aby doSlo v semenné populaci k projevu kombinace vlastnosti rodi¢ovskych
partnerd. DalSi rozmnozovani vegetativnim zplisobem probihd po podchyceni jedinci se
zaddoucimi vlastnostmi a diky tomu dochazi k eliminaci heterozygotnosti a zachovavani
vlastnosti F1 generace (Horackova, Domkarova, 2005).

Ve Vyzkumném ustavu bramboraiském Havlickiiv Brod s.r.o., ma prace s genofondy
nepfetrzitou tradici jiz od roku 1952 a v bance in vitro je dlouhodobé uchovavano 2439 vzorkd,
které reprezentuje 1258 odrud S. tuberosum, 478 tetraploidnich kiizenc S. tuberosum,
271 dihaploidt, 313 genotypti od 5 kulturnich a 23 planych druhd a 119 mezidruhovych
hybridi rodu Solanum. Jednostranna proslechténost kulturniho druhu S. tuberosum vyzaduje
vyuzivani planych druhti uchovavanych v genové bance in vitro, jedna se o druhy S. acaule,
S. bulbocastanum, S. demissum, S. chacoense, S. spegazzinii, S. stoloniferum, S. vernei, dale
0 piilezitostné vyuziti S. microdontum, S. sparsipilum, S.verrucosum., S. phureja, S. tuberosum
subsp. andigena, S. commersonii a S. maglia (Domkarova, Horackova, 2013). Ve vétsi mife se
uchovavani kolekci bramboru prostiednictvim in vitro kultury zacalo celosvétové vyuzivat po
roce 1970 a to hlavné z fytopatologickych diivodi, nebot” diky tomuto postupu byla umoznéna
zachrana materidlli zamofenych virovymi chorobami a zaroven se umoZnilo i1 dosaZeni
genovych zdroji (Horackova, Domkafova, 2005). Slechténi novych odrad s vyuZitim
primitivnich druhti s pozadovanymi vlastnostmi se provadi jak fuzi protoplastii u vzdalenych,
obtizné ktizitelnych druht, tak klasickou mezidruhovou hybridizaci a vyvinuti jediné odridy
metodou tradi¢éniho §lechténi miZe trvat az 15 let. Slechtitelé vybiraji rodie a rodiGovské
kombinace s vynikajicimi hospodaiskymi vlastnostmi pro urcity $lechtitelsky cil, dale se
pouziva materidl s vyS$$i odolnosti vic¢i biotickym a abiotickym stresim (Domkéfova,
Horackova, 2013). Nekolik piikladii vyuZivanych vlastnosti primitivnich druhti je uvedeno
v tabulce 2.
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Tabulka 4: Vyuzivané plané a primitivni druhy Solanum ve slechténi (Domkdrova, Horackova,
2013, Vokdl et al., 2013).

Vyuzivané vlastnosti
Zvysovani obsahu Odolnost proti
Druh Susiny | Bilkovin | Mrazu Plisni Virovym Rakovin¢
30-37% | 4-6% az - bramboru na | chorobam bramboru
7°C nati bramboru | (Synchytrium
(Phytophthora endobioticum)
infestans)
S. acaule ano ne ano ne ano ne
S. demissum ano ano ano ano ano ano
S. phureja ne ano ano ne ano ne
S. vernei ne ne ne ano ne ano
S. venturii ano

Drziteli Slechtitelskych prav k odridam zajiSt'uje ochrana prav vyluéné pravo k vyuzivani
chranéné odridy (tj. vyroba nebo mnozeni, uprava za uc¢elem mnozeni, nabizeni k prodeji,
prodej nebo jiné uvadéni do obchu, vyvoz, dovoz, skladovani pro néktery z téchto ucelir).
V soucasné dobé je ve Statni odriidové knize Ceské republiky zapsano 136 odrd, z nichz je
31 odrid velmi ranych, 41 odrad ranych, 42 odrtd poloranych a 22 odrid polopozdnich az
pozdnich. V roce 2015 bylo registrovano pét novych odrid bramboru (jedna velmi rana odrida
pro piimy konzum, varny typ B — Karo; dvé rané odriidy pro piimy konzum, varny typ B
Jasmina a varny typ BC Valmont; dvé odridy uréené pro vyrobu Skrobu - polorana odrida
Regent a pozdni odriida Sarion) (Cermék, 2015).

Dle informaci uvedenych ve Spole¢ném katalogu odriid druhd zemédélskych rostlin, (EUR-
LEX, 2015) bylo v zemich Evropské unie zapsano celkem 1623 odrud (k 4. 12. 2015), jejichz
sadbu je mozné uvadét do ob&hu i na tizemi CR.

V roce 2016 uvadél Internation Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applications
(ISAAA, 2016) celkem 45 geneticky modifikovanych odrid bramboru, z nichz bylo 27 odrud
vySlechténo na rezistenci k chorobam, 4 odridy na rezistenci k herbicidim, 30 odrad
k rezistenci proti napadeni hmyzem, 15 odrad k rezistenci vic¢i virim a 1 odrtda k rezistenci
vici vyznamnému pavodci plisni bramboru (Phytophthora infestans) - (nékteré odrady spadaji
diky kombinaci resistenci do vice skupin).

2.2 Sekundarni produkty vznikajici pfi zpracovani brambor pri vyrobé Skrobu

Béhem technologického procesu zpracovani brambor pro vyrobu Skrobu vznikaji
sekundarni produkty (tabulka 3), které je mozné alespon ¢aste¢né jesté dale zpracovat, vyuzit
jejich zbyvajici potencidl a snizit tak ekologickou zatéz (spotieba elektrické energie a vody).
V soudasné dobé se druhotné produkty vznikajici pii vyrobé skrobu v Ceské republice dale
pouzivaji jako ne pfiliS hodnotné krmivo hospodaiskych zvifat (ve formé susené¢ho
koncentratu), zdroj organickych latek pro vyrobu bioplynu ¢i jako hnojivo nékterych
zemédélskych plodin a pii jejich uplatnéni nedochdzi k plnohodnotnému vyuziti vS§ech cennych
komponent.
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Tabulka 3: Produkce sekunddrnich produktii pri vyrobé skrobu, prevzato z Pastorek, Kara

(2003).
Vyprodukovany Vyrobni sezona
material Srpen Zari fijen listopad prosinec
Zpracovanc 745035 | 2346206 | 2624580 | 2432302 | 740517
brambory [t]
Zdrtky [t] 1 656,00 5214,00 5832,00 5 405,00 1 646,00
Hlizova voda [m°] 5 588,00 17 597,00 | 19 684,00 18 242,00 5 554,00

2.2.1 Hlizova voda

Hlizova voda, v anglickém jazyce se pouziva vyraz potato fruit juice (PFJ), se sklada
z vodorozpustné susiny bramborovych hliz a vody a vznika po rozdrceni hliz brambor na
struhaku na tzv. tfenku, ktera je, obvykle pisobenim odstfedivé sily, rozdélena na tuhou cast
(tfenka) a tekutou Cast - hlizovou vodu. Slozeni hlizové vody zélezi predevsim na odrtidové
kompozici zpracovavaného materialu, vlivu podminek a technologii péstovani (primérné
slozeni hlizové vody je uvedeno v tabulce 4).

V hlizové vod¢ je obsazeno primérné asi 4,9 % susiny (Barta, Bartova, 2007), hodnota
pH se pohybuje v rozmezi 5,6 — 6,0 (van Koningsveld, 2001) a je uvadéno, ze z jedné tuny
brambor Ize vyprodukovat asi 650 — 750 litrti hlizové vody (Straetkvern et al., 1999).

Tabulka 4. Priimeérné slozZeni hlizové vody (suSina), prevzato z van Koningsveld (2001).

Latka Koncentrace v PFJ (g/l) % susiny
(min.-max.)

Bilkoviny (N x 6,25) 13,4 (8,5-22,2) 26,8
Peptidy (N x 6,25) 2,2 (15-3]1) 4,4
Aminokyseliny a amidy 48 (3,3-7,8) 9,6
(N x 6,25)
Dalsi latky obsahujici dusik 0,9 1,8
Sacharidy 7,9 (3,0-24)9) 15,8
Tuky 1,1 2,2
Citronova kyselina 50 (2,0-12,0) 10,0
Askorbova kyselina 0,3 (0,1-0,6) 0,6
Dalsi organické kyseliny 1,3 (0,7-5,4) 2,6
(jable¢na, pyrrolidon karboxylova
kyselina)
Chlorogenova kyselina 0,2 (0,1-0,5) 0,4
Kavova kyselina 0,07 (0,03-0,3) 0,1
Draslik 56 (3,9-7,3) 11,2
Fosfor 0,5 (0,2-0,9) 1,0
Dalsi latky 5,0 10,1

Soucésti hlizové vody jsou dusikaté latky (bilkoviny, peptidy a volné aminokyseliny),
jejichz obsah dohromady tvoii téméf 40 % suSiny a jsou tak nejvyznamnéjsi slozkou suSiny
hlizové vody. Z volnych aminokyselin je zastoupen glutamin, glutamova kyselina, asparagin a
y-aminomaselna kyselina, které nejsou soucasti bilkovinnych molekul a slouZzi jako zasobni
dusikaté latky v hlizach bramboru (Plieger, 1986). Sacharidy jsou v hlizové vod¢ zastoupeny
redukujicimi cukry D-glukozou a D-fruktéozou a neredukujicim disacharidem sachardzou,
lipidy tvofi v hlizové vodeé celkem 2,2 % susiny a jsou zastoupeny mastnymi kyselinami (30 %),
tuky (30 %) a fosfolipidy (40 %) (Lisinska, Leszczynski, 1989). Pii zpracovani brambor
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prechazi do hlizové vody i glykoalkaloidy, skupina steroidnich glykosidl, z nichz maji
Vv hlizach bramboru nejvétsi zastoupeni o-solanin a a-chaconine, fenolové latky (kavova
kyselina a chlorogenova kyselina), u nichz je znama schopnost vazat se na proteiny a vyznamné
zastoupeni ma v hlizové vodé 1 draslik, jehoZ obsah v susiné tvoti az 11 % (van Koningsveld,
2001).

V poslednich letech se bilkoviny brambor dostali do poptedi zdjmu mnoha podnikti na
celém svété zabyvajicich se zpracovanim brambor. Mezi nejvyznamnéjsi producenty patii
napt. nizozemské spole¢nosti Avebe, Meelunie B. V. a Royal Ingredients Group, nejvétsi
némecky producent Emsland Group a némecka spole¢nost Siidstairke GmbH, danské firmy
AKYV Langholt a KMC a finska firma Finnamyl Oy, soucast koncernu CIBA (Raisio). V Norsku
se zabyva produkci bramborového proteinu spolu s produkci skrobu spole¢nost Hoff Norske
PotetIndustrier, ve Francii spole¢nosti Roquette a Tereos Syral, v Polsku se jedna o Zaktady
Przemyshu Ziemniaczanego w Pile ZETPEZET Sp. Z 0. 0. V USA pak napf. spole¢nost Idaho
Frank Associates / Lutosa North America, ktera se zabyva zpracovanim brambor na $krob,
nativni bramborovy protein, dehydrované bramborové produkty, mrazené bramborové
hranolky a bramborové speciality (Anonym 1, 2016).

Dutivody z&jmu téchto spolecnosti o bilkoviny ziskané z hlizové vody prameni z potieby
maximalné vyuzit sekundarni produkty, snizit tak ekonomickou a ekologickou z4téz, a vyuzit
vyznamnych zajimavych funkcnich vlastnosti téchto bilkovin. Pozornost zpracovatelskych
z&vodu je na tyto sekundarni produkty zmétena i proto, Ze Se mnozstvi téchto cennych bilkovin
Vv susing hlizové vody v priméru pohybuje kolem 27 % (viz tabulka 4), jejichz idealni izolace
V nativnim stavu je pfedmétem rtiznych studii (van Koningsveld et al., 2001a; Bartova, Barta,
2009; Sreetkvern, Schwarz, 2012; Waglay et al., 2014) a pfi izolaci napf. inhibitord proteas
V nativnim stavu se odhaduje jejich cena na 100 €/kg, coZ je asi stondsobné zvySeni trzni
hodnoty v soucasné dobé obchodovanych denaturovanych inhibitord proteas (Schoenbeck
et al., 2013).

2.2.2 Zdrtky

Zdrtky jsou tak jako hlizova voda soucasti vyrobniho procesu skrobu z brambor, jedna
se o vyluhované zbytky tfenky, které nejcastéji nachazeji uplatnéni jako soucast krmiva pro
dobytek, substrat pro péstovani hub ¢i ve vyrobé kosmetiky. Zbytek vyprodukovaného
materialu je pouZito jako pudni hnojivo, akoliv se miiZe jednat o nevhodny zptisob aplikace,
protoze vzhledem k vysokému obsahu mineralnich soli ve zdrtcich mize dochazet k zasolovani
pudy a vody (Mayer a Hillebrandt, 1997). Slozeni zdrtkli z&visi na odriidovém sloZeni
zpracovavaného materialu (primérné slozeni bramborovych zdrtkd je uvedeno v tabulce 5).

Tabulka 5: Slozeni béznych bramborovych zdrtkii, prevzato z Mayer a Hillebrandt, (1997).

Latka Obsah v Cerstvé hmot¢ zdrtkt Obsah v susing (%)
(%)

Susina 13,0 -

Celkové organické latky 12,5 96
Popeloviny 0,5 4
Skrob 4,9 37
Celuloza 2,2 17
Hemiceluloza 1,8 14
Pektin 2,2 17
Vléknina (neurcend) 0,9 7

Bilkoviny, aminokyseliny 0,5 4
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Zdrtky maji viskozni strukturu a vykazuji vlastnosti podobné koloidnim latkdm a i po
odstranéni zbytkové hlizové vody mohou stéle obsahovat az 95 % vody, diky cemuz se stavaji
zivnou pudou pro mikroorganismy, zejména bakterie, coz vede k rychlé degradaci materidlu za
vzniku organickych kyselin projevujici se silnym zapachem (Kempf, 1980). Nejvetsi
zastoupeni v susiné bramborovych zdrtkii mé zbytkovy skrob (37 % suSiny), ktery je vhodné
odstranit pro zvySeni vytéznosti bilkovin pted jejich samotnou izolaci (Waglay et al., 2016).

2.3. Hlizové bilkoviny

Chemické slozeni hliz bramboru a s nim spojena kvalita se méni v pribéhu péstovani
diky podminkam prostiedi. Nejvétsi roli hraje geneticky pivod odrid, jako dalsi vlivy jsou
uvadény aplikace dusikatych hnojiv, vlivy rocniku, stanovisté, zplsob péstovani a
skladovani a stav hliz (Barta, Bartovd, 2007) ma a starnuti béhem poskliziiového
skladovani. Tabulka 6 uvadi primérné latkové slozeni hliz bramboru dle Bradshaw,
Ramsay (2009) a Barta (2009).

Tabulka 6: Priimeérné latkové slozeni hliz bramboru (Bradshaw, Ramsay 2009, Barta, 2009).

Latka Obsah v ¢erstvé hmoté
Voda 72-85%
SuSina 15-28%
Skrob 12,6 - 18,2 %
Dusikaté latky 2%
Bilkoviny 06-21%
Tuky 0,075-0,2 %
Vlaknina 1-2%
Cukry 0,5 %
Vitamin C 8 -54 mg/100 g
Glykoalkaloidy <20 mg/100 g

V susing hliz bramboru je obsazeno 3,5 % az 23 % hrubych bilkovin (N x 6,25), z nichZ
se samy bilkoviny pohybuji v rozpéti od 35 % do 75 % v zavislosti na odriid¢ a podminkach
prostfedi (Barta, Bartova, 2007).

Lehesranta et al. (2006) provedli jedine¢nou studii ucelenych zmén proteomu v prubéhu
zivotniho cyklu hliz bramboru a celkem 150 identifikovanych bilkovin vykazovalo velmi
vyrazné¢ rozdily v mnozstvi v konkrétnich féazich zivotniho cyklu hliz a u dalSich
50 identifikovanych bilkovin byly zjist€ény mensi zmény v jejich mnoZstvi. Vyvojovy proces
hliz byl charakterizovan akumulaci hlavni zasobni bilkoviny patatinu a jeho isoforem a enzymu
podilejicich se na obrannych reakcich vii¢i onemocnéni. Enzymy podilejici se na metabolismu
sacharidi a bilkovin a zpracovani energie byly spojeny s vyvojem hliz a sniZily se v priibéhu
jejich zrani.

I kdyZ nejsou brambory primarné povazovany za plodiny s vysokym obsahem bilkovin,
povazuji se bilkoviny v nich obsaZené za velice kvalitni diky vysokému podilu esencidlnich
aminokyselin a to zvlasté lysinu, metioninu, treoninu a tryptofanu (viz tabulka 7), které jsou
svou kvalitou srovnatelné s vajeénymi bilkovinami. Diky pokro¢ilym metodadm izolace téchto
bilkovin se oteviraji dal§i moZnosti jejich vyuZivani jako produktii s pfidanou hodnotou.
Nékteré skupiny izolovanych bilkovin a peptidi hliz brambor disponuji zajimavymi
vlastnostmi, jako jsou napf. antifungalni, antibakterialni ¢i antiinsekticidni aktivity a mohou tak
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byt cenné v piipadé pouziti jako nahrady za antibiotika diky jejich bezpecnosti ¢i vlastnosti
termorezistence izolovanych skupin bilkovin a peptida.

Bramborové bilkoviny maji ve srovnani s ostatnimi rostlinnymi bilkovinami vysokou
nutriéni hodnotu a to pfedevsim diky jejich aminokyselinovému slozeni s relativné vysokym
obsahem lysinu (7,5 %) (Pouvreau, 2004), nejvétsi zastoupeni maji kyseliny asparagova a
glutamova.

Tabulka 7: Obsah aminokyselin v cerstvych hlizach bramboru (100 g) (National Nutrient
Database for Standard Reference, USDA, 2016).

Nazev aminokyseliny Obsah aminokyselin [mg] ve 100 g
syrovych brambor se slupkou

Esencialni aminokyseliny

Lysin 162
Valin 152
Arginin 159
Leucin 161
Fenylalanin 117
Treonin 95
Isoleucin 96
Tyrosin 94
Histidin 56
Metionin 44
Cystein 44
Tryptofan 24
Neesencialni aminokyseliny

Asparagova kyselina 609
Glutamova kyselina 491
Serin 120
Alanin 111
Prolin 101
Glycin 90

Dle prace Pots (1999) byly hlizové bilkoviny rozdéleny podle molekulové hmotnosti pfi
elektroforetické separaci na 1-DE polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE) do tfi tiid (tabulka 8).

Tabulka 8: Déleni hlizovych bilkovin podle molekulové hmotnosti (Pots, 1999).

Skupina Molekulova Podil v celkovém Funkce v hlizach
hmotnost mnozstvi vsech
extrahovatelnych
bilkovin
Inhibitory 3-25 kDa 20-30 % Obranna
proteas
Patatin kolem 43 kDa 20-60 % Zasobni, enzymaticka, obranna
Ostatni 45-600 kDa 20-30 % Obrannd, enzymaticka
bilkoviny

Udaje o podilu jednotlivych skupin extrahovanych bilkovin z hliz bramboru se mezi
autory lisi, napt. Pouvreau (2004) ve své praci uvadi, Ze inhibitory proteas reprezentuji az 50 %
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z celkového obsahu bilkovin V hlizové §téavé odridy Elkana. Tyto rozdily mohou byt
zaptiCinény pouzitim odliSnych odrid, zptisobem zpracovani rostlinného materialu
(odstranénim slupky hliz ptfed zpracovanim), rozdily v technologii pifipravy hlizové vody
(mixovani ¢i lisovani hliz) ¢i metodou stanoveni koncentrace bilkovin (Lowryho metoda;
pfepoctem pies koeficient ze stanoveni obsahu dusikatych latek Kjeldahlovou metodou, ¢i

spektrometrické metody, atd.).

2.3.1. Bilkoviny patatinového komplexu

Bilkoviny patatinového komplexu jsou skupinou glykoproteintl, ktera se nevyskytuje
pouze V zasobnich organech bramboru, tedy v hlizach, ale byla popsana i v dalSich organech,
které se za zasobni nepovazuji, napt. ve stolonech, kotenech a kvétech (Hofgen, Willmitzer,
1990). Bilkoviny patatinového komplexu byly zafazeny do téidy globulinovych bilkovin, které
byly nazvany jako ,,tuberin“ (Osborne, Campbell, 1896). Nasledné byl v praci autorti Racusen,
Foote (1980) piedstaven glykoprotein o molekulové hmotnosti kolem 45 kDa, ktery
predstavoval asi 20 % celkovych rozpustnych bramborovych bilkovin a byl pro néj navrzen
trivialni nazev ,,patatin®.

Prvni mySlenka, ze by patatin mohl vykazovat enzymové aktivity, byla uvefejnéna
ve studii Galliard (1971), ktery izoloval enzym z hliz bramboru katalyzujici deacylaci fady
lipidovych substrati (mono- a diacylphospoholipdy, galactosyl diglyceridy, mono-
a diglyceridy) a nasledujici studie (Racusen, 1984) prokézala, ze izolovanym enzymem byl
praveé patatin, ktery prokazoval lipid acyl hydrolasovou aktivitu. V nasledujicich letech byla
Racusenem (1986) prokéazana esterasova aktivita patatinu na celé fadé dalSich substrati. Dalsi
aktivity, které patatin vykazuje, jsou fosfolipasova a B-1,3-glukanasovd, z nichz pravé p-1,3-
glukanasova aktivita pravdépodobné hraje duleZitou roli v obran¢ proti houbovym patogeniim
narusenim [-1,3-glukanii v bunécnych sténach hyf a také byla pozorovana inhibice riistu larev
bazlivce kukufi¢ného, Diabrotica spp., pii specialni dieté téchto larev (Shewry, Lucas, 1997) a
patatin tak v sob¢€ nese zajimavy potencial v podob¢ antimikrobialnich a insekticidnich aktivit.

Jsou znamé i studie zabyvajici se alergickymi reakcemi dospélych lidi a déti na
konzumaci nebo kontakt ktize se syrovymi bramborami (Majamaa et al., 2001; Seppéla et al.
1999). Patatin tedy mize byt vyuzit i jako vhodny indikatore pro stanoveni zvySené citlivosti
na brambory pfi podezieni na tzv. zkiizené reaktivity (Schmidt et al. 2002). V praci Koppelman
etal. (2002) bylo potvrzeno, Ze tepelné zpracovani brambor vede ke snizeni miry alergie, které
je spiSe zpusobeno shlukovanim patatinu s ostatnimi hlizovymi bilkovinami nez denaturaci
samotného patatinu. Struktura patatinu je taktéz naruSena v prostifedni s hodnotou pH nizsi nez
5 a pfii tepelném zpracovani dochézi k rozbaleni molekuly patatinu, které je témet nevratné a
dochazi k Gplné ztraté enzymatické aktivity (Pots, 1999).

Vysledky studii ukazaly, ze vlastnosti patatinu je mozné uspéSné vyuzit
I V potravinafstvi, napf. jeho schopnost vazat fenolické slouceniny a stat se tak vhodnou
alternativou k zivoc¢isnym bilkovinam pro cifeni ¢ervenych vin (Gambuti et al., 2012), ¢i
schopnost tvorby stabilnich pén a emulzi, kterd mize v optimalnich podminkach dosédhnout
urovné vaje¢ného standardu (Ralet, Guéguen, 2001).

2.3.2. Inhibitory proteas

Inhibitory proteas (PIs) jsou heterogenni skupinou bilkovin, ktera se bézné vyskytuje
Vv celé fad¢é organismii od mikroorganismd, rostliny az po zivocichy (Habib, Fazili, 2007;
Valueva, Mosolov, 2004; Supuran et al., 2002). Inhibitory proteas piedstavuji rozsahlou a
sloZitou skupinu bilkovin, které jsou schopny tvofit komplexy s proteasami, které nasledkem
této reakce ztraci svou aktivitu. Pfirozené se vyskytujici proteolytické enzymy katalyzuji
Stépeni molekuly bilkoviny na mensi fetézce v mistech peptidovych vazeb az na jednotlivé
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aminokyseliny. Proteolyza je kli¢ovy proces vsech zivych organismi a je tak nezbytna jejich
regulace (Pouvreau, 2004; Hraska et al., 2006, Turk et al., 2012).

Inhibitory proteas byly podle prace Jongsma (1995) klasifikovany na principu aktivniho
mista, které v protease inhibuji a to na serinové, cysteinove, aspartatové a metalloproteasové.
Nékteré bilkoviny inhibuji 1 vice, nez jednu proteasu (napi. potato Kunitz protease inhibitors)
a proto se pouziva nov¢jsi déleni dle prace Pouvreau (2004) do sedmi skupin podle molekulové
hmotnosti, poctu disulfidickych mustkt, struktury molekul (monomerni nebo multimerni) a
isoelektrického bodu. Na zakladé téchto udaju jsou inhibitory proteas fazeny do jednotlivych

tiid (tabulka 9).

Tabulka 9: Klasifikace rostlinnych inhibitorii proteas do sedmi skupin dle Pouvreau (2004).

Nazev IPs

Molekulova
hmotnost [kDa]

Rozmezi pH
isoelektrického
bodu

Popis skupiny

Potato Inhibitor |
(P1-1)

7,7-1,9

5,1-7,8

Skupina serinovych inhibitora
S pentamerni strukturou.

V hlizové staveé brambor
odridy Elkana dosahuje 4,5 %
Z celkového obsahu bilkovin,
které jsou zastoupeny tiemi
isoformami.

Potato Inhibitor 11
(P1-2)

20,7

5,5-6,9

Skupina serinovych inhibitorti
proteas s dimerni strukturou.
V hlizové staveé brambor
odridy Elkana dosahuje 22 %
z celkového obsahu bilkovin,
které jsou zastoupeny sedmi
isoformami.

Potato Aspartate
Protease Inhibitors
(PAPI)

19,9-22,0

6,2-8,7

Skupina inhibitort
aspartatovych proteas s
monomerni strukturou.

V hlizové §taveé brambor
odridy Elkana dosahuje 6 %
z celkového obsahu bilkovin,
které jsou zastoupeny Sesti
isoformami.

Potato Cystein
Protease Inhibitor

(PCPI)

20,1-22,8

5,8->9

Skupina inhibitora cysteinovych
proteas s monomerni strukturou.
V hlizové §taveé brambor
odridy Elkana dosahuje 12 %

zZ celkového obsahu bilkovin,
které jsou zastoupeny osmi
isoformami.

Potato Kunitz
Protease Inhibitors
(PKPI)

20,2

8,0->9

Skupina inhibitord serinovych
proteas s monomerni strukturou.
V hlizové §taveé brambor odridy
Elkana  dosahuje 4 %
Z celkového obsahu bilkovin,
které jsou zastoupeny dvéma
isoformami.
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Other Serine 21 (dimerni 8,8 (dimerni Skupina inhibitora serinovych

Protease Inhibitors | struktura) struktura) proteas zastoupena dvéma
(OSPI) isoformami - s dimerni
21,8 7,5 (monomerni | strukturou molekuly a
(monomerni struktura) isoformou s monomerni
struktura) strukturou. V hlizové stavé
brambor odriildy Elkana

dosahuji tyto dv¢ isoformy
spole¢né 1,5 % z celkového
obsahu bilkovin.

Potato 4,3 4,6-6,5 Skupina inhibitort
Carboxypeptidase metaloprotedz s monomerni
Inhibitors strukturou molekuly. V hlizové
(PCI) §taveé brambor odriidy Elkana

dosahuje asi 0,9 % z celkového
obsahu bilkovin, které jsou
zastoupeny jednou isoformou.

Do skupiny inhibitord serinovych proteas pfitomnych v hlizach brambor je zahrnovan
PI-1, ktery byl poprvé popsan v praci autord Ryan, Balls (1962). PI-1 je pentamerni protein
s molekulovou hmotnosti 40 — 45 kDa (Melville, Ryan, 1972). Kazda podjednotka (8 kDa) ma
jeden disulfidicky (S-S) miistek a jsou to inhibitory vykazujici inhibi¢ni aktivity vi¢i enzymim
trypsinu a a-chymotrypsinu s mnohem mensi afinitou k trypsinu (Pouvreau, 2004). Dal§im
inhibitorem tazenym do této skupiny je PI-2, ktery byl izolovan i z rajcete jedlého (Taylor et
al., 1993). PI-2 je dimericka bilkovina s molekulovou hmotnosti 22 kDa obsahujici v jedné
podjednotce 16 cysteinovych zbytkid, ze kterych pouze 6 tvofi intramolekuldrni disulfické
mustky. PI-2 vykazuje inhibi¢ni aktivitu vii€i trypsinu, a-chymotrypsinu a elastaze (Pouvreau,
2004). PKPI patti do velké skupiny bilkovin, které jsou ve vétsing ptipadt monomerické, byly
ale popsany i zastupci této skupiny, jejichz podjednotky jsou spojeny disulfidickym mustkem
(Richardson, 1991). PKPI jsou bilkoviny se strukturou ze 170-190 aminokyselin, které obvykle
maji 4 cysteinové zbytky, které spojuji 2 disulfidické mustky. PKPI maji obvykle jedno aktivni
misto (Richardson, 1991), ale byly popsany 1 PKPI se dvéma aktivnimi misty (Pouvreau, 2004).
Specifita této skupiny inhibitorl je zaloZena na umisténi aminokyseliny v pozici P1, takze se
inhibitory chovaji jako pseudo-substrat (Sweet et al., 1974). V praci Shah et al. (2016) byla
izolovana bilkovina se dvéma fetézci 15 kDa a 5 kDa, podobna s Kunitz-type inhibitoru
serinovych proteas (na zaklad€ analyzy MALDI-TOF/MS). Tato bilkovina byla nazvana PotHg
a kromé¢ inhibice trypsinu vykazovala i aktivitu podobnou inhibi¢ni aktivit¢ lektinu
(hemaglutinace).

Inhibitory cysteinovych proteas, nékdy nazyvané také jako ,,Cystatin superfamily*, se
nachazi predevsim v rostlinach, ale jsou ptitomny i v télech savct (Barret, 1987). V rostlinach
Solanaceae byly popsany inhibitory fazené do tzv. Multicystatin family a Kunitz-type family.
Inhibitory v Kunitz-type family vykazuji podobnost s PKPI, napf. bramborovy inhibitor
cysteinovych proteas (Krizaj et al., 1993), inhibuji papain a nékdy také i trypsin. Inhibitorem
v Multicystatin family vyskytujicim se v hlizach bramboru je napf. multicystatin, bilkovina
s molekulovou hmotnosti 85 kDa (Walsh, Strickland, 1993).

Vyskyt inhibitort aspartatovych proteas je na rozdil od aspartatovych proteas relativné
vzacna. Nejvice jsou tyto inhibitory prozkoumany praveé u zastupcu ¢eledi Solanaceae (Mares
et al., 1989). Do této skupiny jsou fazeny inhibitory proteas S molekulovou hmotnosti
20 — 22 kDa a dvéma disulfidickymi mustky, které ukazuji sekvenéni homologii s inhibitorem
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Kunitzova typu. VSechny z nich jsou inhibitory aktivity katepsinu D a v nékterych piipadech
i trypsinu (Pouvreau, 2004).

Ctvrtou skupinou jsou inhibitory metaloproteaz, jejichZ nejprozkoumangj$im zastupcem
je inhibitor carboxypeptidazy (PCI) izolovany z bramboru hliznatého (Haas et al., 1975; Molina
etal., 1994). PCI je mala bilkovinna molekula skladajici se z 38-39 aminokyselinovych zbytk,
které maji 3 disulfidické mustky a jsou znamé pro svou velkou teplotni odolnost (Huang et al.,
1981). V praci Lufrano et al. (2015) je popsan inhibitor metaloprotedz s nazvem imaPCI
izolovany z hliz Solanum tuberosum, subsp. andigenum cv. Imilla morada, ktery vykazuje 89%
homologii primarnich sekvenci s PCI (lisi se ve 4 z 39 aminokyselinovych zbytk).

2.3.3. Ostatni hlizové bilkoviny

Mezi ostatni hlizové bilkoviny jsou fazeny takové bilkovin hliz bramboru, které

nedisponuji vlastnostmi bilkovin patatinového komplexu, ani je nelze zaradit k inhibitorim
proteas. Jedna se predevsim o bilkoviny s vys$§i molekulovou hmotnosti, kterymi jsou lektiny a
polyfenoloxidasy, proteinkinasy a fosforylasy tvofici asi 10 % bilkovin izolovanych
z prumyslové hlizové vody (Schoenbeck et al., 2013).
Z této skupiny bilkovin je asi nejprozkoumangjsi lektin, bilkovina o molekulové hmotnosti
100 kDa, ktery je charakterizovan jako glykoprotein vazajici se na chitin, hrajici svou roli
V obranném mechanismu rostlin a majici schopnost zptisobovat aglutinaci ¢ervenych krvinek
(Allen et al., 1978). Polyfenoloxidasy jsou enzymy o molekulové hmotnosti 60 a 69 kDa
zodpovédné za hnédnuti duzniny hliz brambor (Kim et al., 2011). Proteinkinasy (140 kDa) jsou
skupinou enzymi, které katalyzuji ptenos fosfdtu z ATP na nékteré aminokyseliny
Vv bilkovinach a jsou tak napf. soucasti systému kontroly bunécného cyklu (Scarpitta, Canavesi,
Jegorov, 2011). Fosforylasy (180-600 kDa) se podileji na syntéze Skrobu (Green, Stumpf,
1942).

2.4. Funkce a vlastnosti inhibitora proteas v rostlinach

Inhibitory proteas maji klicovy vyznam pii regulaci enzymatickych pochodi
odpovidajicich proteas a byly popsany jako bézn¢ ptitomné bilkoviny nejen zasobnich organti
(semen a hliz), ale i1 v listech jako odpovéd’ rostliny na napadeni hmyzem, patogennimi
organismy ¢i poranéni (Garcia-Olmedo et al., 1987; Ryan, 1990) a byla také potvrzena jejich
ptitomnost jako reakce rostliny na vodni stres (Downing et al., 1992).

V piipad€, ze inhibitory proteas dosahuji podilu 5 % z celkovych bilkovin, jsou
inhibitory proteas fazeny 1 mezi zadsobni bilkoviny. Mohou v hlizach a semenech rostlin slouzit
jako diilezity zdroj aminokyselin obsahujici siru a hrajici vyznamnou roli pfi dozravani semen
(Pusztai, 1972). Tuto teorii potvrzuje napfi. i prace Jongsmy (1995), ve které jsou inhibitory
proteas popsany jako bilkoviny o nizké molekulové hmotnosti (3-13 kDa) bohaté na cysteinoveé
zbytky (vice nez 20 %) a u bilkovin vétSich nez 13 kDa obsahuji pouze PI-2 a thaumatin
(20 kDa) vétsi mnozstvi cysteinovych zbytkl a to méné nez 10 %.

Tteti roli je funkce regulatort proteas béhem dormance semen, ktera byla studovana na
semenech salatu, a bylo zjisténo, Ze Castecné purifikované bilkoviny zpomaloval v suchém
osivu enzymovou aktivitu podobnou trypsinu (Shain, Mayer, 1965).

Funkce inhibitorti proteas v obranném mechanismu rostlin je celkem jasna, ale jejich
role jako zasobnich bilkovin je komplikovana a to i diky tomu, Ze zrani je doprovazeno expresi
celé fady riznych inhibitorh proteas (McManus, 1999).
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Inhibitory proteas jsou podle Jongsmy (1995) povazoviany za jednu
Z nejprozkoumang;jsich skupin bilkovin a je u nich popsadno hned nékolik velice zajimavych
vlastnosti, které byly zkoumany v fadé praci.

2.4.1. Antimikrobialni vlastnosti

Antimikrobidlni aktivita hlizovych bilkovin brambor byla prokdzina u celé fady
houbovych a bakterialnich pivodcii chorob rostlin,

Jedna z dulezitych obrannych strategii rostliny funguje na principu syntézy inhibi¢nich
polypeptidl zplisobujicich inhibici proteas dilezitych pro traveni fytopatogena, zapticinujici
snizeni dostupnosti aminokyselin dualezitych pro rist a vyvoj jeho organismu (Lawrence,
Koundal, 2002). Poprvé byl tento mechanismus zaznamenan u rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum L.), které bylo napadeno fytopatogenem Phytophthora infestans. V rostliné bylo
objeveno zvySené mnozstvi inhibitorii trypsinu a chymotrypsinu, které souviselo s odolnosti
rostliny vii¢i patogenu (Woloshuk et al., 1991). Tato prace byla potvrzena v pracich Valueva et
al. (1998, 2003), kde byl popsan stejny mechanismus hromadéni serinovych inhibitora proteas
o hmotnosti 20 az 24 kDa jako odpovéd na mechanické poranéni a infekci patogenem
Phytophthora infestans.

Vzhledem k tomu, ze inhibitory proteas maji jednu z kli¢ovych roli v obrané rostliny
proti napadeni, je snaha zmapovat spektrum mikroorganismu, na jejichz zivotni pochody maji
inhibitory proteas vliv.

Naésledujici tabulky 10 a 11 uvadi ptiklady mikroorganismil, na kterych byly uspésné
provadény antifungalni ¢i antibakterialni testy s uvedenim zdroje izolovaného inhibitoru
proteas.

Tabulka 10: Houbové a Kvasinkové patogeny a oomycety, na kterych byly uspésné provedeny
antimikrobidlni testy s pouzitim inhibitorii proteas izolovanych z uvedenych rostlin.

Mikroorganismus Pivod bilkoviny Zdroj

Alternaria alternata Phaseolus vulgaris Wang, Rao, 2010

Alternaria brassicae Psoralea corylifolia Yang et al., 2006

Alternaria solani Engelmannia pinnatifida, Hyunth et al., 1996
Solanum tuberosum

Aspergillus flavus Arachis hypogaea Duan et. al, 2013

Aspergillus niger Mucuna pruriens, Psoralea | Chandrashekharaiah, 2013
corylifolia

Botrytis cinerea Actinidia deliciosa, | Popovic et al., 2012; Wang,
Phaseolus limensis, Rao, 2010; Hermosa et al.,
Solanum tuberosum 2006

Candida albicans Solanum tuberosum, | Kim et al, 2006, 2013; Dias et
Capsicum chinense, | al. 2013, Ribeiro et al., 2007,
Capsicum annuum, Ginkgo | Sawano et al., 2007
biloba

Candida tropicalis Capsicum annuum Ribeiro et al., 2007

Fusarium graminearum Solanum tuberosum

Fusarium oxysporum Solanum tuberosum, Ginkgo | Sawano et al., 2007; Yang et
biloba, Psoralea corylifolia, | al., 2006; Hyunth et al., 1996
Engelmannia pinnatifida

Fusarium solani Solanum tuberosum Guevara et al., 2004, 2011

Fusarium verticillioides Ananas comosus Lopez-Garcia, Hernandez,

Segundo, 2012
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Gaeumannomyces Engelmannia pinnatifida Hyunth et al., 1996

graminis

Kluyveromyces marxianus | Capsicum chinense, | Dias et al. 2013; Ribeiro et al.,
Capsicum annuum 2007

Pichia membranifaciens Capsicum chinense, | Dias et al. 2013; Ribeiro et al.,
Capsicum annuum 2007

Phytophthora infestans Solanum tuberosum, | Guevara et al., 2004, 2011;

Engelmannia pinnatifida

Mendieta et al., 2006; Hyunth
etal., 1996

Phytophthora megasperma

Engelmannia pinnatifida

Hyunth et al., 1996

Rhizoctonia cerealis

Psoralea corylifolia

Yang et al., 2006

Rhizoctonia solani

Solanum tuberosum

Kim et al, 2005, 2006

Saccharomyces cerevisiae | Capsicum chinense, | Dias et al. 2013; Ribeiro et al.,
Capsicum annuum 2007

Sclerotinia sclerotiorum Helianthus annuus, | Giudici, Regente, Canal, 2000;
Engelmannia pinnatifida Hyunth et al., 1996

Trichoderma reesei Ginkgo biloba Sawano et al., 2007

Trichoderma viridae

Mucuna pruriens

Chandrashekharaiah, 2013

Tabulka 11: Bakterialni patogeny, na kterych byly uspésné provedeny antimikrobidlni testy

S pouzitim inhibitorii proteas izolovanych z uvedenych rostlin.

Mikroorganismus

Pivod bilkoviny

Zdroj

Bacillus cereus

Solanum tuberosum

Guevara et al., 2011

Clavibacter michiganense
subsp. michiganense

Solanum tuberosum

Kim et al, 2005, 2006, 2013

Escherichia coli

Lavatera cashmeriana,
Pisum sativum, Solanum
tuberosum

Rakashanda et al., 2012; Kim
et al, 2006; Rehman,
Khanum, 2011; Guevara et al.,
2011

Klebsella pneumonia

Pisum sativum

Rehman, Khanum, 2011

Listeria monocytogenes

Solanum tuberosum

Rehman, Khanum, 2011; Kim
et al., 2006

Micrococcus luteus

Pisum sativum

Rehman, Khanum, 2011

Pectobacterium
carotavorum

Solanum tuberosum

Guevara et al., 2011

Pseudomonas aeruginosa

Pisum sativum

Rehman, Khanum, 2011

Salmonella typhi

Pisum sativum

Rehman, Khanum, 2011

Staphylococcus aureus

Solanum tuberosum, Pisum
sativum

Kim et al, 2006, 2013;
Rehman, Khanum, 2011;
Guevara et al., 2011

Staphylococcus epidermis

Pisum sativum

Rehman, Khanum, 2011

Streptomyces scabiei

Solanum tuberosum

Guevara et al., 2011

2.4.2. Insekticidni vlastnosti

Inhibi¢ni Gc¢inky inhibitort proteas popsané na patogenech a bylozravcich vedly védce
ke zkoumani jejich potencidlniho vlivu na hmyz v transgennich rostlinach, ale do soucasné
doby nebyly inhibitory vyuzity v komercnich produktech insekticidu.
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Inhibitory proteas maji negativni vliv na rist a vyvoj larev motyli a to tvorbou stabilnich
komplext s travicimi proteasami, které zpozdi nebo blokuji traveni bilkovin a omezuji
dostupnost esencialnich aminokyselin nezbytnych pro riist, vyvoj a reprodukci hmyzu (Stevens
et al., 2013). U nekterych druhti hmyzu byla pozorovana zvlastni reakce na inhibici travicich
proteas a to nadmérnou produkci téchto proteas, aby tak bylo umoznéno trdveni bilkovin
(De Leo et al. 1998; Markwick et al. 1998) ¢i produkce takovych proteas, které byly
Kk inhibitorim nesenzitivni (Dunse et al., 2010) nebo produkce hmyzich proteinaz, které jsou
schopny inhibitory degradovat (Dunse, Anderson, 2011).

2.4.3. Antikancerogenni vlastnosti

Nekteré inhibitory proteas vykazuji i vlastnosti tykajici se potlaceni bujeni nadorovych
bun¢k. Byl popsdn mechanismus ucinku inhibitoru karboxypeptidazy (PCI), ktery se navaze na
receptor epidermalniho ristového faktoru (epidermalni ristovy faktor je bilkovina kontrolujici
velké mnozstvi riznych procest v buiikach a stimuluje napt. i déleni bun¢k) a inhibuje aktivaci
receptoru proteinu tyrosin kinazy, c¢imz v koneéném disledku zplisobi zastaveni
nekontrolovaného rastu buné€k, které jsou dilezitym krokem pro rozvoj nadorového bujeni
(Blanco-Aparicio et al., 1998; Sitja-Arnau et al., 2010). Uginek tohoto inhibitoru byl zkousen
in vitro i na lidskych pankreatickych nadorovych bunkach a prokazatelny inhibi¢ni vliv na rist
bun¢k byl pozorovan jiz pii koncentraci PCI 10 pg/ml s maximalnim inhibi¢nim efektem pfi
pouziti koncentrace 50 pg/ml izolatu, pfi zvySovani koncentrace izolatu jiz nebylo pozorovano
zesileni inhibi¢niho efektu (Blanco-Aparicio et al., 1998).

Huang et al. (1997) ve své praci prokazali, ze PI-1 a PI-2 izolované z hliz brambor
po aplikaci na mys$i kozni bunky blokovaly aktivaci transkripéniho faktoru aktivatorového
proteinu-1 (AP-1), ktery se ukazal jako zodpovédny za vznik nadoru na savc¢ich buikach
po jejich vystaveni UV zafeni. V praci Graham et al. (1985) byl zaznamenan zvyseny obsah
inhibitorti proteas v listech rostlin jako odpovéd’ na silné UV zafeni.

2.4.4. Termostabilita

Tato vyznamna vlastnost inhibitorti proteas je zavisla na iontové sile-pti nizké iontové
sile (15 mM) denaturuji (termokoaguluji) bilkoviny pii vystaveni teploté 58-71°C, zatim co pfi
200 mM se dle van Koningsvelda et al. (2001b) hranice teploty denaturace zvySuje na 58-
75°C a vétSina inhibi¢ni aktivity proteas vii¢i trypsinu a chymotrypsinu se ztraci po 15minutové
expozici teplotdam mezi 55°C a 70°C. Existuje vSak nekolik inhibitorG proteas, které byly
identifikovany jako teplotné stabilni.

V praci Ryan et al. (1976) byla studovana tato vlastnost na tfech inhibitorech PI-1
(39 kDa), PI-2 (21 kDa) a CPI (4,1 kDa), které si své biologické vlastnosti zachovaly
I po vystaveni teploté 80°C po dobu 10 minut. Tyto inhibitory proteas byly izolovany z hliz
brambor odriidy Russet Burbank a pfedstavovaly asi 7 % celkovych rozpustnych bilkovin
hlizové stavy. Kim et al. (2006) izolovali ze suSiny hliz brambor odridy Golden Valley
antimikrobialni peptid o molekulové hmotnosti 5,6 kDa, ktery nazvali ,,Potide-G* a ktery kromé
zminénych antimikrobidlnich vlastnosti (seznam patogenti uveden v tabulkach 10 a 11)
vykazoval termostabilitu pii vystaveni teploté 70°C po dobu 20 minut.

2.5. Metody izolace a purifikace vybranych skupin hlizovych bilkovin —
laboratorni metody a metody pouZivané v provozni praxi

Proteiny jsou z rostlinnych tkani izolovany z mnoha divodu, napt. pro fyziologické
studie testovanych enzymd, purifikaci proteinii za tcelem jejich genetické identifikace ¢i
identifikace pomoci SDS-PAGE. Rostlinné buiikky maji v porovnani se zivo¢isnymi buikami
velké vakuoly, které obsahuji sekundarni rostlinné produkty (zejména fenolické latky a
polyfenoly), organické kyseliny a proteindzy. Zpracovanim rostlinného materialu
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(mechanickym, fyzikalnim ¢i chemickym) dochazi k naruseni stén vakuol a k uvolnéni jejich
obsahu, ktery mize modifikovat, inaktivovat, srazet ¢i degradovat proteiny (Laing, Christeller,
2004).

V posledni dobé se pracuje na optimalizaci celé fady specialnich metod izolace a
purifikace vybranych skupin hlizovych bilkovin, aby nedochazelo k vyse uvedenym reakcim
s obsahem vakuol. Tyto metody vychazi zpozadavki na finalni bilkovinny izolat
(denaturovana vs. nativni bilkovina) tak, aby zlstaly zachovany vSechny pozadované vlastnosti
a nutri¢ni hodnoty izolovanych bilkovin, Z provozni kapacity pracovisté (laboratof vs. provozni
praxe), se kterou souvisi I povaha vstupni suroviny (hlizy bramboru vs. sekundarni produkty
provozu). Vsechny tyto pozadavky mezi sebou navzajem souvisi. Nékteré postupy pouzivané
V provozni praxi je mozné aplikovat a simulovat prizptisobenou metodiku i v laboratornich
podminkach, napf. pro ovéfeni, optimalizaci ¢i rozsifeni dosavadnich znalosti dané oblasti a
naopak je snaha aplikovat v laboratofi vyvinuté metody do praxe, s ohledem na ekonomickou
udrzitelnost celého procesu.

V této praci bylo pfistoupeno k rozdéleni postupii na metody nejcastéji pouzivané
Vv laboratornich podminkach a v podminkach provozni praxe:

2.5.1. Metody izolace bilkovin pouZivané v laboratornich podminkach

Laboratorni metody se vyuzivaji hlavné z duvodu izolace bilkovin v mensich
mnozstvich, pfedevsim za ucelem ovéteni a optimalizace dané metody ¢i pro ziskani mensich
mnozstvi bilkovinného izolatu s obvykle vysokymi kvalitativnimi vlastnostmi jako je Cistota
izolatu a zachovani funk¢nich vlastnosti izolovanych skupin bilkovin.

2.5.1.1. Chromatografické metody

Pro izolaci hlizovych bilkovin se pouzivaji chromatografické metody, jejichz
optimalizace by zajistila Setrnou separaci bilkovin v nativni formé, ktera by mohla nahradit
postupy, béhem kterych dochazi k denaturaci ziskanych bilkovin.

Detailni izolaci inhibitorti proteas se zabyvala Pouvreau (2004). Pouzila ve své praci
jako prvni krok gelovou filtraci (Superdex 75), které rozdélila bilkoviny na ¢Etyfi frakce (I; 11;
II1; TV). Ve frakci I byl ptitomen patatin a PI-1 a pro izolaci PI-1 byla pouzita termokoagulace
(80°C, 5 minut). Ve frakci II byly obsaZeny bilkoviny s molekulovou hmotnosti 20 az 25 kDa
a podle SDS-PAGE clektroforézy nebyly ve frakcich IIT a IV identifikovany zadné bilkoviny
(podle vlnové délky 320 nm se pravdépodobné jednalo o polyfenoly a oxidované polyfenoly),
ale testovani frakci na inhibicni aktivity proteas naznacovalo ptitomnost PCI.

Dalsim krokem byla ionexova chromatografie termokoagulované frakce I (po filtraci
0,22 pm) na ménic¢i aniontd (Source 15 Q) s linearni gradientovou eluci (chlorid sodny). V této
frakci byl identifikovan patatin ve zbytkovém mnozstvi a osm isoforem PI-1 lisici se
1zoelektrickymi body. Nenavazané bilkoviny byly aplikovany na méni¢ kationtl (Source 15 S),
na kterém byl vzorek rozdélen na dvé frakce, obé obsahujici PI-1.

Frakce II byla d¢lena méni¢em aniontii (Source 15 Q) s linearni gradientovou eluci
(chlorid sodny) a asi 50 % bilkovin se nenavazalo, navazané bilkoviny mély hmotnost kolem
20 kDa a byly vyhodnoceny jako isoformy PI-2, pro zvyseni Cistoty izolatu byla provedena
separace na hydrofobni kolon¢ (HR 5/5 Phenyl Sepharose) s gradientovou eluci (siran amonny)
a izolované bilkovin byly identifikovany (MALDI-TOF MS) jako bilkoviny s molekulovou
hmotnosti 22,7 kDa mensi frakce obsahujici PI-2 a bilkoviny o molekulové hmotnosti 20 kDa.
Nenavazané bilkoviny byly déleny méni¢em kationtii (Source 15 S) a vykazovaly vysoké pl
mezi 7 a 9. Nasledna separace na hydrofobni koloné¢ (HR 5/5 Phenyl Sepharose) piinesla
rozdé€leni bilkovin podle pl na Sestnact subfrakeci.

Pro separaci peptidt ve frakcich III a IV byla pouZita gelova filtrace (Superdex peptide)
a subfrakce obsahovaly bilkoviny o molekulové hmotnosti 20 kDa, které vykazovaly nizkou
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inhibi¢ni aktivitu vici trypsinu a bilkoviny o molekulové hmotnosti 4,27 kDa, které hmotnosti
1 vykazovanou inhibi¢ni aktivitou vici karboxypeptidaze odpovida PCI. Proces pouzitych
kroku separace hlizové $tavy na jednotlivé inhibitory proteas je uveden na obrazku 1.

Navazané
Zahiati ] proteiny
Frakce IH(SO_"C, 5]— o K ‘
minut) y Nenavézané _[ Source]
Navazané || proteiny J
Hlizova Superde) Y proteiny
X 75 Frakce Source

Stava
1 15Q

Nenavazané Source
] proteiny 15S

Frakce Superdex
ialv peptide

Obrazek 1: Diagram procesu separace inhibitorii proteas, prevzato z Pouvreau (2004).

Dalsi moznost izolace bilkovin z hlizové §tavy, aniz by vSak doSlo ke znehodnoceni
patatinu, je uvedena v publikaci Barta et al. (2013). V prvnim stupni je pouzit anionovy ménic
iontd (celulosové medium s ligandem DEAE) a nasledné je vyuzita afinitni chromatografie
(concanavalinové medium) pro purifikaci patatinovych bilkovin. Nezachycené frakce
na medium s DEAE ligandem byly separovany na katexovém iontoménic¢i (UNO S6 column)
s gradientovou eluci a jednalo se o nékolik frakei (10-14 podle genotypu) riznych tiid
inhibitorti proteas, které je mozné dale separovat na hydroxyapatitové koloné nebo stejné jako
V praci Pouvreau (2004) na principu hydrofobnich interakeci.

2.5.2. Metody izolace bilkovin pouZivané v provozni praxi

U metod urenych pro vyuziti v praxi jde pfedevsim o ekonomickou stranku izola¢nich
postupll a to z hlediska spotfeby energie a odpadového hospodafstvi. Piedev§im jde tedy
0 maximalni vyuziti idedlné vSech sekundarnich produkti vznikajicich pii vyrobé Skrobu
Z brambor a jejich zhodnoceni a nasledné uplatnéni na trhu. Diky jejich uplatnéni piedev§im
v krmivatském a potravinaiském primyslu, ptipadné dalSich odvétvich, je minimalizovano
mnozstvi téchto sekundarnich produktl, které dosud byly, pfipadné jesté stale jsou, pouzivany
jako ne pftili§ vhodné hnojivo zemédé€lsky vyuzivané plidy, diky ¢emuz nedochazi
k nadmérnému zasolovani téchto pid a zneéistovani vodnich zdroji pod pozemky, kde jsou
tyto postupy praktikovany. Dulezitym a neopomenutelnym hlediskem je samoziejmée
i kvalitativni stranka finalnich produkti a snaha o optimalizaci izola¢nich postuptd s ohledem
na typ produktu ve smyslu cilové skupiny.

2.5.2.1. Srazeni

Srézeni, nebo téZ precipitace se provadi plisobenim zvysSené teploty, snizenim pH, ionty
kovl, organickymi rozpoustédly, komplexaci s pfirodnimi elektrolyty nebo pomoci zmény
iontové¢ sily. Pro zvySeni vytéznosti bilkovin je také bézné pouziti kombinaci téchto technik,
napf. plisobenim tepla s pfedchozim sniZenim hodnoty pH (pH 4,8; 98 - 99°C) (Knorr, Kohler,
Betschart, 1977).

Pouzitim zvySené teploty je mozné ziskat velkou vytéznost izolované bilkoviny, ktera
ale neni rozpustna ve vodé€ pfi neutralnim pH. Tato metoda zptisobuje denaturaci termolabilnich
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bilkovin (ireversibilni precipitace) a tim ztraci tyto bilkoviny své funkéni vlastnosti a
rozpustnost takto ziskané bilkoviny je nepfimo umérna teploté (van Koningsveld, 2001),
nicméné je vhodnd napf. pro izolaci termostabilnich bilkovin, které si zachovévaji své
biologické vlastnosti i po vystaveni vysokym teplotam a patii mezi né nékteré inhibitory
proteas. Rozpéti pouzivanych teplot je variabilni od 40°C do 100°C (vytemperovanim ve vodni
lazni). Dalsi nevyhodou této metody je pomérné vysokd energetickd narocnost pii zahiivani.

Snizeni pH se provadi kyselinou sirovou, kyselinou citronovou nebo kyselinou octovou
v rozmezi pH od 2,5 do 5,5. Uprava srazeného vzorku na pH 3 sice zajisti optimalni mnozstvi
precipitatu, ale pii neutralnim pH ma takto pfipraveny precipitat snizenou rozpustnost (Knorr
et al., 1977). Vysoké vytéznosti precipitatu spojené s vybornou rozpustnosti pii neutralnim pH
je mozné dosahnout precipitaci kyselinou citronovou (van Koningsveld, 2001).

Pro srazeni ionty se pouzivaji soli kovid, napi. FeCls, ZnCl;, FeSO4, MnCl;
(van Koningsveld, 2001; Bartova, Barta, 2009) a pii pouziti trojmocnych soli v dostatecné
koncentraci se pouzitim téchto metod docili vysoké vytéznosti i vysoké rozpustnosti izolované
bilkoviny, néasledné¢ je ale obtizné odstranéni kovovych iontd z bilkovinnych komplexii
(Waglay et al., 2014; Barta, Bartova, 2007; van Koningsveld, 2001).

Srazeni organickymi Cinidly dosahuji nejlepSich vysledkt ptfi sledovani schopnosti
bilkovin se sraZet a nasledné rozpoustét (oboji 91 %). PouZivaji se organicka rozpoustédla jako
je etanol, metanol, isopropanol a aceton, v koncentracich od 0 do 40 % (v/v), negativni strankou
této techniky je vysoka ekonomicka naro¢nost (van Koningsveld, 2001b).

Dalsi moznost ziskavani bilkovin vyplyva z jejich schopnosti vytvaiet komplexy
S pfirodnimi elektrolyty, kterymi jsou napt. karboxymetylcelul6za, chitosan, caragenan, alginat
sodny, xantanova guma a arabska guma. Ve studii Kong et al. (2015) byla porovnana vytéznost
a Cistota bilkovinného vzorku pfi pouziti vSech vySe uvedenych polysacharidi za riznych
kombinaci podminek (pH, pomér proteinového vzorku a polysacharidu). Chitosan byl Gspésné
pouzit na selektivni izolaci patatinu s €istotou vzorku 88,6 %, kdy nejvysSich vynost (51,9 %)
bylo dosazeno pii upravé pH na hodnotu 6,0, inhibitory proteas byly vSak touto metodou
ziskdny pouze s Cistotou 9,4 %. Specializace chitosanu pro navazani na bilkovinu je ddna
isoelektrickym bodem bilkoviny, ktery se v pfipadé patatinu pohybuje v rozmezi 4,5 az
5,2 (Lekra et al., 2009) a muze tak byt ve smési hlizovych bilkovin povazovan za kyselou
bilkovinu a diky tomu miZze negativni naboj patatinu pii pH 6,0 reagovat s chitosanem
prostiednictvim elektrostatické atraktivity. Naopak inhibitory proteas maji isoelektricky bod
v rozmezi 5,1 az 9,0 (Lokra et al., 2009) a s chitosanem se tak odpuzuji na zaklad¢é podobnych
elektrickych naboji. Pouzitim caragenanu bylo dosaZeno nejvyssi vytéznosti (100 %) ze vSech
pouzitych polysacharidi pii hodnot¢ pH 3,5 scistotou bilkovinného izolatu 67,2 %.
U inhibitord proteas o molekulové hmotnosti 15 — 20 kDa bylo shledano, Ze jejich izolace

Vv v

patatin (51,7 %), inhibitory proteas pak zaujimaly 30,2 %. V porovnani s chitosanem
neprokazaly anionické polysacharidy pfi ziskavani bramborovych bilkovin z hlizové vody
74dné selektivni vlastnosti.
Polysacharid karboxymethylceluloza (KMC) je derivat celulozy s karboxymetylovymi
skupinami tvofici polymer vyuZzivajici zdporné nabitych karboxylovych skupin, na které se vazi
kladné€ nabité bilkoviny, vykazujici pozoruhodné pénici vlastnosti v ptitomnosti KMC o stiedni
viskozit¢ diky vysoké povrchové aktivit¢ bilkovin (Gonzalez, et al., 1991; Vikelouda,
Kiosseoglou, 2004; Waglay et al., 2014). Nejvétsi vytéznost bilkovin z hlizové vody byla pfi
pouziti KMC 85 % pfi hodnot¢ pH 3,5, coz je nejvétsi hodnota vytéznosti z dosud
publikovanych praci. Kromé vySe uvedenych vlastnosti izolatl je vyhodou této metody pouZziti
,bezpecnych® ¢inidel a mirnych reakénich podminek (Kong et al., 2015).

Precipitace zménou iontové sily se nejCastéji provadi siranem amonnym, ktery je
vyhledavanym €inidlem i pro své bakteriostatické uc¢inky. K vyhodam jeho pouziti patii vysoka
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rozpustnost bilkovinného izolatu a izolace bilkovin v nativnim stavu, negativni strankou je
nutnost nasledného odsoleni precipitatu (van Koningsveld et al., 2001).

Porovnanim vyse uvedenych metod izolace bilkovin precipitaci s ohledem na vytéznost
se zabyval kolektiv autori Waglay et al. (2014). Porovnavali rizné koncentrace ¢inidel a data
vyhodnocovali na zdklad¢ vytéznosti (vyjadiené jako podil obsahu ptivodnich bilkovin v PFJ
na celkovy obsah precipitatu) a purifikac¢niho faktoru (vyjadieného jako podil obsahu bilkovin
v susin¢ PFJ na obsah bilkovin v extraktu). Vysoké vytéznosti (90,2 %) bylo dosazeno pfi
pouziti kombinace termické a kyselé precipitace (pH 4,8 a 5,5; 100°C po dobu 2 minut), ale
s nizkym purifikacnim faktorem (0,74), ktery poukazuje na nizkou selektivitu této metody a
ziskani dalSich nebilkovinnych slozek z PFJ. Pouziti samotné precipitace nizkym pH sice
pfineslo niz8i vytéznost (64,7 %), nicméné byl pozorovan vyssi purifikacni faktor (1,26).
Nejvyssiho faktoru purifikace (6,24) bylo docileno pii precipitaci 5 mM FeCls, nicméné
vytéznost byla v porovnani s ostatnimi metodami priimérna (60,8 %). Nejvyssi vytéznosti bylo
dosazeno pii pouziti 80% (w/v) siranu amonného (98,8 % s purifikacnim faktorem 2,99) a 60%
siranu amonného (w/v) (98,6 % s purifika¢nim faktorem 3,28). V piipadé pouziti etanolu byl
nejvyssi vytézek pii 20% koncentraci (55,2 %) s purifikacnim faktorem 3,79. Zaroven se ve
stejné praci zabyvali relativnim zastoupenim jednotlivych skupin hlizovych bilkovin
Vv izolatech a nejvyssi zastoupeni patatinu bylo v extraktu pii precipitaci 30 % etanolem (49,2 %
celkovych bilkovin), inhibitory proteas o velikosti 25-21 kDa byly nejvice zastoupeny
v precipitatu 40 mM FeClsz (18,7 %), inhibitory proteas o velikosti 20-15 kDa a mensi nez
15 kDa byly nejvice zastoupeny v precipitatu MnClz (30,9 % a 44,2 %). Skupina ostatnich
bilkovin s vys$s$i molekulovou hmotnosti byla nejvice (64,2 %) zastoupena pii izolaci KMC
v pom¢éru k bilkoviné 0,6 (w/w).

2.5.2.2. Ultrafiltrace

Volbou vhodného rozsahu velikosti poéri membrany se ultrafiltraci oddéluji frakce
0 nizké molekulové hmotnosti, jako jsou soli, rostlinnd barviva, organické kyseliny, volné
aminokyseliny a sacharidy, které projdou skrz membranu a oddéli se tak od makromolekul
(Straetkvern, Schwarz, 2012). Ultrafiltrace neni pfili§ vyhleddvanou metodou separace bilkovin,
1 kdyz jejim velkym pozitivem je ziskani bilkovin v nativnim stavu, protozZe pii toku smési
bilkovin pfes membranu se rychle zkracuje Zivotnost membrany diky pfitomnosti rostlinnych
mikrovlaken a vysoké pénivosti hlizové vody a také dochazi ke koncentraci anti nutri¢nich
latek-glykoalkaloidi (Barta, Bartova, 2007). Pouziva se spise k odstranéni nizkomolekularnich
latek, jako jsou cukry, toxické latky a polyfenoly. Zwijnenberg et al. (2002) ve své studii
porovnavali ultrafiltraci pfi pouziti rlznych materidlli membran (hydrofilizovany
polyetersulfon, hydrolyzovany polyvinilidenfluorid a regenerovanou celulézu), velikosti port
(5 az 150 kDa) a dosli k zavéru, ze bilkoviny izolované ultrafiltraci maji vyssi kvalitu, nez
bilkoviny izolované reverzni osmozou.

2.5.2.3. Chromatografické metody

Pro izolaci patatinu z PFJ ve vétsim méfitku byla poprvé pouzita tzv. Expanded bed
adsorption, s velikosti naplné 250 ml a z jednoho cyklu byly ziskany 4 g patatinu (Streetkvern
et al., 1999). Krom¢ velké vytéznosti je pii této izolacni metodé odstranéna i veEtsi Cast
nezadoucich glykoalkaloidi (Lekra et al., 2008). Firma Avebe U. A. se pokousela
0 optimalizaci postupu izolace inhibitord proteas a patatinu, (Patent Cooperatic Avebe U. A.
W02008069650 Al). Optimalizovany postup se skladal z flokulace a nasledné absorpce
bramborového bilkovinného izolatu za pouziti tzv. mixed mode ligandti v matrici. (Reinshagen,
2013). Tato izola¢ni metoda nebyla idealni, nebot’ se jednalo o finan¢né nakladny postup a
ligandy pouzité pii této metodé vykazovaly relativni nestabilitu v pfitomnosti PFJ. Nasledny
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vyzkum firmy Avebe U.A. se zaméfil na povahu pouzivanych ligandti v absorpénim materialu
- zpusoby spojeni ligandu s absorpénim materialem, porozita absorbentu, které maji silny vliv
na ucinnost absorpce bilkovin a jejich rozdéleni dle isoelektrického bodu (na
vysokobilkovinnou a nizkobilkovinnou frakci bez obsahu necistot). V roce 2014 se podaftilo
postup optimalizovat do té miry, Ze byl firmou Avebe U.A. patentovan (Codperatic Avebe
U. A.W02014011042 Al) a spocival v nékolika zasadnich krocich: a) uprava pH hlizové vody
na hodnotu 4,0 — 6,5; b) naneseni hlizové vody na podpurny nosic¢ - porézni synteticky polymer,
porézni polysacharid, porézni anorganicky materidl ¢i kombinace uvedenych materiala -
z nichz ma alesponn 90 % poru velikost v rozmézi 10 az 200 nm a hydrofobni mixed-mode
ligand s pKa 2,5 — 5 a ktery je navazan na nosi¢ prostiednictvim S- nebo O-molekuly. PFJ se
na tomto mediu nasledné rozdé€lila na dvé frakce - v prvni frakci pfevazoval patatin (eluce pfi
pH 5,7 az 8,9) a ve druhé frakci inhibitory proteas (eluce pii hodnoté pH niz$i neZ 3 nebo vice
nez 9). Ziskané frakce se vyznacovaly po zakoncentrovani ultrafiltraci vice nez 75% obsahem
nativnich bilkovin v susiné€ vzorku.

2.5.3. Material pouzivany pro izolaci hlizovych bilkovin v laboratornich podminkach
Izolace hlizovych bilkovin se v laboratornich podminkach provadi z nékolika druhti materialt:
z Cerstvych hliz brambor, z hlizové vody, tzv. Potato Fruit Juice (PFJ), ze zdrtki ¢i
z lyofilizované susiny hliz. Ve velkokapacitnich zafizenich se pak spiSe jedna o zpracovani
materialu, ktery vznika jako sekundarni produkt a tento material je blize popsan v kapitole 2.2.
Sekundérni produkty vznikajici pii zpracovani brambor pfi vyrobé skrobu V nasledujicim textu
jsou struéné predstaveny zakladni bézné pouzivané materialy a metody jejich zpracovani:

2.5.3.1. Metody izolace bilkovin z lyofilizovanych hliz

Kizolaci bilkovin z lyofilizovanych hliz se pfistupuje piedevs§im v situaci, kdy
je potieba izolovat bilkoviny nerozpustné ve vod¢, nebo tehdy, kdyz neni mozné ziskat §t’avu,
pfi jejiz pripravé dochazi k pomérné velkym ztratam materialu, mize se jednat 0 zpracovani
malych hliz brambor, které jsou u nas neptivodnimi druhy nebo o izolaci velmi sensitivnich
bilkovin, které mohou byt snadno poSkozeny kviili del§i dobé zpracovani a izolaci bilkovin
Vv piipadé¢ hlizové §t'avy. Vstupni material se pripravi zmrazenim dikladn€ omytych, osusenych
a na platky nakrajenych hliz brambor s naslednou lyofilizaci na konstantni hmotnost (nebo
zmrazenim tekutym dusikem). Dtikladné se zhomogenizuje na jemny prasek a nasledné se takto
vznikla bramborova mouka nechava hydratovat nékolik hodin v nadbytku napt.
Tris(hydroxymetyl)aminometanového pufru upraveném na pozadované pH obvykle kolem
hodnoty 7, v ptitomnosti konzervantu napt. 2 % (w/v) dodecylsiranu sodného (SDS) a dalsi
postup se odviji od biochemickych vlastnosti izolované skupiny bilkovin (Barta, Bartova, 2008)
podobné jako u bilkovin izolovanych z hlizové $tavy.

2.5.3.2. Metody izolace bilkovin z hlizové stavy

Bilkoviny rozpustné ve vodé je mozné izolovat z hlizové $tavy, ktera vznika jako
druhotny produkt vyroby bramborového Skrobu, nebo je mozné simulovat primyslové struhaky
jejich nahrazenim za vykonny kuchyiisky odStaviiova€. Tento postup je vhodné vyuzit
piedevsim v laboratornich podminkach pti potfebé mensiho mnozstvi Cerstvého materialu, ¢i
pii piipravé §tav zjednotlivych odrid brambor. Takto ziskanou §téavu je nezbytné zbavit
zbytkového Skrobu, vldkniny a dalSich latek centrifugaci a diikladnou filtraci. Velkou vyzvou
je izolace bilkovin se zachovanymi funkénimi vlastnostmi. Tabulka 4 uvadi latkové slozeni
hlizové §tavy, resp. jeji suSiny, které je v hlizové §taveé obsazeno 4-5 %, zbytek je voda.
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2.6. Nejcastéji pouzivané metody pro identifikaci bilkovin v dneSni dobé

Pro identifikaci a naslednou klasifikaci bilkovin byla vyvinuta cela fada metod.
Ve starSich publikacich jsou hlizové bilkoviny brambor klasifikovany dle rozpustnosti do Ctyt
tfid - albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny (Osborne, 1909), podle novéjsich poznatkt
jsou hlizové bilkoviny brambor klasifikovany piedev§im na zdkladé modernich
elektroforetickych technik na polyakrylamidovém gelu dle velikosti molekul (PAGE), dale
isoelektrickou fokusaci (IEF), béhem které jsou molekuly rozdéleny dle isoelektrického bodu
¢i kombinaci IEF a PAGE, tzv. 2-D PAGE, kde jsou v prvnim kroku bilkoviny rozdéleny IEF
a nasleduje jejich rozdéleni dle molekulové hmotnosti na PAGE. Asi nejvyznamnéjsi a
nejéastéji pouzivanou metodou je SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Vv ptitomnosti dodecylsulfatu sodného), kterd funguje na principu elektroforetické pohyblivosti
proteind (Laemli U. K., 1970).

2.7. Moznosti vyuZziti bilkovinnych izolati a koncentrati z brambor v praxi

V soucasné dob€ na zahrani¢nim trhu stoupla nabidka bilkovinnych izolati ¢i produkt
bilkovinnych izolatd v n¢kolika zajimavych odvétvich.

2.7.1. Potravinarstvi

Nizozemska spole¢nost Avebe propaguje na svych webovych strankach nékolik tad
potravinovych dopliikkii a svou reklamni kampan zaklddd na produkci kvalitnich, disté
veganskych produktd, které jsou cenové dostupné a maji koSer a halal certifikaci. Jedna se
0 ptisady do jidel (znatky Solanic® a Perfectasol™), které jsou bez alergenti (clean label)
S pét az deset krat mensi ekologickou stopou, nez maji zivocisné bilkoviny, propdjcujici
vyrobklim vybornou vaznost a texturu (produkt uréeny pro finsky trh ,,Grandma’s meat balls*).
Ptidavaji se 1 do zmrzlin Cisté rostlinného ptivodu, u kterych je propagovana vysoka chutnost a
kvalita, ¢i do fitness népoji, proteinovych ty€inek. Pouzivaji se pfi vyrobé dressingli bez pfidani
vajec, smetany a mléka a pii vyrobé cukrovinek se jimi nahrazuje mléko (karamely, cukrarské
vyrobky) a zelatina (Anonym 2, 2016). Produkt Perfectasol je pfipravovan jako kombinace
bramborovych bilkovin a bramborového Skrobu a je vhodny na ptipravu lisovanych bonbont,
zvykacek, zelé pén a vicevrstvych bonboni (Anonym 3, 2016). Obecné se bramborové
bilkoviny vyznacuji vybornou pénivosti, stabiliza¢nimi vlastnostmi (van Koningsveld, 2001;
van Koningsveld et al., 2002) a emulga¢nimi vlastnostmi (Ralet and Gueguen, 2000).

V prosinci roku 2013 byl zapsan bramborovy protein firmy Solanic do Natizeni
Evropské unie jako produkt vhodny pro €ifeni vina, tedy zjemniovani trpkosti vina sraZenim
bilkovin s tiislovinami ve viné¢ obsazenymi (Gambuti et al., 2012). Pfidal se tak k proteinu
Z pSenice a hrachu, které se do této doby pro tento ucel pouzivaly.

2.7.2. Zemédélstvi

Proteinové koncentraty z brambor se pouzivaji ve vyzivé selat, skotu, drlibeze,
domacich zvitat i v systému akvakultur a pro kazdy druh téchto zvifat produkuje danska firma
AKYV Langholt krmné smési s idealnim pomérem zivin s ohledem na druh, stafi, kondici a
uzitkovy smér zvirat (Anonym 4, 2016). Ve stejném odvétvi podnika i francouzska firma
Roquette (Anonym 5, 2016), danska firma KMC (Anonym 6, 2016) a rakouska firma Agrana
Starke GmbH — Wek Gmiind (Anonym 7, 2016).

Ve studii Jin et al. (2008) byl prokazan antimikrobidlni vliv bramborovych bilkovin
(odrtida Gogu Valley) na nezadouci stievni mikrofloru selat in vivo a v budoucnosti by tak mohl
nahradit nyni pouzivana antibiotika, resp. fesit situaci, kdy je pouzivani antibiotik ve vykrmu
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hospodarskych zvirat omezovano. Podobna studie byla provedena i na brojlerech (Ohh et al.,
2009).

Dalsi vyuziti nachazi proteinové koncentraty z brambor v podob¢ hnojiv v ekologickém
zemédé€lstvi, jako zdroj materiadlu pro vyrobu biopaliv (Karup Kartoffelmelfabrik, Denmark,
2007; Fang, Boe, Angelidaki, 2011) a v souvislosti s antimikrobialnim potencialem hlizovych
bilkovin se uvazuje i o pouzivani téchto izolata (PI-2) v ochrané rostlin pied zavaznymi sktdci
zem&delskych plodin (Max-Planck-Gesellschaft zur Forderung der Wissenschaften e.V., EP
2918281 Al).

2.7.3. Kosmeticky pramysl

V kosmetickém primyslu by mohly mit uplatnéni vyrobky s obsahem PI-2, které by
v produktech plnily funkci tzv. anti-aging slozek a slozek s funkci pro béleni pleti (Max-Planck-
Gesellschaft zur Forderung der Wissenschaften e. V., EP 2918281 Al). Firma Solanic, dcefina
firma nizozemské spolecnosti Avebe, se zabyvala i produkci bramborovych bilkovin pro
¢i ubrouscich, které prechazi podrazdéni pokozky u dospélych i u déti (Anonym 8, 2007). Tyto
bilkovinné izolaty byly k dispozici ve form¢ prasku s obsahem proteinu vice nez 90 — 95 % ¢i
v tekuté form¢ s obsahem proteinu vice nez 15 — 20 %.

Dalsi moznosti je vyuziti inhibitord proteas v lokalnich pfipravcich pro eliminaci
zépachu pfi poceni, tzv. deodoranti (Bayer Aktiengesellschaft, US 3950509 A). Diky
obsazenym inhibitorim proteas, které slouzi ve vySe uvedenych pfipravcich i jako pftirodni
emulgatory, dochézi k eliminaci chemickych slozek v ptfipravku s vyuZzitim obnovitelnych
neolejovych slozek.

2.7.4. Medicina

S inhibitory proteas by mohlo byt poc¢itano do budoucnosti i jako s cennymi izolaty
vyuzivanymi pii 1é¢bé nékterych druhti nadorovych onemocnéni ¢i v 16¢bé nadvahy (Sun et al.,
2013; Komarnytsky, Cook, Raskin, 2011; Peters et al., 2011) a dermatitid (Berger et al., 2012;
Ruseler-van Embden et al., 2004; Selitrennikoff, 2001). V roce 2015 byla publikovana
patentova piihlaska (Max-Planck-Gesellschaft zur Forderung der Wissenschaften e.V., EP
2918281 Al), kterd se zabyva predstavenim inhibitord proteas odvozenych od inhibitort
proteas hliz bramboru, které mohou byt pouZity jako prostfedky pro 1é€bu osteoporozy, alergii,
bronchialniho astmatu, viru HIV ¢i Alzheimerovy choroby, nebot’ tyto bilkoviny jsou schopny
inhibovat katepsin K, 5-lipoxegenasu, HIV-proteasu a lidskou -secretasu.
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3. Cile a hypotézy prace

Cile prace:

Studium antimikrobiélnich aktivit bilkovin a peptidii ziskanych z hliz riznych genotypt
brambor rodu Solanum spp. formou sledovani a studia inhibice ristu mycelia fungalnich
patogenti.

Optimalizace testovani antimikrobialnich aktivit zkoumanych skupin bilkovin a peptidii
a jejich frakci na vybranych druzich mikrobialnich patogenii (patogenni houby vs.
bakterie).

Optimalizace izolacnich postupt pro jednotlivé skupiny bilkovin a/nebo jejich frakci.

Hodnoceni zakladnich biochemickych vlastnosti a aktivit bilkovin a peptida.

Studium a optimalizace metod izolace a purifikace skupin extracelularnich bilkovin
Z hliz bramboru Solanum tuberosum L.

Na zakladé dostupnych literarnich informaci byly navrzeny nasledujici hypotézy:

Antimikrobidlni aktivity bilkovin a peptidi se vzajemné 1iSi v zavislosti na pouzitém
genotypu brambor rodu Solanum spp., ze kterych byly ziskany (napft. evropské kulturni
odridy vs. brambory péstované v piivodni domoving).

Stejné skupiny bilkovin a peptidi izolované z hliz brambor rodu Solanum spp. ptisobi
riznou mirou inhibice riistu na jednotlivé druhy mikrobidlnich patogenti.

Antimikrobidlni aktivita izolovanych bilkovin a peptidii se 1isi v zavislosti na pouZzité
metodé¢ izolace a nasledném zplisobu modifikace izolovanych bilkovin a peptidd.

Jednotlivé skupiny bilkovin a jejich frakce vyzaduji optimalizaci izolaénich postupt
Vv zavislosti na biochemickych vlastnostech jednotlivych skupin bilkovin a peptidu.
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4. Vysledky

4.1. Recenzované publikace

4.1.1. Charakteristika a potencial vyuziti antimikrobialnich proteini a peptidii bramboru
(Solanum tuberosum L.)

Brambor hliznaty patii mezi svétové vyznamné hliznaté okopaniny a z hospodaiského hlediska
patii i k nejvyznamnéj$im zemédélskym plodindm. Chemické slozeni hliz s vysokym obsahem
vody a sacharidu fadi brambor mezi plodiny s vysokou nachylnosti k napadeni bakteridlnimi
patogeny, houbovymi patogeny i patogeny virového ptivodu. V celém rostlinném téle jsou pak
jak konstitutivné, tak i indukované syntetizovany proteiny a peptidy jako reakce obrannych
mechanismu rostlin na poranéni nebo napadeni témito patogeny ¢i predatory. Antimikrobialni
peptidy a proteiny kulturniho druhu bramboru hliznatého jsou heterogenni skupinou proteini,
jejichz klasifikace se provadi predevSim dle spole¢nych biochemickych vlastnosti. Diky
ujasnéni a utfidéni specifickych biochemickych vlastnosti jednotlivych skupin proteinti a
peptidt bramboru hliznatého je usnadnéna jejich klasifikace do jednotlivych tfid a nasledné
jsou stanovovany a optimalizovany metody izolace a pfipadného vyuZzivani proteint a peptidi
V praxi, napt. pouziti inhibitord proteas v zemédélskych biotechnologiich v procesu zvySovani
resistence zem&d&lskych plodin, ¢i vyuziti v krmivarském a potravinaiském pramyslu nebo
Vv riznych oblastech humanni i veterindrni mediciny.

Kompletni informace vztahujici se k této problematice jsou shrnuty v publikaci:

Bartova V., Barta J., Kamenova A., Staiikova A., Curn V. (2012): Charakteristika a potencial
vyuziti antimikrobialnich proteini a peptida bramboru (Solanum tuberosum L.), Chemické
Listy, 106: 365-372.
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1. Uvod

Antimikrobialni proteiny a peptidy (Antimicrobial
Proteins; AMPs) rostlin jsou specifické stresové proteiny,
které maji schopnost omezovat az zcela inhibovat rust
mikroorganismi’. Vétsina AMPs byla identifikovana jako
peptidy o malé az velmi malé molekulové hmotnosti,
s bohatym zastoupenim cysteinu ve své struktufe, které

5%

n

vykazuji konstitutivni i indukovanou expresi’. Antimikro-
bialni aktivita proteint je chapana v $irSim smyslu a neo-
mezuje se pouze na antibakterialni aktivitu (inhibice rustu
bakterii), ale byvaji do této skupiny zahrnuty také antifun-
galni proteiny (inhibice rustu hub) a ¢asto zjednodudené
také protemny s antivirovou aktivitou. Byly popsany 1 pro-
teiny, které vykazuji kombinovanou aktivitu — velmi typic-
kymi zastupci tzv. bifunkénich proteinii jsou rostlinné
inhibitory proteas, které vykazuji nejen negativni vliv na
rust a vyvoj bakterii, hub a v nékolika pfipadech i viru, ale
maji také schopnost inhibovat travici enzymy hmyzu —
predevsim trypsin a a-amylasu’. Studium rostlinnych pro-
teint s aktivitou vaci patogennim ¢&i potencialné patogen-
nim mikroorganismiim nabyva v posledni dobé na vyzna-
mu, nebot’ tyto proteiny nabizeji Siroké moznosti vyuziti.

2. Vyznam druhu Solanum tuberosum L.
a jeho fytopatologicka specifi¢nost

Lilek hliznaty nebo-li brambor (Solanum tuberosum
L.) patii celosvétové mezi vyznamné hliznaté okopaniny.
Z hlediska hospodarského patii spolu s pSenici, ryzi a ku-
kufici k nejvyznamnéjsim zemédélskym plodinam. Podle
udaju organizace FAO je celosvétova produkee na Girovni
315 miliontt tun hliz ro¢né a dle historickych zdroju je
druh S. ruberosum L. péstovan jako kulturni plodina jiz
vice nez 10 000 let (cit.").

Brambor patii do skupmy plodin s vysokou nachyl-
nosti k chorobam. Hlizy obsahuji znacné mnozstvi vody
a sacharidu, coz vytvafi idealni zivné médium pro rozvoj
nejriznéjsich patogenu. Phytophtora infestans patii k his-
toricky nejzavaznéjsim chorobam brambor a odhaduje se,
7e az 3,5miliard dolari roéné ¢&ni naklady spojené
s ochranou brambor proti této chorobé®. Produkce rezis-
tentnich genotypu bramboru je vzhledem k vysoké plasti-
cité patogena obtizna a studium genu rezistence, proteinu,
peptidu a dalsich latek podilejicich se na procesu patoge-
neze mohou byt kliCovymi aspekty zvySovani rezistence
novych genotypu. Z houbovych patogent lze dile jmeno-
vat Casto se vyskytujici Rhizoctonia solani zpusobujici tzv.
vlockovitost hliz bramboru, Fusarium solani jako hlavni
pficina fusariové hniloby brambor ¢i Alternaria solani
zpusobujici hnédou skvrnitost listi bramboru.

Z bakterialnich patogenu patfi k vvznamnym puvod-
cum onemocnéni Ralstonia solanacearum zpusobujici tzv.
hnédou hnilobu brambor a Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus zpusobujici bakterialni krouzkovitost
brambor. Obé tyto bakterie jsou na tizemi CR dle plamé
legislativy fazeny mezi karanténni organismy. Vzhledem
k vegetativnimu mnozeni brambor predstavuji vyznamné
zdravotni hledisko také virové choroby®.
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3. Antimikrobialni potencial proteini
izolovanych z druhu §. fuberosum L.

Informace 0 AMPs izolovanych z druhu S. ruberosum
L. jsou omezené a dostupné ve znacné roztfisténé podobé.
Kim a spol.” rozdéluji proteiny a peptidy druhu S. fube-
rosum s moznou antimikrobidlni aktivitou do tii skupin.
Prvni skupina zahrmuje hlavni hlizovy protein — globulino-
vou frakci oznacovanou také jako tuberin. Tato proteinova
frakce byla pozdéji ozna¢ena jako patatin a pod timto na-
zvem je vSeobecné znama. Druhou skupinu pfedstavuji
hlizové inhibitory proteas a tfeti skupina AMPs jsou tzv.
bramborové defensiny.

3.1. Antimikrobidlni potencial proteini
patatinového komplexu

Patatinové proteiny jsou majoritni skupina hlizovych
proteinti®. Tyto proteiny jsou homogenni skupina glyko-
proteint s molekulovou hmotnosti od 39 do 43 kDa a hod-
notou isoelektrického bodu v rozsahu pH 4.6 az 5.2 (cit.®).
Zastoupeni patatinu v komplexu extrahovatelnych bilkovin
vykazuje vysokou miru genotypové variability, ale ob-
vykle se pohybuje v rozpéti mezi 20 az 40 % (cit.'’). Pata-
tin je povazovan piedeviim za zasobni protein'', ale vzhle-
dem ke specifické enzymové aktivité této skupiny proteinu
byla vyslovena také hypotéza o mozné ucasti v obranném
systému hlizy’.

3.1.1. Biochemické vlastnosti patatinu s moznym vztahem
k obrannému systému
U patatinovych proteini byly zjistény enzymové akti-
vity, o kterych se predpoklada, ze maji vztah k stresové ¢1
obranné fyziologii hliz, nebot’ pro zasobni protein nemaji
opodstatnéni.

Aktivita nespecifické lipidacylhydrolasy

Patatinové proteiny vykazuji nespecifické hydrolaso-
vé aktivity (EC 3.1.1), tedy esterasovou aktivitu pro tvorbu
voskovych esterti i pro deacylace lipida'?. Teorie tykajici
se fyziologické role LAH aktivity patatinu v obranném
systému hlizy zahrnuje dvé hypotézy, které uvadi Pots’.
Podle jedné z nich se LAH aktivita patatinu podili na uvol-
néni mastnych kyselin pfi poskozeni burniky napadené rost-
liny. Mastné kyseliny jsou nasledné oxidovany lipoxyge-
nasami, coz vede ke vzniku cytotoxickych oxidovanych
mastnych kyselin. LAH aktivita mé také za nasledek tvor-
bu ve vodé nerozpustnych vosku, které zabranuji Sifeni
patogena v rostliné. Podle teorie, kterou uvadi Strickland
a spol.”*, plisobi LAH aktivita patatinu na invasivni orga-
nismy piimou inhibici. pravdépodobné narusenim integrity
bunéénych stén. Zadna zuvedenych teorii nebyla nikdy
pfimo potvrzena.

Aktivita cytosolové fosfolipasy A, a A,

Patatin také vykazuje aktivitu cytosolové fosfolipasy
A, a A, (PLA,: PLA, aktivita: EC 3.1.1.4). Aktivita fosfo-
lipasy A, je vy35i, a proto je patatin oznacovan jako enzym

Referat

s PLA,; aktivitou. PLA, je lipolyticky enzym, ktery kataly-
zuje hydrolyzu esterové vazby mastnych kyselin v pozici
sn-2 u diacylfosfolipidii. Vyrazna PLA, aktivita byla za-
znamenana piedevsim pii pouziti substratu fosfatidylcholi-
nu s linolovou kyselinou navazanou v pozici sn-2. Vy-
znamna je zavislost aktivity PLA, na pH prostiedi.
V rozsahu hodnot pH 7.5 az 9.0 byla zaznamenana nej-
vyssi aktivita; pii poklesu hodnoty pH pod 7.0 byla aktivi-
ta minimalni. Tento vztah naznacuje, ze PLA, aktivita
patatinu je v rostliné regulovéna jeho lokalizaci'’. Patatin
je neaktivni, pokud se naléza ve vakuolach rostlinnych
bunék, kde prevlada kyselé pH. Pokud je vlivem poskoze-
ni bunék uvolnén z vakuol a transportovan do cytosolu,
dostava se do zasaditého prostiedi a stava se aktivnim.
PLA, aktivita patatinu je indukovana piitomnosti Ca*"
a predpoklada se, ze na aktivaci PLA, aktivity ma také
podil protein kinasa'. Fyziologicka funkce rostlinnych
fosfolipas spociva ve schopnosti odstépovat
z membranovych fosfolipidi nenasycené mastné kyseliny;
u rostlinnych bunék se uvoliuje linolova kyselina nebo
linolenova kyselina. Uvolnéné mastné kyseliny slouzi jako
signalni latky vedouci k expresi ,obrannych* genu'®.
Ucast PLA, na signalni transdukei vyvolavajici rezistentni
reakei v bramborovych bunkach pii inokulaci inkompati-
bilni rasou houbového patogena P. infestans. nebo pii kon-
taktu s elicitorem stén hyf tohoto patogena byla potvrzena
v préci Senda a spol "’

Aktivita kyselé p-1.3-glukanasy

Z hliz bramboru byl také izolovan enzym s aktivitou
kyselé p-1.3-glukanasy (GLU-40; EC 3.2.1.39), ktery byl
nasledné identifikovan jako patatin'®. Proteiny s f-1.3-
-glukanasovou aktivitou patii mezi velmi typické PR pro-
teiny rostlin majici schopnost vazat se na bunécéné stény
hub a degradovat je, a tim omezit rist houbovych organis-
mi'’. Obdobny mechanismus Ize predpokladat i u patatino-
vych proteinu, prestoze toto nebylo nikdy pfimo potvizeno.

Aktivita f-1.2-xylosidasy

Posledni enzymovou aktivitou, ktera byla detegovana
u patatinu je aktivita B-1.2-xylosidasy (EC 3.2.1.37). Izo-
lovany enzym byl identifikovan jako patatin az na zakladé
charakterizace biochemickych vlastnosti — molekulova
hmotnost v rozsahu 39-40 kDa, pH pro optimalni aktivitu
4.0-4.5 (teplota 50 °C) a vysoka homologie N-koncové
sekvence polypeptidu s patatinem. p-1,2-Xylosidasa uvol-
fiuje z N-glykani xylosidasové molekuly vazané fB-1.2
vazbou na f-mannosu. Podstata fyziologické funkce f-1.2
--xylosidasy v hlizach je neznama, ale predpoklada se jeji
Gicast na obranném mechanismu hliz*’.

3.1.2. Antimikrobialni aktivita patatinovych proteinit
Informace tykajici se prokazaného antimikrobialniho
pusobeni patatinu jsou velmi omezené. U patatinovych
proteinu, resp. isoforem patatinovych proteinii vykazuji-
cich p-1.3-glukanasovou aktivitu, je popsana schopnost
inhibice kli¢eni zoospor patogena P. infestans *"*** — pata-
tin izolovany z hliz rezistentniho genotypu vykazoval az
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70% inhibici kliceni zoospor P. infestans pii koncentraci
2.5 pgml™ (cit.*?). Vztah patatinu k obrannému mechanis-
mu viéi tomuto patogenu doklada také odlidny zpusob
exprese proteinii patatinového komplexu u rezistentni
a nachylné odrudy — mnozstvi f-1,3-glukanasy detegované
v hlizach rezistentni odridy po 14 hodinich od inokulace
kompatibilni rasou P. infestans dosahuje az tyinasobné
koncentrace oproti nachylné odridé; po 72 hodinich lze
zaznamenat indukci syntézy patatinu i ve stoncich®.

3.2. Antimikrobialni potencial inhibitoru proteas
hliz bramboru

Pf1 napadeni rostliny produkuji patogenni organismy
hydrolasy, které usnadiuji pronikani patogena do rostlin-
nych bunék. K nejvyznamnéjsim hydrolasam tohoto typu
patii aktivni extracelulami proteinasy, které se podileji na
degradaci pektino-proteinového komplexu bunéénych stén
rostlin. Logickym obrannym mechanismem rostlin je
schopnost syntézy inhibitoru proteas, které aktivitu proteas
snizuji nebo zcela inhibuji®. Nejvyznamnéjsi patogen
brambor, P. infestans. produkuje extracelulami serinové
proteinasy. Infekce hliz timto patogenem je logicky dopro-
vazena kumulaci serinovych inhibitori proteas s Mr
vrozsahu 20 a7 25kDa (cit.**). Inhibitory proteas tvori
v hlizach bramboru velmi rozsdhlou skupinu (az 40 %
viech extrahovatelnych proteini hliz) s vysokou mirou
strukturni i funkéni variability®.

Tabulka I

Referat

3.2.1. Klasifikace inhibitorii proteas hliz bramboru a jejich
biochemiclké vlastnosti

Inhibitory proteas hliz bramboru se 1151 svou moleku-
lovou hmotnosti. aminokyselinovym slozenim. hodnotou
pl a inhibiéni aktivitou™. Nejcast&ji jsou proteasové inhi-
bitory klasifikovany dle aminokyselinového zbytku
v aktivnim misté na 1) serinové inhibitory proteas (serin ¢1
histidin v aktivnim miste); 2) cysteinové inhibitory proteas
(cystein v aktivnim misté); 3) aspartatové inhibitory prote-
as (aspartat v aktivnim misté) a 4) metalloproteasové inhi-
bitory (kovové ionty v aktivnim misté)*®. Pro inhibitory
proteas hliz bramboru se v sou¢asné dobé uplatnuji dva
klasifikac¢ni systémy. Stardi systém déli hlizové inhibitory
proteas do i skupin®’. Prvni skupinu tvofi bramborovy
inhibitor I (PI-1: serinovy inhibitor, pentamer, 40 kDa);
druhou bramborovy inhibitor IT (PI-II, serinovy inhibitor,
dimer) a konec¢né tfeti predstavuji inhibitory proteas
o hmotnosti 20 a 22 kDa, které 1ze dale rozlisit na inhibito-
ry proteas Kunitzova typu. inhibitory cystemovych prote-
as, mhibitory aspartatovych proteas a inhibitor karboxy-
peptidasy’. Detailnéjsi klasifikaéni systém déli hlizové
inhibitory proteas do sedmi tiid dle jejich molekulové
hmotnosti, stavby molekuly, hodnoty isoelektrického bodu
a poctu sulfidickych mustki v molekule, jak je uvedeno
v tabulce T (cit.*).

Schopnost inhibovat travici proteasy hmyzu predurcu-
je tyto proteiny k insekticidnimu pusobeni. Pfesto inhibito-
ry proteas hliz bramboru jsou povazovany 1 za zasobni

Zakladni vlastnosti inhibitort proteas hliz bramboru dle klasifikaéniho systému**

Skupina MW pl Klasifikace Inhibované enzymy
Bramborovy inhibitor proteas I 7.7-7.9 kDa pentametr pH 5,1-7.8  serinovy inhibitor  trypsin
(PI-1; Potato inhibitor T) 8 isoforem chymotrypsin
Bramborovy inhibitor proteas II 10,2 kDa pH 5.5-6,9  serinovy inhibitor  trypsin
(PI-2: Potato inhibitor IT) dimer chymotrypsin

7 isoforem
Bramborovy cysteinovy 20,1-22,8 kDa pH 5.8-9.0  cysteinovy papain
inhibitor proteas (PCPI, Potato 6 inhibitoru inhibitor trypsin
Cystein Protease Inhibitor) chymotrypsin
Bramborovy aspartatovy 19,9-22.0 kDa pH 6.2-8.7  aspartatovy cathepsin D
inhibitor proteas (PAPI, Potato 6 inhibitoru inhibitor trypsin
Aspartyl Protease Inhibitor) chymotrypsin
Bramborovy inhibitor Kunitzova 20,2 kDa pH 8,0-9,0  serinovy inhibitor  trypsin
typu (PKPI, Potato Kunitz 2 inhibitory chymotrypsin
Protease Inhibitor)
Ostatni serinové inhibitory (OSPI, 21,0 a21.8 kDa pH 7.5-8,8  serinovy inhibitor  trypsin
Other Serine Protease Inhibitor) 2 inhibitory chymotrypsin
Bramborovy karboxypeptidasovy 4.3 kDa pH metalloproteaso- karboxypeptidasa A

inhibitor proteas (PCI, Potato
Carboxypeptidase Inhibitor)

vy inhibitor
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proteiny; u fady znich byla prokazana antimikrobialni
¢innost a byla u této skupiny proteinu popsana také induk-
ce jejich syntézy na zakladé pusobeni fady abiotickych
ibiotickych faktord’. Jako piiklad Ize uvést kumulace
inhibitorti chymotrypsinu v hlizach bramboru po jejich
infekei patogenem P. infestans — konkrémé se jednalo
o kumulaci proteini o molekulové hmotnosti 21, 22
a 23 kDa. Tyto proteiny byly pozdéji identifikovany jako
serinové inhibitory proteas Kunitzova typu a oznaceny
jako PSPI-21 a PSPI-22. Protein o velikosti 23 kDa byl
charakterizovan jako cysteinovy inhibitor proteas a ozna-
en jako PCPI-23 (cit.”®). Kli¢ovym faktorem kumulace
inhibitort proteas je pravdépodobné arachidonova kyseli-
na, ktera je produkovana patogenem P. infestans a je vy-
znamnym elicitorem obranné reakce brambor.

3.2.2. Antimikrobidlni viastnosti inhibitorii proteas hliz
bramboru

Antimikrobialni aktivita inhibitorti proteas hliz bram-
boru byla doposud popsana pouze u nékolika malo zastup-
cu. Hlizové inhibitory proteas Kunitzova typu patii
k nejvyznamnéj$i skupiné. Jak jiz bylo uvedeno. pfi napa-
deni hliz patogenem P. infestans byla zjisténa kumulace
inhibitorti Kunitzova typu s oznacenim PSPI-21, PSPI-22,
PCPI-23 a PKSI (cit.”).

Inhibitor PSPI-21 je tvofen dvéma polypeptidovymi
fetézei o velikosti 16,5 a 4,5kDa a vykazuje inhibi¢ni
aktivitu vuéi trypsinu, chymotrypsinu a elastase. Protein
PKSI je tvofen pouze jednim polypeptidovym fetézcem
o velikosti 21 kDa a je aktivni viéi subtilisinu Carlsberg™.
Obdobné proteiny PSPI-22 a PCPI-23 jsou tvofeny jednim
polypeptidovym fetézcem o hmotmosti 22 a 23 kDa (cit.”%).
Zatimco inhibitor PSPI-22 inhibuje trypsin a chymotry-
psin, PCPI-23 vykazuje aktivitu pouze vuél papainu.
U inhibitoru (PSPI-21, PSPI-22 a PKSI) byl zjistén pru-
kazny inhibi¢ni vliv na rust hyf a kli¢eni zoospor patogena
P. infestans: mhibitory PSPI-21 a PKSI vykazovaly
in vitro inhibiéni G¢inky na rust mycelia a kliceni konidii
houby Fusarium culmorum®.

Ke skupiné hlizovych inhibitori Kunitzova typu prav-
dépodobné nalezi také protein oznac¢eny jako AFP-J (Mr =
13,5 kDa; inhibice trypsinu, chymotrypsinu a pepsinu),
ukterého byla zjisténa silna aktivita vuci kvasinkam C.
albicans. Trichosporon beigelii a Saccharomyces cerevisi-
ae. Antifungalni aktivita nebyla u tohoto proteinu zazna-
menana®.

N-Koncova sekvence peptidu oznaceného jako Potide-G
naznacuje, e i tento peptid patii do skupiny inhibitort
proteas Kunitzova typu. Jedna se maly peptid (Mr =
55789 Da) s pozoruhodnou termostabilitou®’. Inhibicni
aktivita byla popsana vaéi trypsinu, chymotrypsinu a papai-
nu. Antimikrobialni aktivita peptidu Potide-G zahrnuje bak-
terialni (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, C. michiganensis subsp. michiganensis)
i houbové (C. albicans. R. solani) patogeny. U tohoto pep-
tidu se také predpoklada antivirovy uc¢inek — Potide-G byl
izolovan z hliz odrudy Golden valley, ktera se vyznacuje
vysokou mirou polni rezistence viii viru Y (cit.*").

Referat

Geny koédujici inhibitory proteas Kunitzova typu
v hlizach bramboru se déli do tifi homogennich tfit
s oznadenim A, B a C (cit.**). Antifungalni aktivita, kon-
krétné vuci houbovému patogenu Fusarium monniliforme,
byla zaznamenana u homogenni skupiny A a B (cit.*®).

Inhibitor karboxypeptidasy (PCI) pfedstavuje nejmen-
§i inhibitor proteas (4.3 kDa; 39 aminokyselinovych zbyt-
ki) hliz bramboru vykazujici vysokou miru termostabili-
ty*. U tohoto peptidu byla zjisténa silna antifungalni akti-
vita vaél vyznamnym patogenum ryze Fusarium verticilli-
oides a Magnaporte oryzae a z tohoto duvodu byl gen pci
vyuzit pro transgenozu ryze. Rostliny syntetizujici hlizovy
inhibitor karboxypeptidasy vykazovaly zvysenou rezisten-
¢l vi¢i zminénym patogenum ryZe i vaéi hmyzim skud-
ctim Chilo suppressalis a Spodoptera littoralis™.

Ke skupiné inhibitori proteas pravdépodobné patii
i skupina extracelularnich hlizovych proteint o nizké mo-
lekulové hmotnosti, které popisuji Rymareva a spol.*.
Extracelurani protein ziskany z hliz odrady nachylné vuci
C. michiganensis subsp. sepedonicus obsahoval proteiny
o velikosti 13, 12 a 11 kDa: u odolné odriidy byl zazname-
nan navic vyskyt proteini o velikosti 21,5 a 19,5 kDa.
Proteinovy extrakt odolné odrudy také vykazoval vyrazné
intenzivnéj§i inhibi¢ni aktivitu vuci patogenu C. michi-
ganensis subsp. sepedonicus.

3.3. Antimikrobidlni potencial defensinu a ostatnich
proteinu

Rostlinné defensiny jsou variabilni skupinou malych
proteint/peptida bohatych na cystein. Mechanismus u¢in-
ku téchto obrannych proteint neni zcela znam®. Defensiny
izolované z hliz bramboru jsou charakterizovany pouze
Castecné bez presné znalosti mechanismu jejich pusobeni.
Do skupiny bramborovych defensinu jsou fazeny proteiny/
peptidy Snakin-1 (StSN1), Snakin-2 (StSN2). pseudothio-
nin bramboru (StPthl) a defensiny DL1 a DL2 (cit.”).

3.3.1. Antimikrobidlni aktivita a charakteristika defensinii

Bramborovy pseudothionin (StPthl) vykazuje antimi-
krobialni aktivitu vici vyznamnym bakterialnim a houbo-
vym patogenum bramboru — mezi jinymi 1 vuéi bakterial-
nim patogenum Pseudomonas solanacearum, C. michi-
ganensis subsp. sepedonicus a Pseudomonas syringe pv.
syringe a houbovym patogenum Fusarium solani, Coleto-
trichum coccoides a Botrytis cinerea®®. Struktura tohoto
defesinu s Mr 5SkDa je tvofena 47 aminokyselinami.
U peptidu StPthl nebyla zaznamenana inhibi¢ni aktivita
vudi trypsinu a stejné tak na rozdil od ,,pravych* thionini
neovliviluje syntézu proteinu bunécéné stény a aktivitu
B-glukoronidasy. Vysoka koncentrace tohoto defensinu
byla nalezena predevsim v kvétech, hlizach a listech bram-
boru. Peptid StPthl vykazuje aktivitu vaéi zavaznému
patogenu C. michiganensis subsp. sepedonicus. Navic byla
zjiténa schopnost peptidu zptisobovat agregaci lyposonm,
coz naznacuje schopnost peptidu interagovat s membra-
novymi strukturami buiky®".
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Dalsi vyznamnou skupinou bramborovych defensinu
jsou peptidy oznacované jako snakin-1 a snakin-2. U ba-
sického peptidu Snakin-1 (StSN1) byla prokazana rozsahla
antimikrobidlni  aktivita.  Struktura peptidu  obsahuje
63 aminokyselinovych zbytku (mol. hmot. 6,9 kDa), z nichz
12 je cysteinovych a tvori 6 sulfidickych mustku. Gen
StSNI je vrostliné bramboru exprimovan konstitutivné
vruznych tkanich v pribéhu vyvoje rostliny. U tohoto
peptidu nebyla zjisténa indukce syntézy po osetfeni tkané
giberelinovou kyselinou ani v reakei na rizné abiotické
a biotické stresory. Spektrum antimikrobialniho piisobeni
StSN1 je podobny jako u peptidu StSN2(cit.*®). Pfi trans-
formaci kulturnich brambor geny StSNI druhu Solanum
chacoense byla u transgennich linii zaznamenana zvySena
rezistence vuci patogenum Pectobacterium corotovora
a R. solani®.

Snakin-2 (StSN2) je basicky peptid (pI = 9.16)
s molekulovou hmotnosti 7 kDa, jehoZ struktura je tvofena
signalnim peptidem, kyselym peptidem (pI = 3,1) a nasled-
nou sekvenci 66 aminokyselinovych zbytka. Struktura
peptidu obsahuje 12 cysteinovych zbytku a dle N-koncova
sekvence predstavuje tento peptid jednu ze tii podtiid sku-
piny snakin/GASA proteinu. V prubéhu zivota rostliny je

Tabulka IT

Referat

StSN2 exprimovan v hlizach, stoncich, kvétech a listech.
Exprese geni StSN2 nebyla detegovana v kofenech
astolonech a byla zjisténa indukce syntézy v reakel na
mechanické poskozeni a oSetfeni tkané absicovou kyseli-
nou. Exprese genu StSN2 byla na lokalni urovni zvySena
oSetfenim tkané kompatibilni rasou patogena B. cinerea
asnizena po oSetfeni virulentni bakterii Ralstonia so-
lanacearum a Pectobacterium chrysanthemi. Snakin-2
vykazuje antimikrobialni aktivitu jiz pfi velmi nizké kon-
centraci (ECs, = 1-20 pM) vuci rozsahlé skupiné houbo-
vych 1 bakterialnich patogenu — podrobnéjsi informace
jsou uvedeny v tab. II. V soucasné dobé je peptid StSN2
povazovan za vyznamnou komponentu konstitutivniho
i indukovaného obranného systému bramboru™.

Milo informaci je znamo o skupiné bramborovych
defensint s ozna¢enim DL1 a DL2 (angl. desintegrin-like).
Jedna se o skupinu peptidu, které mohou byt fylogeneticky
piibuzni s proteiny hadich jedu tzv. hadimi desintegranty
asdileji stouto skupinou proteinu nékteré z obecnych
vlastnosti’. Peptidy DL1 a DL2 byly izolovany z hliz
bramboru a u obou peptidu byla prokazana schopnost inhi-
bovat rust bakterie C. michiganensis subsp. michiganensis.
U peptidu DL2 byla zjisténa schopnost agregovat lyposo-

Inhibice vybranych bakteridlnich a houbovych organismu ptisobenim snakini StSN1 a StSN2 a defensinu StPTHI izolo-

vanych z brambor*®

Patogen Inhibiéni aktivita proteinu (ECsp) * [uM]
StSN2 StSN1 STPTH1

Bakterie
Clavibacter michiganensis 1 4 7/
Ralstonia solanacearum NA NA 25
R. solanacearum (rfa’) 30 15 25
Erwinia chrysanthemi NA NA NA
Rhizobium meliloti 8 nt NA

Houby
Botrytis cinerea 0.8 1
Fusarium solani 3 2 02
Fusarium culmorum 2 2 NA
Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans 10 13 nt
Fusarium oxysporum f. sp. lvcopersici 20 13 nt
Plectosphaerella cucumerina 10 10 10
Colletotrichum graminicola 10 20 2
Colletotrichum lagenarium 10 10 nt
Bipolaris maydis 20 20 10
Aspergillus flavus 20 20 nt

#ECs,— koncentrace G¢inné latky zpusobujici 50% inhibici cilového organismu; NA — peptid neaktivni pfi koncentraci

< 20 puM; nt — varianta nebyla testovana
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my, coz naznacuje schopnost tohoto peptidu interagovat
s bunéénymi  membranami inhibovanych bakterialnich
bunék: v pripadé peptidu DL1 schopnost agregace lyposo-
mu zjisténa nebyla a mechanismus éinku tohoto peptidu
ZUstava neznamy.

3.3.2. Charakteristika ostatnich antimikrobidlnich
proteinii druhu S. tuberosum

Prevazujici ¢ast izolovanych proteini druhu S. tube-
rosum, u kterych byla popsana antimikrobialni aktivita,
byla uvedena v predchozich ¢astech. Z hliz €1 jinych casti
rostlinného téla druhu S. tuberosum byly izolovany také
proteiny. které nelze fadit k zadné z jiz uvedenych skupin,
pfesto je ale nutné se o nich zminit.

Z listit bramboru byl izolovan protein oznaceny jako
AP,, ktery vykazoval inhibiéni aktivitu vuci péti patova-
ram bakterialniho patogena R. solanacearum a houbovym
patogenum Alternaria solani, R. solani. Molekulova hmot-
nost proteinu je 32 kDa a na zakladé analyzy ¢cDNA byla
zji$téna piitomnost 343 aminokyselin. Protein obsahuje C-
koncovou doménu, kterd ma schopnost vazby na ATP
a aminokyselinova sekvence N-konce proteinu vykazuje
58% podobnost s kyselou fosfatasou izolovanou z druhu
Mesorhizobium loti. Pfedpoklada se, Ze funkce AP, protei-
nu ma souvislost s fosforylaci a energetickym metabolis-
mem rostliny’’. Potencial z pohledu vyuziti v genovém
inzenyrstvi ma bramborovy lektin, oznac¢ovany jako Sola-
num tuberosum agglutinin (STA). Bramborovy lektin je
chimericka, na chitin se vazajici bilkovina skladajici se
z lektinové a glykoproteinové domény bohaté na hydroxy-
prolin*'. Hmotost bramborového lektinu v nativnim stavu
je 100 kDa, pricemz hmotnost sacharidické slozky predsta-
vuje 50 % (w/w)*. Doposud byla popsana schopnost lekti-
nu inhibovat rust hyf a kli¢eni spor hub Trichoderma viri-
de a B. cinerea®.

Nedavno byla popsana antimikrobialni a proteolyticka
funkce rostlinnych aspartatovych proteas (APs)*. U druhu
S. tuberosum byly identifikovany tf1 aspartatové proteasy.
z nichZ jedna byla izolovana*® z hliz (StAP1) a dvé z listii
(StAP2 a StAP3). Purifikace a charakterizace byla prove-
dena u proteini StAPI a StAP3, které oba maji extracelu-
lami lokalizaci a jsou syntetizovany indukované v reakci
na bioticky 1 abioticky stres. Zminované proteiny pravdeé-
podobné sehravaji kli¢ovou roli v obrané vuci P. infestans.
nebot’ oba vykazuji velmi silny. inhibiéni uéinek na kli¢eni
zoospor P. infestans a konidii druhu F. solani**. Podstatou
mechanismu u¢inku proteini StPA je pravdépodobné je-
jich schopnost interakce s povrchem spor a hyf zminova-
nych patogenu a nasledné zvyseni permeability bunéénych
membran®. Molekulovd hmotnost aspartatové proteasy
izolované z listt bramboru je 40 kDa; jedna se o mono-
merni glykoprotein s hodnotou optimalniho pH kolem 3,
ktery je inhibovan pepstatinem®. Vlastnosti aspartatoveé
proteasy izolované zhliz jsou podobné — molekulova
hmotnost glykoproteinu 40 kDa, monomerni struktura,
optimalni pH 4-5 a inhibice pepstatinem®’.
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4. Praktické aspekty vyuziti antimikrobialnich
proteinu druhu S. tuberosum

Proteiny ¢i peptidy s antimikrobidlni aktivitou maji
Siroké moznosti uplatnéni zahrnujici oblasti humanni
iveterinarni mediciny (Ié¢ba houbovych, kvasinkovych
a bakterialnich chorob, sterilizace nemocni¢niho a chirur-
gického materialu), potravinaisky prumysl (napi. konzer-
vace potravin, produkce obalovych materiali nové genera-
ce) ¢1 oblasti zemédélskych biotechnologii pii tvorbé no-
vych genotypu zemédélskych plodin se zvySenou rezisten-
¢i via¢i klicovym patogenim'~.

Inhibitory proteas hliz bramboru patii k proteinové
frakei. u které muzeme predpokladat nejsirsi varianty vyu-
ziti. Potencial uplatnéni inhibitori proteas hliz bramboru
pii lécbé riznych onemocnéni bylo jiz diive shrnuto®.
Jako priklad lze uvést hlizovy inhibitor karboxypeptidasy,
ktery je dosud jediny znamy inhibitor lidského epidermal-
niho ristového faktoru (EGF). EGF spolu s receptorem
(EGFR) tvoii soucast nékterych aspekti vyvoje nadoru®.
Antikarcinogenni uc¢inky byly taktéz popsany u hlizovych
inhibitorti PI-1 a PI-2 (cit.>").

Hlavni smér vyuziti antimikrobidlnich proteinu hliz
bramboru lze spatfovat ve zvySovani rezistence zemedel-
skych plodin prostfednictvim zemédélskych biotechnologii
nebo slechtitelskych postupti — napf. Gispésné vyuziti geni
pei (geny mhibitoru karboxypeptidasy) pro tvorbu GMO
ryZe se zvySenou odolnosti vi¢i patogenum F. verticillio-
ides a M. oryzae™. Potencial markert rezistence pro lech-
téni druhu S. fuberosum ma fada popsanvch proteini
s prokazanou antibakterialni ¢i antifungalni aktivitou —
napf. patatin izolovany zrezistentni odrudy vykazoval
vy&si miru inhibice klideni spor patogena P. infestans™;
extracelularni protein (pravdépodobné skupina inhibitoru
proteas) izolovany z genotypu s prokdzanou rezistenci vaci
bakteridlnimu patogenu C. michiganensis subsp. sepedo-
nicus obsahuje proteiny, které u nachylnych odrid naleze-
ny nebyly**; protein Potide-G (inhibitor proteas Kunitzova
typu) byl dosud izolovan pouze z hliz odrudy Golden vall-
ey, ktera se vyznacuje vysokou mirou polni rezistence vuéi
viru Y (cit.*").

5. Zavér

Antimikrobialni proteiny a peptidy kulturniho bram-
boru (Solanum tuberosum L.) byly dosud detegovany ve
vétsing casti rostlinného téla, ale nejcastéji jsou izolovany
zhliz a listi. Jedna se o heterogenni skupinu proteinu,
kterou lze klasifikovat dle spoleénych biochemickych
vlastnosti do ¢tyf skupin. Prvni skupinou je komplex pata-
tinovych protein, u nichz byla dosud popsana schopnost
inhibice kliceni spor patogena P. infestans. Druhou skupi-
nou jsou inhibitory proteas, a to zejména inhibitory proteas
Kunitzova typu, u kterych byla popsana riznoroda antifun-
galni 1 antibakterialni aktivita. Tieti skupinou jsou tzv.
bramborové defensiny, jejichz spole¢nym znakem je struk-
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tura malych peptidu bohatych na cystein. A kone¢né po-
sledni skupina zahrnuje proteiny vykazujici antimikrobial-
ni aktivitu, které nelze piitadit k zadné z predchozich sku-
pin, at’ jiz z divodu neexistence podobnosti ¢i nedostatec-
nému mnozstvi informaci o téchto proteinech. Jedna se
napi. o AP, protein izolovany z listi nebo velmi perspek-
tivni skupinu aspartatovych proteas. Potencial vyuziti anti-
mikrobialnich proteinu druhu Solanum tuberosum je $iro-
ky. zahrujici oblasti veterinarni a humanni mediciny
iuplaténi v zemédélskych biotechnologiich pii produkei
genotypt plodin se zvySenou rezistenci viiéi patogennim
organismuim.

Referat vznikl vrdmei Feseni projektu GACR
522/09/1693, GAJU 064/2010/Z a vyzkumného zaméru
MSM 6007665806.
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V. Bartova, J. Barta, A. Kamenova, A. Stankova,
and V. Curn (Deparmment of Plamt Production and
Agroecology. Faculty of Agriculture, University of South
Bohemia, Ceské Budgjovics): Characterizticz of Potato
Antimicrobial Proteins and Peptides and Their Appli-
cation Potential

The review 15 focused on antimucrobial proteins and

ides 1solated from cultivated potatoes (Solamum tu-
berosum L.). The heterogenous zroup of specific protemns
can be divided mto four classes. The first 15 formed by
patatin proteins which inhubit zoospore germination of the
potato key pathogen Plyrophtora infestans. The second
class involves protease miubitors mainly of the Kumtz
type, which exhubit 2 wide range of antifunzal and antibac-
terial activities. The third class contains potato defensins,
small cyseane-nch peptides that axe active agamst patho—
gens such as Pseud wm, Clavibact.
michiganensis subsp. sepedonicus and Pseud
ringe pv. syringe. 'anomﬁclasam:}udesﬁmmhcm
al proteins that could not be classified into any of the men-
tioned classes. The AP, protein 150lated from potato leaves
or perspective aspartic proteases isolated from both potato
tubers and leaves belong to this class. The apphcation po-
tentials of potfato antimucrobial protems and peptides are
utilized m agncultwal biotechnologies for creating re-
sistant GMO genotypes of cultivated crops.
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4.1.2. Antifungalni potencial nizkomolekularnich proteinii a peptidi hliz bramboru
(Solanum tuberosum L.) izolovanych z hlizové vody

Hlizova voda je vedlejsSim produktem primyslového zpracovani brambor pro vyrobu
bramborového Skrobu, po jehoz odstranéni ziistdva v susiné (max. 5 az 6 %) pomérné vysoky
obsah nevyuzitych hodnotnych proteint (kolem 27 %) a peptidt (kolem 4 %). Takto ziskana
hlizova voda je smési priimyslovych odriid bramboru hliznatého péstovanych prave pro ucely
ziskani skrobu. N¢které ze skupin inhibitort proteas se vyznacuji vysokou termostabilitou a
antifungalni aktivitou pii zpracovani za vysokych teplot. Tyto vlastnosti byly vyuzity pii izolaci
téchto skupin proteinit z hlizové vody a potencial jejich antifungalnich G¢inkt byl ovéfen na
fytopatogennich houbach Fusarium solani a Fusarium oxysporum sledovanim a hodnocenim
vlivu ucinnych latek na inhibici ristu mycelia téchto mikroskopickych hub.

Kompletni informace vztahujici se k této problematice jsou shrnuty v publikaci:

Kamenova A., Bartova V., Barta J. (2011): Antifungélni potencial nizkomolekularnich
proteint a peptidu hliz bramboru (Solanum tuberosum L.). Uroda - védecka pfiloha, 12: 213-
216.
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ANTIFUNGALpgi PQTENCIAL NiZKOMOLEKULARNICH PROTEINU
A PEPTIDU HLiZ BRAMBORU (SOLANUM TUBEROSUM L.)

Antifungal potential of low molecular proteins and peptides gained from
potato tubers (Solanum tuberosum L.)

Kamenova A., Bartova V., Barta J.

Jihoceska univerzita v Ceskych Budéjovicich, Zemédélska fakulta

Abstrakt

Piispévek se zabyval antifungalnimi u¢inky skupiny termostabilnich proteinii a peptidi s pievahou
inhibitorti proteas, které byly izolovany z hlizové vody (vedlejsi produkt primyslového zpracovani
brambor na skrob, odridova smeés Solanum tuberosum 1.). Proizolaci proteini byla vyuzita
kombinace snizeni pH a vysoké teploty (100°C). Izolované proteiny byly detekovany analyzou SDS-
PAGE na peptidovém gelu v oblasti od 6 do 17 kDa. Majoritni podil téchto proteinti byl v oblasti
17 kDa a dal$i vyrazny band byl zaznamenén v oblasti okolo 6,5 kDa. Testovany vzorek byl aplikovan
v riznych koncentracich ke tfem kmentm fytopatogenni houby Fusarium solani a ke dvéma kmeniim
fytopatogenni houby Fusarium oxysporum. Byl zaznamenan inhibi¢ni u¢inek na tyto kmeny hub u
vsech testovanych koncentraci G¢inné latky.

Klicova slova: hlizova voda, Solanum tuberosum L., antifungalni aktivita, inhibitory proteas

Abstract

The contribution deals with antifungal activities of group of termostable proteins and peptides with a
predominance of protease inhibitors recovered from potato fruit juice (by-product of industrial potato
starch production, cultivar mixture of Solanum tuberosum 1..). Combination of high temperature
(100°C) and pH adjustment was used for protein isolation. Isolated proteins were detected in the SDS-
PAGE analysis on peptide gel in range of 6 - 17 kDa. Two major significant bands were detected. First
in 17 kDa area and second significant band was detected in area about 6,5 kDa. These proteins and
peptides seem to be the major part of the isolated protein mixture. Different protein concentrations
were applied to three different phytopathogenic fungal strains of Fusarium solani and two different
phytopathogenic fungal strains of Fusarium oxysporum. Verifiable inhibition effect of all
concentrations of active substance was marked on these fungi strains.

Key words: potato fruit juice, Solanum tuberosum L., antifungal activity, protease inhibitors

Uvod

Hlizova voda je vedlejsi produkt vyroby bramborového Skrobu, obsah susiny se pohybuje
v rozsahu 5 az 6 %, obsah proteinit (N x 6,25) v susin¢ se pohybuje kolem 27 % a peptidu
kolem 4 % (Barta, Bartova 2007). Hlizové proteiny byly rozdéleny dle prace Pots (1999)
nasledovné: proteiny patatinového komplexu (molekulovd hmotnost kolem 43 kDa),
inhibitory proteas (molekulova hmotnost 8-25 kDa) a tzv. ostatni proteiny (molekulova
hmotnost nad 45 kDa). Neékteré ze skupin inhibitori proteas se vyznacuji vysokou
termostabilitou a optimalni aktivitou 1 pfi zpracovani za vysokych teplot. Inhibitory proteas
jsou podle prace Jongsma (1995) klasifikovany na principu aktivniho mista, které inhibuji
(serinové, cysteinové, aspartatové, metalloproteasové), dle prace Pots (1999) jsou ¢lenény na
ti1 podtiidy podle molekulové velikosti, nebo dle prace Pouvreau et al. (2001) do sedmi tiid
podle molekulové hmotnosti, stavby molekuly, hodnoty isoelektrického bodu a poctu
sulfidickych mustku.

Rostlinné inhibitory proteas jsou variabilni skupinou proteini s mnoha funkcemi —
v rostlinach jsou syntetizovany konstitutivné 1 indukované jako reakce na poranéni, mohou
mit funkei zasobnich proteint, ale Casto jsou také soucdasti obrannych reakei rostlin a vykazuji
inhibi¢ni aktivitu viici mnoha organismiim, pusobi jako regulatory endogenni proteolytické
aktivity a jsou nezastupitelné ve vyvojovych procesech véetné bunécné smrti (Hraska et al.
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2006). Inhibitory proteas predstavuji v hlizdch bramboru velmi vyznamnou, prevazné
konstitutivné syntetizovanou slozku hlizovych proteinti. Antimikrobidlni vlastnosti byly
dosud popsany pouze u néekterych skupin hlizovych inhibitorti proteas - Speranskaya et al.
(2006) popsali ve své praci vliv hlizovych inhibitori Kunitzova typu na rist a vyvoj
fytopatogenni houby Fusarium culmorum; Kim et al. (2005) ve své praci potvrdili
antimikrobidlni aktivitu bramborového inhibitoru proteas I (PI-1) proti fytopatogenni houbé
Rhizoctonia solani Cilem piispévku bylo studium antifungdlni aktivity termostabilnich
proteinti hliz brambor s pfevahou inhibitori proteas ziskanych z hlizové vody testovanych
na fytopatogennich houbéach Fusarium solani a Fusarium oxysporum.

Material a Metody

Rostlinnym materidlem pro zdroj proteini byla hlizova voda z primyslového zpracovani
brambor na $krob (smés odrid druhu Solanum tuberosum L.), ktera byla ziskana z podniku
Lyckeby Amylex a. s., Horazd'ovice. Tento material byl centrifugaci a filtraci zbaven skrobu,
vlakniny a dalsich ve vodé nerozpustnych latek. Nasledné byla upravena reakce na pH 5
atepelnou koagulaci se provedla deproteinizace (oddéleni majoritnich, termolabilnich
proteinl) vytemperovanim vzorku ve vodni lazni na 100°C. Po ukonceni koagulace se
provedla dialyza ziskaného supernatantu (Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette, Thermo Scientific)
a vzorek se zakoncentroval lyofilizaci. Ziskand smés proteinti a peptidi byla rozpusténa
v ultra ¢isté vode, roztok byl sterilizovan bakterialnim filtrem (22 pl, Millipore) a aplikovan v
objemu 30ul do kazdé z jamek, které byly pfesné umistény na okraj rostouciho mycelia.
U kazdé varianty pokusu byla jako kontrola aplikovana sterilni, destilovana voda.
Antifungalni testy byly provadény na tiech kmenech tytopatogenni houby Fusarium solani
a na dvou kmenech fytopatogenni houby Fusarium oxysporum. Uvedené kmeny byly ziskany
z Ceské sbirky mikroorganismit v Brné. Izolovand smés termostabilnich proteini byla
aplikovana v koncentracich Img/ml, 5 mg/ml a 10 mg/ml a byl sledovan vliv na rust
mikroskopickych hub. Antifungalni aktivita byla hodnocena po 24 a 48 hodinach kultivace pii
26°C (Huynth et al. 1996). Izolované termostabilni peptidy a proteiny byly detekovany
pomoci SDS-PAGE na peptidovém gelu.

Vysledky a diskuze

Termostabilni proteiny a peptidy byly detekovany pomoci SDS-PAGE na peptidovém gelu
v oblasti od 6 do 17 kDa v péti vyraznych zénach (obrazek 1). Nejintenzivnéjsi band se
nachézel v oblasti kolem 14 kDa, coz naznacuje majoritni podil téchto peptidii ve smési.
Pravdépodobné se jedna o hlizové inhibitory proteas II (PI-2), serinové inhibitory proteas 2
a inhibitory proteas Kunitzova typu. Dalsi vyrazné bandy se nachazi v oblasti kolem 6 kDa.
V tomto piipadé by se mohlo jednat o hlizové inhibitory proteas I (PI-1) a serinové inhibitory
proteas. Kim et al. (2005) ve své praci uvadi detekei antimikrobidlnich termostabilnich
peptidi o molekulové hmotnosti 5,6 kDa.

Antitfungalni aktivita izolované smési peptidi a proteinii ziskanych z hlizové vody byla
testovana na ¢tyfech kmenech fytopatogenni houby F solani (kmeny 1036, 8014 a 8079)
a F oxysporum (kmeny 17, F-65). U vSech kmenti byla zaznamenana tvorba inhibi¢ni zény
po 24 hodinach kultivace (obrazek 2) a byla meéfena hodnota rozpéti inhibi¢ni zény-RIZ
(znazornéno na obrazku 2). Nejvetsi RIZ bylo naméfeno u varianty s koncentraci 10 mg/ml
a to v rozpéti RIZ=16 az 24 mm v porovnani vsech testovanych mikroskopickych hub.
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Obr. 1: Detekce termostabilnich Obr. 2: Ukazka méreni RIZ a vytvorené inhibicni zony
proteini a peptidi pomoci SDS- na okrajich mycelia kultury F solani u koncentraci
PAGE na peptidovém gelu. 10 mg/ml, 5 mg/ml a 1 mg/ml.

kDa g Fusarium solani

1036

26,6
17
14,2
6,5

HM PFJ

HM — hmotnostni marker; PEFJ — deproteinizovana odritdova smés S. tuberosum L.;
RIZ — rozpéti inhibicni zony

Inhibi¢ni zéna byla zietelna 1 u varianty koncentrace 5 mg/ml (rozpéti RIZ=11 az 21), méné
zietelny byl ucinek testované latky o koncentraci 1 mg/ml, kdy bylo zpomaleni rtiistu mycelia
patrné az po 48 hodinach kultivace u vsech testovanych kment kromée kmenu F solani 8079
a I oxysporum 17, u nichz se projevila zvysena citlivost k niz$i koncentraci G¢inné latky jiz
po 24 hodinach kultivace, na rozdil od ostatnich testovanych kment. Pii vzdjemném
porovnani pusobeni smési proteini natestované kmeny rodu F solani, jako typického
patogena druhu S. ruberosum, a testovanymi kmeny F. oxysporum nebyly zaznamenany zadné
vyrazné rozdily jak pii porovnani obou rodi navzijem, tak pii vzajemném porovnani
jednotlivych kmenti, byla vSak zaznamenana zvySena citlivost kment F solani 8079
a F oxysporum 17 na niz§i koncentraci u¢inné latky (1 mg/ml). Z vysledkid vyplyva,
Ze termostabilni frakce hlizovych proteini izolovana z ,,odpadniho® produktu skrobarenského
prumyslu vykazuje zajimavé antifungéalni vlastnosti, které je nutné déle podrobnéji studovat,
nebot’ tyto proteiny by mohly byt v budoucnu vyuzitelné v fadé biotechnologickych aplikaci.

Zavér

Piispévek se zabyval antifungélni aktivitou nizkomolekuldrnich proteinti a peptida ziskanych
z hlizové vody. Izolované proteiny byly analyzou SDS-PAGE na peptidovém gelu detekovany
v oblasti 14 kDa a v oblasti kolem 6 kDa, tedy v oblasti vyskytu inhibitorti proteas. Tyto
proteiny si i pies expozici teplot¢ 100°C uchovaly svou antifungalni aktivitu, ktera byla
prokazana na fytopatogennich druzich hub Fusarium solani a Fusarium oxysporum tvorbou
inhibi¢nich z6n u koncentraci 10 a 5 mg/ml po kultivaci 24 hodin pii teploté 26°C a u kment
F. solani 8079 a E oxysporum 17 byla pozorovana tvorba inhibi¢ni zény jiz pii koncentraci
1 mg/ml po kultivaci 24 hodin. Po kultivaci 48 hodin (26°C) bylo zpomaleni ristu
pozorovano 1 u ostatnich kmenti pii koncentraci Img/ml testované latky. Ziskané vysledky
naznacuji zajimavy potencial termostabilni frakce hlizovych proteini s moznym budoucim
vyuzitim v mnoha biotechnologickych aplikacich.

215

47



.Uroda 122011, védecka piiloha*

Dedikace
Vysledky byly ziskany v ramei fedeni vyzkumnych projekti GACR 522/09/1693, GATU
064/2010/Z a vyzkumného zaméru MSM 6007665806.
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4.1.3. Hodnoceni vlivu odridovych rozdili termostabilnich proteini hliz bramboru
(Solanum tuberosum L.) na inhibici ristu vybranych druhii fytopatogennich hub.

Majoritni slozkou termostabilnich proteinti jsou skupiny inhibitort proteas, které jsou variabilni
skupinou proteint hrajici diilezitou roli i v obrané rostlin proti predatoriim a patogenim. Hlavni
roli v téchto obrannych mechanismech hraji s nejvétsi pravdépodobnosti inhibitor proteas | a
inhibitory Kunitzova typu. Antimikrobidlni vlastnosti byly dosud popsany pouze na né¢kterych
druzich fytopatogennich hub, do soucasnosti vSak se vSak zadny pfispévek nezabyval
hodnocenim rozdila antifungalnich vlastnosti odriid bramboru hliznatého (Solanum tuberosum
L.) v kombinaci s porovnanim teplotnich variant hlizové §tavy (tepelné nezpracované a tepelné
zpracované pii 80°C) a jejich vliv na inhibici ristu mycelia fytopatogennich druhti hub
Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani a Rhizoctonia solani.
Ziskanymi vysledky bylo ovéteno, Ze hlizova Stdva nabyva svych antifungélnich vlastnosti
teprve po tepelném zpracovani a nasledném zakoncentrovani proteind s témito vlastnostmi a
dale bylo zjisténo, Ze se od sebe odriidy ve svych antifungélnich vlastnostech lisi a to pfimo
umérné s rostoucim mnozstvim izolatu v testovaném vzorku.

Kompletni informace vztahujici se k této problematice jsou shrnuty v publikaci:

Kamenova A., Barta J., Bartovda V. (2012): Hodnoceni vlivu odridovych rozdila
termostabilnich proteind hliz bramboru (Solanum tuberosum L.) na inhibici ristu vybranych
druhi fytopatogennich hub. Uroda - védecka ptiloha, 12: 61-66.
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HODNOCENI VLIVU ODRUDOVYCH ROZDILU
TERMOSTABILNICH PROTEINU HLiZ BRAMBORU (SOLANUM
TUBEROSUM L.) NA INHIBICI RUSTU VYBRANYCH DRUHU
FYTOPATOGENNICH HUB

The variety assessments of thermostable proteins gained from different
potato tuber cultivars (Solanum tuberosum L.) and their influence on
growth inhibition of selected phytopathogenic fungi

Kamenova A., Barta J., Bartova V.
Jihoceskd univerzita v Ceskych Budéjovicich, Zemédélskd fakulta

Abstrakt

Prispévek se zabyval hodnocenim rozdilt antifungalnich vlastnosti dvou odriid bramboru
hliznatého (Solanum tuberosum L.) Fabia a Laura lisici se uzitkovym smérem a délkou
vegetacni doby a porovnanim antimikrobidlnich aktivit u dvou teplotnich variant hlizové
stavy. Izolace proteint probihala za podminek snizeného pH a pusobeni vysoké teploty
(80°C) a pro porovnani pouze za podminek snizeného pH. Izolované termostabilni proteiny
byly detekovany analyzou SDS-PAGE na peptidovém gelu v oblasti 6 a 14 kDa a u tepelné
nezpracované hlizové $tavy od 17 do 26 kDa. Testované vzorky byly aplikovany
v raznych koncentracich ke étyfem druhim fytopatogennich hub Fusarium gaminearum,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani a Rhizoctonia solani. Nejvétsi inhibice ristu
mycelia bylo dosazeno pii koncentraci 10 mg/ml, v priméru meéla vyssi antifungdlni
ucinnost odriida Laura, vSeobecné byly ktémto termostabilnim proteintim citlivejsi
houbové kultury F. graminearum a R. solani, antifungdlni aktivita vSak nebyla
zaznamenana u smési proteinti tepelné nezpracované hlizové stavy

Klicova slova: hlizova stava, Solanum tuberosum L., antifungalni aktivita, termostabilni
proteiny, odriudové rozdily

Abstract

The contribution deals with the variety assessments of antifungal potential of two potato
cultivars (Solanum tuberosum 1..) Fabia and Laura differing in the market and maturity
and comparison of two potato fruit juice alternatives differing in processing temperature.
Combination of pH adjustment and high temperature (80°C) or pH adjustment only was
used for protein isolation. Isolated thermostable proteins were detected in the SDS-PAGE
analysis on peptide gel in range of 6 and 14 kDa and in range from 17 to 26 kDa
in the sample of the thermally untreated potato fruit juice. Different protein concentrations
were applied to four different phytopathogenic fungi Fusarium graminearum, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani and Rhizoctonia solani. The greatest inhibition of mycelial
growth was achieved at a concentration of 10 mg/ml, Laura variety had greater antifungal
effect in average, phytopathogenic fungi F. graminearum and R. solani were more
sensitive to the thermostable proteins in general but inhibition effect of thermally untreated
substance was not registered.

Key words: potato fruit juice, Solanum tuberosum L., antifungal activity,
thermostable proteins, cultivar variability
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Uvod

Majoritni slozkou termostabilnich proteinti jsou skupiny inhibitorti proteas, které jsou
variabilni skupinou proteinu a hraji dulezitou roli 1 v obrané proti predatorim a patogentim.
Inhibitory proteas jsou charakterizovany molekulovou hmotnosti v rozmezi od 3 do 25 kDa
a tvoii v hlizach bramboru velmi vyznamnou, pievazné konstitutivné syntetizovanou
slozku hlizovych proteint piedstavujici asi 50 % vSech proteint v hlizové staveé (Pouvreau
2004). Studie, které¢ se do soucasnosti zabyvaly antimikrobidlni aktivitou hlizovych
bilkovin brambor, pracovaly pouze s jednou odriidou bramboru hliznatého (Kim et al.
2005; 2006; Speranskaya et al. 2006, Jin et al. 2009, Ohh et al. 2009) nebo byla, jako zdroj
proteint, pouzita hlizova voda zpriamyslového zpracovani brambor na Skrob, ktera
je smési odrud druhu Solanum tuberosum L. (Kamenova et al. 2011, Barta et al. 2012)
a vzajemné porovnani antimikrobialnich vlastnosti odrtid mezi sebou publikovano nebylo.

Antimikrobialni vlastnosti byly dosud popsany pouze u nékterych kultur fytopatogennich
hub - Kim et al. (2005) ve své praci popsal antimikrobialni aktivitu bramborového
inhibitoru proteas I (PI-1) proti fytopatogenni houbé Rhizoctonia solani, Mendieta et al.
(2006) a Seliternnikoff (2001) potvrdili pozitivni antifungéalni ucinek hlizovych proteint
na druh Fusarium solani, Speranskaya et al. (2006) potvrdili ve své praci vliv hlizovych
inhibitorti Kunitzova typu na rist a vyvoj fytopatogenni houby Fusarium culmorum.

Cilem prispévku bylo vzajemné porovnani antimikrobidlni aktivity proteini izolovanych
z hlizové stavy dvou odrid brambor piipravené ve dvou teplotnich variantach-
pred tepelnou koagulaci a po tepelné koagulaci pii 80°C. Antimikrobialni aktivita byla
testovana na c¢tyfech kmenech fytopatogennich hub Fusarium gaminearum, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani a Rhizoctonia solani.

Material a metody

Rostlinnym materidlem pro zdroj proteint byla hlizova $t'ava piipravena ze dvou odrid
bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.). Ob¢ odridy brambor byly vypéstovany
zapiesn¢ definovanych podminek vroce 2011 formou maloparcelkovych pokust
na stanovisti v Ceskych Budé&jovicich (380 m n. m.). Odrida Fabia je rand a pouziva se
pro zpracovani na Skrob, Laura je polorana a je odriidou konzumni. Z hliz brambor kazdé
odrudy byly odstavnénim na kuchynském odstaviiovaci piipraveny hlizové stavy, které
byly centrifugaci (4500 rpm, 30 minut) a filtraci zbaveny Skrobu, vlakniny a dalSich
ve vodé nerozpustnych latek. U takto ziskanych $tav byla upravena reakce na pH 5
anasledné byl materidl rozdélen na hlizovou §tévu, ktera nebyla tepelné zpracovéna
(tzv. varianta 0) a na S$tavu, u které se provedla deproteinizace tepelnou koagulaci
(oddéleni majoritnich, termolabilnich proteini) vytemperovanim vzorku ve vodni lazni
na 80°C. U ziskaného supernatantu obou variant se provedla dialyza (3,5 K MWCO, Pierce
SnakeSkin Dialysis Tubing, Thermo Scientific) a vzorek se zakoncentroval lyofilizaci.
Ziskana smés proteint a peptidii byla rozpusténa v ultra ¢isté vodé, roztok byl sterilizovan
bakterialnim filtrem (0,22 um, Millex Filter Units, Millipore) a aplikovan v objemu 30 pl
do kazdé z jamek, které byly presné umistény na okraj rostouciho mycelia. Jako kontrola
byla, u kazdé varianty pokusu, aplikovana sterilni, destilovana voda. Antifungalni testy
byly provadény na fytopatogennich kmenech hub Fusarium graminearum, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani a Rhizoctonia solani. Testované kmeny byly ziskany z Ceské
sbirky mikroorganismu v Bré. Izolované smesi proteint byly aplikovany v koncentracich
1 mg/ml, 5 mg/ml a 10 mg/ml a byl sledovan vliv na rast mikroskopickych hub.
Antifungdlni aktivita byla hodnocena po 24 hodinach kultivace pii 26°C (Hunth et al.
1996). Inhibice ristu mycelia byla vyhodnocovana na digitalnich fotografiich pomoci
pocitacového software metodou meéteni ploch inhibi¢nich zon u jednotlivych opakovani.
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[zolované peptidy a proteiny byly analyzovany pomoci SDS-PAGE na 16% peptidovém
gelu.

Vysledky a diskuze

Proteiny tepelné nezpracované hlizové $tavy byly detekovany v oblasti 14 kDa a dalsi
vyrazna zéna bandt byla v oblasti od 17 do 26 kDa u obou odrud (obrazek 1). Antifungalni
aktivita izolovanych proteinti byla testovana na ¢tyfech fytopatogennich kmenech hub
(Fusarium graminearum F-683, Fusarium oxysporum F-65, Fusarium solani 8079
a Rhizoctonia solani F-1). U zadného z testovanych kment nebyla pozorovana inhibice
ristu mycelia po 24 hodinach kultivace pii aplikaci proteinového izolatu odridy Fabia
a Laura v koncentracich 1; 5 a 10 mg/ml u¢inné latky (obrazky 2 a 3).

Obrazek 1: Detekce proteini pomoci SDS-

PAGE na peptidovém gelu. (HM - hmotnostni
marker)

T T

266kDa ‘m— -

17.7kDa

14,4 kDa

6,5 kDa

HM FABIA FABIA LAURA LAURA

varianta0  varianta 80 varianta0  varianta 80

Obrazek  2:  Ukazka  ucinku  tepelné Obrazek 3: Ukazka u¢inku tepelné nezpracované
nezpracované hlizové $tavy z odrudy Laura hlizové 3Stavy z odrudy Fabia v koncentracich
v koncentracich u¢inné latky 1; 5; 10 mg/ml ucinné latky 1; 5; 10 mg/ml a 0 znacici kontrolu
a0 znac¢ici kontrolu na houbové kultuie na houbové kultuie Fusarium solani.

Rhizoctonia solani.

~ —
s——

Termostabilni proteiny byly detekovany pomoci SDS-PAGE na 16% peptidovém gelu
v oblasti kolem 6 kDa a 14 kDa a ve dvou vyraznych zénach s vyssi intenzitou bandt
u odridy Fabia a méné intenzivni bandy byly detekovany v oblasti 26 kDa u obou odrid
(obrazek 1). V praci Kim et al. (2005) byly detekovany termostabilni antimikrobialni peptidy
o molekulové hmotnosti 5,6 kDa. Antifungalni aktivita izolovanych proteinti byla testovana
na stejnych ¢tyfech vyse uvedenych fytopatogennich kmenech hub. Inhibice ristu mycelia
byla pozorovana u vsech testovanych houbovych kultur, koncentraci a odrid po 24 hodinach
kultivace (obrazky 4-7).
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Obrazek 4: Ukazka ucinku tepelné zpracované Obrazek 5: Ukazka uc¢inku tepelné zpracované

hlizové s§tavy pii 80°C z odrudy Fabia hlizové stavy pii 80°C z odrudy Laura
v koncentracich u¢inné latky 1: 5; 10 mg/ml v koncentracich u¢inné latky 1; 5: 10 mg/ml
a0 znaCici kontrolu na houbové kultuie a0 znaCici kontrolu na houbové kultuie

Fusarium graminearum. Fusarium graminearum.

Obrazek 6: Ukazka Gcinku tepelné zpracované Obrazek 7: Ukazka Gcinku tepelné zpracované

hlizové §tavy pii 80°C z odrudy Fabia hlizové $tavy pii 80°C z odrudy Laura
v koncentracich u¢inné latky 1; 5; 10 mg/ml v koncentracich u¢inné latky 1: 5: 10 mg/ml
a0 znacCici kontrolu, na houbové kultufe a0 znacici kontrolu, na houbové kultufe

Rhizoctonia solani. Fusarium oxysporum.

Digitalni fotografie s testovanymi kulturami byly vyhodnoceny citlivym pocitacovym
software a to tak, ze byla méfena velikost plochy inhibi¢nich zon u jednotlivych opakovani
a koncentraci, pruméry méfeni téchto opakovéni jsou zaznamendny v tabulce 1. Nejveétsi
antifungélni ucinek se projevil pii koncentraci G¢inné latky 10 mg/ml u obou testovanych
odrud, vetsi plochy inhibi¢nich zon byly u odridy Laura. K izolatim proteint byla vyrazné
nejeitlivejsi kultura F. graminearum (obrazky 4 a 5), naopak nejméné citlivou kulturou
bylo F. solani. Pii koncentraci 5 a 10 mg/ml méla vétsi antifungalni u¢inek odriida Laura
s vyjimkou uc¢inku na F. solani pil koncentraci G¢inné latky 10 mg/ml (rozdil mezi
odriidami 2,9 mm?).

Tabulka 1: Plocha inhibi¢nich zén u testovanych houbovych kultur pii aplikaci termostabilnich proteint
odrud Fabia a Laura v koncentracich 1; 5 a 10 mg/ml.

Odruda Solanum Fabia Laura Fabia Laura Fabia Laura
tuberosum L. | 1mg/ml Img/ml Smg/ml Smg/ml 10mg/ml | 10mg/ml

i plocha inhibiéni zény [mm?]
Houbova kultura

Fusarium graminearum F-683 17.1hi 17.1hi 54.9cde 73.0be 62.9bcd 106,7a
Fusarium oxysporum F-65 7.6i 17.8hi 20,5ghi 40,5efg 29,2fgh 67.1bed
Fusarium solani 8079 4.0i 5.5i 22.6ghi 29.8fgh 54.3cde 51.4de
Rhizoctonia solani F-1 8.1i 6.5i 34, 4efgh 49,1def 74.9bc 83.47ab

Poznamka: Pismena indikuji statistickou vyznamnost pruméru na hladiné vyznamnosti P<0,05
(Fisher LSD test). Pismena jsou sefazena v abecednim pofadku podle snizujici se hodnoty plochy inhibi¢ni
zony.
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Z vysledki vyplyva, ze Sirsi spektrum proteint izolovanych z tepelné nezpracované
hlizové s$tavy nema prokazatelny antifungalni wcinek v testovanych koncentracich
na rozdil od termostabilnich frakei proteint odriid Fabia a Laura, u kterych byly sledovany
vyrazné antifungdlni vlastnosti. Nejveétsi inhibice rtstu mycelia bylo dosazeno
pii koncentraci 10 mg/ml, v priméru méa vyss$i antifungalni G¢innost odrida Laura,
vSeobecné jsou ktémto termostabilnim proteinim citlivejsi houbové kultury
F. graminearum a R. solani.

Zavér

Prispévek se zabyval hodnocenim rozdili antifungalnich vlastnosti odrid bramboru
hliznatého (Solanum tuberosum 1..) Fabia a Laura a porovnanim teplotnich variant hlizové
§tavy (tepelné¢ nezpracované a tepelné zpracované pii 80°C). Izolované termostabilni
proteiny byly detekovany analyzou SDS-PAGE na peptidovém gelu v oblasti 6 a 14 kDa
aod 17 do 26 kDa u tepelné nezpracované hlizové §tavy. Pii termokoagulaci a nasledné
centrifugaci doslo k zakoncentrovani termostabilnich proteint, které si 1 pies expozici
teploté 80°C uchovaly svou antifungalni aktivitu, ktera byla prokazana na fytopatogennich
druzich hub Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani a Rhizoctonia
solani inhibici ristu mycelia pii aplikaci testované latky v koncentracich 1; 5 a 10 mg/ml
po kultivaci 24 hodin pii teploté 26°C. V pruméru méla vétsi inhibi¢ni aktivitu odrtida
Laura u vSech testovanych koncentraci, nejcitlivéjsi byla z testovanych fytopatogent
kultura Fusarium graminearum u které byla zaznamenana nejvétsi inhibice ristu
pii aplikaci testované latky odridy Laura v koncentraci 10 mg/ml. Ziskanymi vysledky
bylo ovéfeno, ze hlizova $t'dva nabyva svych antifungalnich vlastnosti teprve po tepelném
zpracovani a nasledném zakoncentrovani proteinti s témito vlastnostmi a dale bylo zjisténo,
7ze se od sebe odrudy ve svych antifungédlnich vlastnostech li§i a to pfimo umérné
s rostoucim mnozstvim u¢inné latky v testovaném vzorku. Z téchto zavéri vyplyva,
7e je do budoucna vhodné cilené vyuzivat k vyzkumu a naslednym biotechnologickym
aplikacim konkrétni odrudy brambor, které se vyznacuji vétsim mnozstvim termostabilnich
inhibitort proteas s vykazujicimi antimikrobialnimi vlastnostmi.
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4.1.4. Postup izolace frakci extracelularnich proteini hliz bramboru hliznatého (Solanum
tuberosum L.)

Extracelularni proteiny izolované z hliz bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.) lze
charakterizovat jako relativné malé proteiny s antimikrobialni aktivitou nachazejici se mimo
vnitini prostor buiitky. Mohou byt vazany v bunécnych sténach nebo na jejich povrchu a patii
do skupiny proteintl, pfi jejichZ izolaci se pouzivaji silna precipitacni Cinidla, nebot’ jen ¢ast
Z nich je dobfe rozpustnd ve vodé. Jedna se o proteiny, které maji molekulovou hmotnost
od6do 30 kDa a byly izolovany z rostlin celedi Brassicaceae, Solanaceae a podceledi
Panicoideae. Jejich antimikrobialni aktivita byla prokazana na celé fadé bakterii, které jsou
puvodci onemocnéni rostlin, napt. Clavibacter michiganensis, Pseudomonas solanacearum,
Rastonia meliloti a byla prokazana i na houbovych patogenech, napt. Botrytis cinerea,
Fusarium solani, Plectosphaerella cucumerina, Colletotrichum graminocola a Aspergillus
flavus. Dle autorského kolektivu Taran et al. 2002 je vyhodou téchto proteint, ze v porovnani
s antibiotiky nevyvolavaji alergenni reakce a organismus si k nim nevytvari rezistenci
pti opakované aplikaci.

Kompletni informace vztahujici se k této problematice jsou shrnuty v publikaci:

Kamenova A., Bartova V., Barta J. (2013): Postup izolace frakci extracelularnich proteini hliz
bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.). Uroda védecka piiloha 12: 206-2009.
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POSTUP IZOLACE FRAKCI EXTRACELULARNICH PROTEINU
HLIiZ BRAMBORU HLIiZNATEHO (SOLANUM TUBEROSUM L.)

Isolation of extracellular protein fractions from potato tubers
(Solanum tuberosum L.)

Kamenova A., Barta J., Bartova V.
Jihoceskd univerzita v Ceskych Budéjovicich, Zemédélska fakulta

Abstrakt

Cilem tohoto pfispévku byla izolace extracelularnich proteint, které jsou zakomponovany
v bunécénych sténach hliz bramboru (Solanum tuberosum 1.) a jsou soucasti obranného mechanismu
pri napadeni rostlin patogenem. Z hliz bramboru odriidy Sibu byly izolovany proteiny v oblastech
6-14kDa, 14-17 kDa a 26-29 kDa. Po dialyze pomoci 3.5 MWCO membrany nebyly
po elektroforetické analyze detekovany zadné ztraty proteinti. Cést extracelularnich proteinti viak byla
ve vodé nerozpustna a po jejich odstranéni centrifugaci doslo ke zméné proteinového spektra
v supernatantu a to v podob¢ ztraty dvou skupin proteint. Proteiny rozpusténé v supernatantu byly
detekovany v oblastech 14-17 kDa a 26 kDa.

Kli¢ova slova: izolace extracelularniho proteinu, hlizy bramboru, Solanum tuberosum L.

Abstract

The goal of this work was to isolate extracellular proteins which are part of cell walls of potato tubers
(Solanum tuberosum 1.) and play an important role in the defence mechanism when plants are
attacked by pathogens. Isolated proteins were gained from potato tubers variety Sibu and their
molecular weight was from 6-14 kDa, 14-17 kDa and 26-29 kDa. After dialysis by 3.5 MWCO
membrane were not detected any protein losses. Part of extracellular proteins in the sample was not
dissolved in water and there were detected differences in the protein spectrum in the supernatant after
the removal of the undissolved proteins by centrifugation. These dissolved proteins in supernatant
were detected as two bands of molecular weight from 14-17 kDa (main band) and 26 kDa.

Key words: extracellular protein isolation, potato tubers, Solanum tuberosum L.

Uvod

Extraceluldarni proteiny izolované zbramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.) lze
charakterizovat jako relativné malé proteiny s antimikrobidlni aktivitou nachdzejici se mimo
vnitini prostor buriky. Mohou byt vazany v bunéénych sténach nebo na jejich povrchu a patii
do skupiny proteind, pii jejichz izolaci se pouzivaji silna precipitac¢ni ¢inidla (Rymareva et al.
2003). Jedna se o proteiny, které maji molekulovou hmotnost od 6 do 30 kDa a byly
izolovany zrostlin ¢eledi Brassicaceae, Solanaceae a podceledi Panicoideae (de Souza
Candido et al. 2011). Jejich antimikrobidlni aktivita byla prokazéana na celé fadé bakterii,
které jsou puvodei onemocnéni rostlin, napi. Clavibacter michiganensis, Pseudomonas
solanacearum, Rastonia meliloti a byla prokazana 1 na houbovych patogenech, napi. Botrytis
cinerea, Fusarium solani, Plectosphaerella cucumerina, Colletotrichum graminocola
a Aspergillus flavus (Moreno, Segura, Garcia-Olmedo 1994, Segura et al. 1999, Berrocal-
Lobo et al. 2002, Rymareva et al. 2003). Vyhodou téchto proteinu je, Ze v porovnani
s antibiotiky nevyvolavaji alergenni reakce a organismus si k nim nevytvaii rezistenci
pii opakované aplikaci (Taran et al. 2002).
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Material a metody

Zdrojem rostlinného materialu byly hlizy bramboru hliznatého (Solanum tuberosum 1..)
odrudy Sibu, ktera se pouziva pii prumyslovém zpracovani na skrob a je odridou polopozdni
az pozdni s vysokou odolnosti vu¢i virovym chorobam, plisni bramboru na nati a plisnové
hnilobé (Phytophthora infestans) (Cermdk 2012). Material byl vypéstovan v roce 2012
na pokusném pozemku Zemédélské fakulty JU na stanovisti v Ceskych Budgjovicich
(380 mn. m.).

Hlizy byly rozkrajeny na tenké platky, okamzité zmrazeny, lyofilizovany a zhomogenizovany.
Takto piipravena bramborova mouka (125 g) byla rozpusténa v 500 ml pufru (0,1 M Tris-
HCl, 10 mM EDTA, pH 7,5). Po 20 minutich hydratace byl vzorek centrifugovan
(4500 RPM, 30 minut, 4°C) a supernatant odstranén. Pelet byl tikrat promyt
500 ml destilované vody a supernatant byl opét po centrifugaci (4500 RPM, 30 minut 4°C)
odstranén. Nasledné byl pelet extrahovan ve 1250 ml 1,5M LiCl (Rymareva et al. 2003).
Ziskany supernatant s rozpusténymi extracelularnimi proteiny byl centrifugovan (4500 RPM,
10 minut, 4°C) a centrifugovany supernatant byl déle filtrovan pies papirovy filtr (KA 4-M,
0,22 pm, Fisherbrand, Thermo Fisher Scientific, USA) pro tucely odsolovani na FPLC.
Odsolovani (odstranéni LiCl a dalsich nizkomolekularnich latek) bylo provedeno na koloné
Bio-Scale MT5 (BioRad, USA), jako napln byl pouzit porézni polyakrylamidovy gel
s limitem zachytu ¢astic o velikosti 0,1-1,8 kDa (Bio-Gel P-2 Gel, BioRad, USA) a jako
ekvilibra¢ni pufr byla pouzita voda (UV/UF ultra pure, 0,2 pum), prutok 1,5 ml/min. Pro
odstranéni piipadnych zbytkovych mnozstvi nizkomolekularnich latek byla u frakei
provedena dialyza (3,5K MWCO, SnakeSkin Dialysis Tubing, Thermo Fisher Scientific,
USA) proti destilované vodé po dobu 24 hodin a vzorky byly nasledn¢ zmrazeny
a lyofilizovany na konstantni hmotnost.

Po centrifugaci (4500 RPM, 10 minut, 4°C) a sterilizaci vzorka (filtr 0,22 pm, Fisherbrand,
Thermo Fisher Scientific, USA) byla pro detekei izolovanych proteinii provedena
elektroforeticka analyza na 16% gelu (SDS-PAGE) (Judd 2002), nanaska proteinu na gel
20 pl vzorku o koncentraci 10 mg/ml. K barveni geli byl pouzit Plus Silver Staining Kit
(BioRad, USA).

Vysledky a diskuze

V prvni fazi izolaéniho procesu byly odmyty balastni proteiny, které se vyznacuji rozpustnosti
ve vodé, v nasledujicich krocich byly pak chloridem lithnym izolovany extracelularni
proteiny. Prubéh odsolovani vzorki izolovanych extracelularnich proteind je zndzornén
na chromatogramu (obrazek 1). Vznikly dva piky (214 nm) a to ve frakcich 5-6 a 8-9,
0d 9. frakce pak zaCina prudce stoupat konduktivita a dochazi kuvolnovani
nizkomolekularnich latek, predevsim LiCl.

Obrazek 1. Priibéh odsolovani na médiu Bio-Gel P-2.
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58



Ziskané  frakece (5-6, 7 a 8-9) byly analyzovany pomoci SDS-PAGE
na 16% polyakrylamidovém gelu (obrazek 2) a extracelularni proteiny byly detekovany jako
vyrazny pruh v oblasti od 14 do 17 kDa, coz je shodné s vysledky izolace uvedenymi v praci
Rymarevaa kol. (2003). Dalsi proteiny byly detekovany v méné vyraznych pruzich
v oblastech kolem 6; 26 a 29 kDa shodné u vsech tii analyzovanych frakei, proteiny o této
molekulové hmotnosti vSak v praci Rymereva a kol. (2003) uvedeny nejsou. Tyto tfi vzniklé
frakce byly spojeny (5-9) a byla provedena dialyza (kvili odstranéni ptipadnych zbytkovych
mnozstvi nizkomolekularnich latek) a lyofilizace do konstantni hmotnosti. Nasledné byl
vzorek rozpoustén v ultra Cisté vodé (Cast extracelularniho proteinu byla nerozpustnd)
na koncentraci 10 mg/ml a byly detekovany proteiny pomoci SDS-PAGE na 16% gelu
ve stejném rozmezi jako ve vzorku pied dialyzou. Pii porovnani proteinového spektra je
patrné, ze béhem dialyzy nedoslo k zddnym detekovatelnym ztratam proteinti. Nésledné byl
tento proteinovy izolat centrifugovan (4500 RPM, 10 minut, 4°C), doslo k vytvoieni peletu,
supernatant byl sterilizovan mikrobidlnim filtrem a rozpusténé proteiny byly detekovany
pomoci SDS-PAGE na 16% gelu od 14 do 17 kDa (majoritni pruh) a 26 kDa (méné vyrazny
pruh). Diky nedokonalé rozpustnosti ¢asti vzorku ve vodé tedy doslo po jejim odstranéni
centrifugaci k detekovatelnym zméndm v proteinovém spektru a to ke ztraté proteint
o molekulové hmotnosti 6-14 kDa a 29 kDa.

Vzhledem ktomu, ze jsou extracelularnim proteinim ¢asto piipisovany antimikrobialni
vlastnosti, by bylo potieba, aby byly vzorky plné rozpustné ve vodg, protoze pouziti jinych
chemickych ¢inidel pro zvyseni rozpustnosti proteind pii antimikrobidlnim testovani muze
narusit prubéh pokusu napiiklad inhibici rustu mycelia mikroskopickych hub ¢i mnozeni
bakterii.

Obrazek 2. Detekce proteint na SDS-PAGE 16% gelu.
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HM-hmotnostni marker, 5-6; 7; 8-9-frakce ziskané po odsoleni na P-2 Bio-Gel, 10-frakce
5-9 po dialyze, 11-frakce 5-9 po dialyze a centrifugaci.
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Zaver

Veétsina praci se zabyva proteiny a peptidy hliz bramboru, které jsou rozpustné ve vodé a jsou
izolované zapoplasti jako soucdast hlizové stavy. Cilem této prace byla izolace
extracelularnich proteinti izolovanych z bunéénych stén hliz bramboru, odstranéni
nizkomolekularnich latek a sledovani zmén v proteinovém spektru béhem procesu purifikace.
[zolované proteiny byly detekovany na SDS-PAGE 16% peptidovém gelu ve dvou oblastech-
vyrazny pruh v oblasti 14-17 kDa a méné vyrazny pruh kolem 26 kDa. Cést izolovanych
extracelularnich proteint byla nerozpustna a po jejich odstranéni doslo ke ztraté dvou skupin
proteint o molekulové hmotnosti 6-14 kDa a 29 kDa.

Je zadouci, aby byly béhem izolac¢nich a purifika¢nich procesu extracelularnich proteinu
minimalizovany zmény v proteinovém spektru a to piedev$im minimalizace ztrat celych
skupin proteinti. Bylo by idealni, pokud by byly izolované proteiny Uplné rozpustné ve vodé
ato jednak kvili presné detekei a identifikaci celého spektra proteint a zaroven k ovéreni
jejich antibakterialnich a antifungalnich aktivit, které jsou s extracelularnimi proteiny casto
spojovany.
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4.1.5. The assessment of thermostable proteins gained from different potato tuber
cultivars (Solanum tuberosum L.) and their influence on growth inhibition of selected
phytopathogenic fungi

Hlavni skupinou termostabilnich hlizovych proteinti je skupina inhibitori proteas, které hraji
duleZitou roli v obrang rostlin proti predatorim a parazitim diky antimikrobialnim vlastnostem.
Tato préce je zamétena na porovnani rozdili v proteinovém spektru a antifungéalnich vlastnosti
jedné konzumni odrudy (Marabel) a dvou prumyslovych odrud (David a Westamyl). Z téchto
odrid byly izolovany proteiny ve dvou variantach - uprava pH a uprava pH v kombinaci s
vystavenim hlizové stavy teploté 80°C po dobu 10 minut. Takto izolované a smési proteinti
byly nasledné pouzity v antifungalnich testech na fytopatogennich kmenech hub Alternaria
solani, Fusarium solani a Rhizoctonia solani formou méfeni ploch inhibi¢nich zén
u jednotlivych variant v§ech testovanych odrad.

Kompletni informace vztahujici se k této problematice jsou shrnuty v publikaci:

Kamenova A., Bartova V., Barta J. (2013): The assessment of thermostable proteins gained
from different potato tuber cultivars (Solanum tuberosum L.) and their influence on growth
inhibition of selected phytopathogenic fungi. In: Souckova H. (Ed.) Potato Agrophysiology
2013, VUBHB, 24-29.
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The assessment of thermostable proteins gained from different potato
tuber cultivars (Solanum tuberosum L.) and their influence on growth
inhibition of selected phytopathogenic fungi

Kamenova A.. Bartova V., Barta J.

University of South Bohemia in Ceské Budéjovice, Faculty of Agriculture

Abstract

The contribution deals with the assessments of antifungal potential of thermostable proteins from
three potato cultivars (Solanum tuberosum L.) David, Marabel and Westamyl differ in the market
and maturity and comparison of two potato fruit juice alternatives differing in processing
temperature. Combination of pH adjustment and high temperature (80°C) or pH adjustment only
was used for protein isolation. Isolated proteins were detected by peptide SDS-PAGE in range
from 6 to 14 kDa and in ranges 14 and 17 kDa in the sample of the thermally untreated potato fruit
juice. Three different concentrations of protein samples were applied to three different varieties
of phytopathogenic fungi Alternaria solani, Fusarium solani and Rhizoctonia solani. The inhibition
of mycelial growth was evaluated after 24 hours of growth at 26°C on digital photos by special
software using the method of measuring the inhibition area. The greatest inhibition area
(108.9 mm?) was achieved on F. solani cultivar David at concentration 10 mg/ml (inhibition area
of Marabel 86.1 mm® and Westamyl 103.3 mm?). No antifungal effect was achieved at cultivars
Marabel and Westamyl at concentration 1 mg/ml at the phytopathogenic fungi A. solani (inhibition
area of David was 5.9 mm?). The phytopathogenic fungi F. solani and R. solani were more
sensitive to thermostable proteins in general and inhibition effect of thermally untreated substance
was not registered.

Key words: potato fruit juice, Solanum tuberosum L., antifungal activity, thermostable
proteins, cultivar variability

Introduction
The major thermostable potato tuber proteins are groups of protease inhibitors (PIs), which are
variable protein groups well established to play a role in defence against predators and pathogens.
The molecular weight of Pls is in range from 3 to 25 kDa and they are very important part of tuber
proteins which constitute approximately 50 % of all proteins in potato fruit juice
(POUVREAU 2004). Antimicrobial activity of potato tuber proteins was studied on one potato
cultivar-Gogu in KIM et al. 2005 and Golden Valley in KIM et al. 2006; cultivar Istrinskii
in SPERANSKAYA et al. 2006, cultivar Gogu Valley in JIN et al. 2009 and OHH et al. 2009)
or on industrial potato fruit juice (PFJ), which is cultivar mixture of the Solanum tuberosum L.,
produced as a secondary product during the process of starch  production
(KAMENOVA et al. 2011; BARTA et al. 2012) and reciprocal comparison of cultivars Fabia
and Laura was published in study KAMENOVA et al. (2012).
Antimicrobial properties were described at some phytopathogenic fungi strains-KIM et al. (2005)
studied antimicrobial activity of potato inhibitor I (PI-1) against phytopathogenic fungi Rhizoctonia
solani, MEDIETA at al. (2006) and SELITERNNIKOFF (2001) described positive antifungal
effect of potato tuber proteins against Fusarium solani, SPERANSKAYA et al. (2006) verified
the influence of potato tuber Kunitz-type protease inhibitors (PKPIs) on growth and development
of phytopathogenic fungi Fusarium culmorum.
The aim of this contribution was the reciprocal comparison of thermostable proteins gained
from different potato tuber cultivars David, Marabel and Westamyl (Solanum tuberosum 1.)
and the assessment of their influence on growth inhibition of selected phytopathogenic fungi.




Materials and Methods

Three cultivars of Solanum tuberosum L. (David, Marabel and Westamyl) were used as a plant
protein source for the potato fruit juice (PFJ). All the potato cultivars were grown under strictly
defined conditions in 2011 in the small plot experiment at the experimental station
in Ceské Budgjovice (380 m asl.). David is mid-early cultivar used for starch production, Marabel
is early cultivar used for consumption purposes and Westamyl is mid-late to late cultivar used for
starch production.

The PFJs were prepared from each cultivar potato tubers on kitchen juicer. PFJs were centrifuged
(4500 rpm, 30 minutes) and filtrated to remove starch, fiber and other water insoluble components.
The pH of PFJs was adjusted to 5 and the PFJs were divided into two variants-PFJ with pH
adjustment only (Variant 0) and Variant 80-PFJ with pH adjustment and high temperature
treatment (80°C) which was achieved by tempering in the water bath for 10 minutes (Figure 1).

PFJ David PFJ Marabel PFJ Westamyl
7 7
Variant 0 Variant 0 Variant 0
(pH 5 adjustment) (pH 5 adjustment) (pH 5 adjustment)
Variant 80 Variant 80 Variant 80
—1 (pH 5 adjustment and —1 (pH 5 adjustment and — (pH 5 adjustment and
80°C treatment) 80°C treatment) 80°C treatment)

Figure 1. Schema of PFJs variant preparations.

Coagulated thermo labile proteins were removed by centrifugation (4500 rpm, 30 minutes)
and filtration and the supernatant was dialyzed (3.5 K MWCO, Pierce SnakeSkin Dialysis Tubing,
Thermo Fisher Scientific, USA) and concentrated by lyophilisation. Obtained protein mixture was
dissolved in ultra pure water in concentrations 1 mg/ml, 5 mg/ml and 10 mg/ml, the substances
were sterilized by bacterial filter units (0.22 pm, Fisherbrand, Thermo Fisher Scientific, USA)
and used in volume of 30 pl into each hole in agar. The holes in agar were placed exactly 1 mm
from the growing mycelium. Sterile ultra pure water was used as a control in each test
on Petri dish. Variant 0 and Variant 80 were tested on phytopathogenic fungi strains
Alternaria solani F-167, Fusarium solani 1036 and Rhizoctonia solani F-1 and their influence
on phytopathogenic fungi grown was observed. Tested fungi strains where acquired from Czech
Collection of Microorganisms in Brmo. Antifungal activity was evaluated after 24 hours of growth
at 26°C (HUNTH et al. 1996). The inhibition of mycelial growth was evaluated on digital photos
in special software using the method of measuring the inhibition area. Isolated proteins were
analysed by Tris-Tricine peptide SDS-PAGE (16% gels) and detected on gel by Coomassie
Brilliant Blue solution (JUDD 2002).

Results and Discussion
Proteins in Variant 0 were detected mainly in ranges of 14 kDa and 17 kDa on peptide gel
(Figure 2). Antifungal activity of proteins isolated from cultivar PFJs was tested on three
phytopathogenic fungi strains. No above-mentioned strain was inhibited by Variant 0 (thermally
untreated PFJ) after 24 hours of mycelial growth after substance application (Figures 3, 5, 7).




26,6 kDa e

17,7 kDa

144kDa

6,5 kDa

PM DO D80 MO M80 WO W80

Figure 2. Protein detection on SDS-PAGE (PM-Protein Marker)

Figure 3. Variant 0., cultivar David, Figure 4. Variant 80 application, cultivar David,
concentrations 1, 5, 10 mg/ml and 0 marking concentrations 1, 5, 10 mg/ml and 0 marking
the control, Fusarium solani the control, Fusarium solani

Figure 5. Variant 0 application, cultivar Figure 6. Variant 80 application, cultivar
Marabel, concentrations 1, 5, 10 mg/ml and Marabel, concentrations 1, 5, 10 mg/ml and
0 marking the control, Fusarium solani 0 marking the control, Fusarium solani
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Figure 7. Variant 0 application, cultivar Figure 8. Variant 80 application, cultivar
Westamyl, concentrations 1, 5, 10 mg/ml Westamyl, concentrations 1, 5, 10 mg/ml

and 0 marking the control, Fusarium solani and 0 marking the control, Fusarium solani
Thermostable proteins in Variant 80 were detected in ranges of 6 kDa and 14 kDa on SDS-PAGE
16% peptide gel (Figure 2). According to the MS/MS analysis they are protease inhibitors I and II.
KIM et al. (2005) described thermostable peptides named Potide G with molecular weight 5.6 kDa.
Antifungal activity was tested on three above-mentioned fungi strains. Inhibition of mycelial
growth was registered on all fungi strains, concentrations and varieties after 24 hours of cultivation
(Figures 4, 6, 8).

Digital photos of antifungal tests were evaluated in sensitive software. Inhibition area sizes of all
repetitions were measured and the average values of these measurements are shown in Table 1.
The greatest inhibition area (108.9 mm?) was achieved on F. solani cultivar David at concentration
10 mg/ml (inhibition area of Marabel 86.1 mm? and Westamyl 103.3 mm?). No antifungal effect
was achieved at cultivars Marabel and Westamyl at concentration 1 mg/ml at the phytopathogenic
fungi A. solani (inhibition area of David was 5.86 mm?®). The phytopathogenic fungi F. solani
and R. solani were more sensitive to the thermostable proteins in general.

Cultivar Substances Alternaria solani Fusarium solani Rhizoctonia solani

Solanum concentrations F-167 1036 F-1
tuberosum L. [mg/ml] Inhibition area [mm?]
David 1 59a 17.1 abed 6.7 abc
Marabel 1 * 9.0 abe 35a
Westamyl 1 2 4.7 ab 6.9 abe
David 5 8.3 abe 65.8 efg 40.0 cde
Marabel 5 39a 69.1 efg 39.1 bede
Westamyl 5 36a 44.8 def 25.7 abed
David 10 16.9 abed 1089 ¢ 82.3 gh
Marabel 10 11.3 abe 86.1 gh 65.3 efg
Westamyl 10 8.5 abe 1033 g 76.9 fgh

Table 1. The average inhibition areas after the evaluation, Variant 80.
(Within column values followed by the same letter are not significantly different at P<0.05 (Tukey HSD
test), the letters given in alphabetical order with increasing level of a parameter.) *Not detected activity.

The results show that the great protein spectrum of thermally untreated PFJ (Variant 0) has
no detectable inhibitory effect in tested concentrations. The thermocoagulation caused changes
inprotein composition of the Variant 80 samples and marked inhibitory properties were detected
during testing thermostable protein fractions (Variant 80) of varieties David, Marabel
and Westamyl. The thermo coagulation and subsequent centrifugation preconcentrated
thermostable proteins which, despite to the temperature of 80°C exposure, maintained their
antifungal activity. The greatest mycelium growth inhibition was achieved at concentration
10 mg/ml on Fusarium solani. The phytopathogenic fungi F. solani and R. solani were more
sensitive to the thermostable proteins in general.
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Conclusion
The contribution deals with the cultivar assessments of thermally untreated and thermally treated
(80°C, 10 minutes) proteins gained from three cultivars David, Marabel and Westamyl (Solanum
tuberosum 1..) and their influence on growth inhibition of selected phytopathogenic fungi.
Isolated thermostable proteins (Variant 80) were analysed on Tris-Tricine SDS-PAGE peptide gel
and detected mainly in ranges of 6 and 14 kDa and in the sample of the thermally untreated PFJ
(Variant 0) in ranges about 14 and 17 kDa.
Proteins antifungal activity was demonstrated on phytopathogenic fungi strains Alternaria solani,
Fusarium solani and Rhizoctonia solani and inhibition of mycelial growth after the test substance
application at concentrations 1 mg/ml, 5 mg/ml and 10 mg / ml was achieved after 24 hours
ofcultivation at 26°C. The greatest inhibition area (108.9 mm?) was achieved on F. solani cultivar
David at concentration 10 mg/ml and the phytopathogenic fungi F. solani and R. solani were more
sensitive to the thermostable proteins in general.
The results show that thermostable proteins with the antifungal properties are obtained after
the thermal treatment and subsequent preconcentration of proteins with these properties and there
are significant differences in potato varieties directly proportional with the increasing amounts
of the active substance in the test samples. These conclusions indicate that the focus on the research
and subsequent biotechnological applications of specific potato varieties rich on large amounts
of thermostable protease inhibitors with antimicrobial properties should be implemented
in the future.

Acknowledgements A
Supported by projects GAJU 030/2012/Z and GACR 522/09/1693.

References

BARTA, J.. BARTOVA V., KAMENOVA A., ZDRAHAL Z., BRABCOVA A., CURN V.
Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich Zemédélska fakulta. Izolat proteinti z brambor s
antimikrobialni G¢innosti. Ceska republika. Uzitny vzor, CZ 23983 U1. Zapséano 18. 6. 2012.
http://spisy.upv.cz/UtilityModels/FullDocuments/FDUMO0023/uv023983.pdf [online 21. 8. 2012]

HUYNTH Q. K., BORGMEYER I. R., SMITH C. E., BELL L. D., SHAH D. M (1996): Isolation
and characterization of a 30 kDa protein with antifungal activity from leaves of Engelmannia
pinnatifida. Biochemical Journal, 316: 723-727.

JINZ., SHINDEP. L., YANG Y. X., CHOIJ. Y., YOON S. Y., HAHN T.-W., LIM H. T., PARK
Y. K., HAHM K. S., JOO J. W., CHAE P. J. (2009): Use of refined potato (Solanum tuberosum L.
cv. Gogu valley) protein as an alternative to antibiotics in weanling pigs. Livestock Science, 124:
26-32.

JUDD R. C. (2002) SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis of peptides. From. WALKER J. M.
(ed.) The Protein Protocols Handbook, 2*¢ Edition. Humana Press Inc., Totowa New Jersey, 1146p.

KAMENOVA A., BARTOVA V., BARTA I. (2011): Antifungdlni potencidl nizkomolekularnich
proteint a peptida hliz bramboru (Solanum tuberosum 1..). Uroda, 12: 213-216.

KAMENOVA A., BARTA J., BARTOVA V. (2012): Hodnoceni vlivu odridovych rozdili
termostabilnich proteinti hliz bramboru (Solanum tuberosum 1..) na inhibici rustu vybranych druhu
fytopatogennich hub. Uroda 12, 2012, védecka pfiloha, s. 61-66.

KIM I.-Y., PARK S.-C., KIM M.-H., LIM H.-T., PARK Y.. HAHM K.-S. (2005): Antimicrobial
activity studies on a trypsin-chymotrypsin protease inhibitor obtained from potato. Biochemical
and Biophysical Research Communications, 330: 921-927.

KIM M.-H., PARK S.-C., KIM J.-Y., LEE S. Y., LIM H.-T., CHEONG H., HAHM K.-S., PARK
Y. (2006): Purification and characterization of a heat-stable serine protease inhibitor from the
tubers of new potato cultivar “Golden Valley”. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 346: 681-686.




MENDIETA J. R., PAGANO M. R., MUNOZ F. F., DALEO G. R., GUEVARA M. G. (2006):

Antimicrobial activity of potato aspartic proteases (SrAPs) involves membrane permeabilization.
Microbiology, 1052: 2039-2047.

OHH S. H., SHINDE P. L., JINZ.,CHOI I. Y., HAHN T.-W_,LIM H. T, KIM G. Y., PARK Y,
HAHM K.-S., CHAE B. I. (2009): Potato (Solanum tuberosum L. cv. Gogu valley) protein as an
antimicrobial agent in the diets of broilers. Poultry Science, 88: 1227-1234.

POUVREAU L. (2004): Occurrence and physic-chemical properties of protease inhibitors from
potato tuber (Solanum tuberosum). Ph.D. thesis, Wageningen University, The Netherlands, 157.

SELITRENNIKOFF C. P (2001): Antifungal Proteins. Applied and Environmental Microbiology.,
67: 288-2894.

SPERANSKAYA A. S., KRINITSINA A. A., REVINA T. A, GERASIMOVA N. G.,
KERUCHENKO Y. A. S., SHEVELEV A. B, VALUEVA T. A. (2006): Heterologous expression,
purification, and properties of a potato protein inhibitor of serine proteinases. Biochemisty
(Moscow), 11: 1176-1182.

Contact

Ing. Andrea Kamenova

Department of Plant Production and Agro-ecology
Faculty of Agriculture

University of South Bohemia in Ceské Budgjovice
Studentska 13

370 05 Ceské Budg&jovice

Email: Andrea.Kamenova@seznam.cz

67



4.1.6. Potencial bilkovin hliz brambor v ramci rodu Solanum

Publikace shrnuje aktualni poznatky v oblastech klasifikace a charakteristiky bilkovin hliz
brambor, genotypovy potencial obsahu a kvality téchto bilkovin v hlizach brambor, moznostmi
ovlivnéni jejich kvality a obsahu péstitelskou technologii, podminkami prostiedni a
skladovanim, metodami izolace hlizovych bilkovin pii zpracovani brambor na Skrob a
potencialu téchto izolovanych bilkovin pro krmné, potravinarské, medicinské a dalsi vyuziti.

Kompletni informace jsou uvedeny v publikaci:
Barta J., Bartova V., Brabcova A., Divis J., Horackova V., Karzlenové A., Zdrahal Z. (2015):
Potencial bilkovin hliz brambor v ramci rodu Solanum, Kurent Ceské Budg&jovice.

Kapitola 3.2.8. Charakteristika a aktivity frakce hlizovych inhibitori proteas hodnocenych
druhit brambor

Vybér metody separace je zdsadnim procesem pro vSechny nésledujici analyzy frakci hlizovych
inhibitorti proteas. Kapitola se zabyva shrnutim a popisem pouzitych vhodnych separac¢nich
metod téchto skupin bilkovin na zdklad¢ jejich charakteristik, jako je molekulovd hmotnost,
vyskyt isoforem hlizovych inhibitora proteas s riznym rozpétim isoelektrického bodu a dalsi
ucel pouziti izolovanych skupin ¢i jednotlivych inhibitorti proteas. Prvni jmenovanou metodou
je dvoustupniova chromatograficka separace patatinu a inhibitora proteas, jako druhd metoda je
uvedena separace globulinové a albuminové frakce z lyofilizované susiny hliz brambor. Frakce
inhibitor proteas ziskanych dle druhé jmenované metody z druhid Solanum tuberosum cv.
Westamyl, Solanum chacoense, Solanum sparsipilum a Solanum yungasense byly nasledné
pouzity pro testovani antifungalnich aktivit metodou schopnosti inhibice plo$ného rastu
mycelia fytopatogennich hub rodd Fusarium solani 1036 a Rhizoctonia solani F1. Tyto druhy
vykazovaly pifi vzajemném porovnani vysledk genotypovou specificitu. Byl zaznamenan
nejveétsi inhibiéni efekt (koncentrace frakci 5 mg/ml) u frakei ziskanych ze S. sparsipilum na
F. solani (95,7 mm?) a R. solani (91,7 mm?). Naopak 74dné inhibi¢ni zény nebyly pozorovany
pii aplikaci bilkovinnych frakci ze S. tuberosum cv. Westamyl a S. chacoense (koncentrace
1 mg/ml a 5 mg/ml) na R. solani. Bilkovinné frakce ziskané ze S. tuberosum cv. Westamyl a
S. chacoense v testu celkové vykazovaly nejmensi vliv na rist mycelia vySe zminénych
mikroskopickych hub.
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3.2.8. Charakteristika a aktivity frakce hlizovych inhibitor(i proteas
hodnocenych druhti brambor

V kapitole 3.2.5. bylo uvedeno, Ze relativni za-
stoupeni frakce inhibitor( proteas v celkovém
obsahu bilkovin hliz dosahuje v ramci studo-
vaného souboru druht znacnou variabilitu.
Podle dostupnych informaci (Pouvreau, 2004)
jsou ve velmi heterogenni frakci hlizovych in-
hibitor(i proteas zastoupeny proteiny vykazu-
jici inhibicni aktivitu viici vétsineé vyznamnych
skupin proteas - inhibitory serinovych proteas
(napf. trypsin, chymotrypsin), cysteinovych
proteas (napf. papain), aspartatovych proteas
(napt. kathepsin D, pepsin), metalloproteas
(napt. karboxypeptidasa A) a dalsich proteo-
lytickych enzym(. Obrazek 9 tuto obecnou
informaci potvrzuje i u druhové rozdilnych
genotypu analyzovanych v nasich experimen-
tech. Na profilech viech tfi skupin genotyp(
- odrudy druhu S. tuberosum (A), genotypy
druh( péstitelsky vyuzivanych v oblastech
plvodniho vyskytu (B), genotypy planych
druh (C) - byly, kromé patatinovych protei-
nd (v oblasti 39-44 kDa), potvrzeny pomoci
hmotnostni spektrometrie tfi zony proteino-
vych pruh obsahujicich prevazné inhibitory
proteas. Prvni zonu predstavuji proteiny s mo-
lekulovou hmotnosti kolem 20-22 kDa, které
byly pfevazné identifikovany jako brambo-
rové inhibitory aspartatovych proteas (PAPI)
a bramborové inhibitory cysteinovych pro-
teas (PCPI). Druhou zonu predstavuji proteiny
v intervalu molekulové hmotnosti 10-15 kDa,
prevazné reprezentované bramborovym inhi-
bitorem serinovych proteas (PSPI-21) a bram-
borovym inhibitorem 2 (PI-2). Tieti zonu pro-
teinovych pruht predstavuji polypeptidy
s molekulovou hmotnosti v rozmezi 5-8 kDa
a zde byl identifikovan zejména bramboro-
vy inhibitor 1 (PI-1), ktery je v nativnim stavu

povazovan za pentamer skladajici se z péti
polypeptidovych podjednotek o molekulo-
vé hmotnosti kolem 8 kDa (Pouvreau, 2004).

Klicovym bodem pii viech analyzich frakce
hlizovych inhibitor( proteas je volba zplsobu
separace jednotlivych dilcich inhibitord i je-
jich skupin. Problém pfinasi zejména soustre-
déni hodnot molekulové hmotnosti do tzké-
ho rozpéti kolem 10-20 kDa, ¢imz je omezena
ucinnost gelové permeacni chromatografie pri
separaci a pak vytvéareni zna¢ného mnozstvi
isoforem s rozsdhlym rozpétim isoelektrickych
bod(, ktera se projevuje jak pfi nékterych
elektroforetickych separacich (IEF, 2D-PAGE),
tak i pfi separaci pomoci iontovyménné chro-
matografie. Zélezi na vlastnim Gcelu separace
- zda jde ,jen” o izolaci jednoho konkrétniho
proteinu z extraktu nebo o pfipad, kdy ma
byt z extraktu izolovano vice proteinl véetné
jejich isoforem. To je pak obecné velmi obtizny
ukol komplikovany vyraznou heterogenitou
inhibitorové smési. Jak je rozvedeno v samo-
statné kapitole této knihy (kapitola 5.4.), vy-
pracovano bylo nékolik zplisobl separace této
pomérné slozité skupiny proteind.

V nasich experimentech jsme pro ziskani frakci
inhibitort proteas pouzili dva pfistupy. Prvni
z nich vyuziva dvoustupnovou chromatogra-
fickou izolaci patatinu, kdy v prvnim stupni jsou
pomoci ménice aniontll zachyceny proteiny
s pl v kyselé oblasti (hlavné patatiny a mensi
¢ast inhibitor), zatimco proteiny s hodnotami
plv neutralni a bazické oblasti zlistanou v neza-
chycené frakci (majoritni ¢ast frakce inhibitor(i
proteas, tzv. B frakce). Ve druhém stupni chro-
matografické separace je pak patatin oddélen
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'Patatins, 2PAPI - potato aspartate protease inhibitor, *PCP! - potato cysteine protease inhibitor, *PSPI-
21 - potato serine protease inhibitor 21 kD, °PI-2 - potato inhibitor 2, °PI-1 - potato inhibitor 1
Legenda/Caption: M - hmotnostni standard v kilodaltonech (kD)/molecular weight standard in kilodaltons
(kD); Odriidy druhu Solanum tuberosum/Cultivars of Solanum tuberosum species (A): 1 - Desirée, 2 - Kuras,
3-Russet Burbank, 4- Superior, 5 - Westamyl; Genotypy druht péstitelsky vyuZivanych v oblastech plvodniho
vyskytu/Genotypes of potato species cultivated in region of origin (B): 6 - S. andigenum 0750300066,
7-S. andigenum 0750300235, 8- S. goniocalyx, 9 - S. phureja, 10 - S. stenotonum; Genotypy planyich druhd/
Genotypes of wild species (C): 11 - S, acaule, 12 - S. chacoense, 13 - S. bulbocastanum, 14 - S. berthaultii,
15 - S. guerreroense, 16 - S. fendleri, 17 - S. leptophyes, 18 - S. microdontum, 19 - S. mochiquense,
20 - S. polyadenium, 21 - S. polytrichon, 22 - S. sucrense, 23 - S. stoloniferum, 24 - S. pinnatisectum,
25 - S. sparsipilum, 26 - S. vernej, 27 - S. verrucosum, 28 - S. incamaoyense, 29 - S. yungasense

Obrdzek 9: Elektroforetické proteinové profily hliz u hodnoceného souboru genotypu brambor po analyze
pomoci SDS-PAGE (16% separacni gel) a detekci prostiednictvim roztoku Coomassie Briliant Blue.

Figure 9: Electrophoretic profiles of tuber proteins in evaluated set of potato genotypes after analysis by
SDS-PAGE (16 % separating gel) and detection using solution of Coomassie Briliant Blue. )
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od minoritni frakce inhibitort proteas pomoci
afinitniho media s lektinovym ligandem Konka-
navalinem A. Obé frakce inhibitor{ proteas pak
mohou byt déle separovény pomoci daldich
chromatografickych princip(, napt. ,propad”
pod méni¢em aniontd (frakce s neutralnimi
a bazickymi inhibitory proteas) je pomérné
Uspésné separovan na koloné s méni¢em kati-

ont{ (viz obr. 18). Druhy ndmi pouZzity pfistup je
uplatnitelny zejména pro separaci ,globulinové
frakce” hlizovych protein( z lyofilizované susiny
hliz, kterd obsahuje hlavné inhibitory proteas.
Z lyofilizované mouky je nejprve pomoci vody
odmyta ,albuminova frakce” a ostatni ve vodé
rozpustné latky, nasledné je pak ,globulinova
frakce” vyextrahovana pomoci slabého roztoku
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Obrdzek 10: Ukdzka separace globulinové frakce (s prevahou inhibitorti proteas) pomoci FPLC na koloné
Uno S6 (Bio-Rad, USA).

Figure 10: A sample of separation of globulin fraction (with dominance protease inhibitors) using FPLC
on the column Uno S6 (Bio-Rad, USA).
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Legenda/Legend: M - hmotnostni standard v kilodaltonech (kD)/molecular weight standard in
kilodaltons (kD); A - patatiny/patatins; B - pfevaha PAPI a PCPl/preponderance of PAPI and PCPI;
C - prevaha PSPI-21 a PI-2/preponderance of PSPI-21 and PI-2; pfevaha PI-1/preponderance of PI-1

1 - S, tuberosum Desirée, 2 - S. tuberosum Kuras, 3 - S. tuberosum Westamyl, 4 - S. tuberosum Sibu,
5 - S. andigena 0750300235, 6 - S. goniocalyx, 7 - S. phureja, 8 - S. stenotomum, 9 - S. chacoense,
10-S. bulbocastanum, 11 -S. microdontum, 12 -S. sparsipilum, 13 - S. yungasense

Obrdzek 11: Elektroforetické profily (SDS-PAGE) globulinovych proteinti s prevahou inhibitor( serinovych
proteas, které byly izolovdny s vyuZitim 5% roztoku siranu draselného u vybrané skupiny druht brambor.
Figure 11: Electrophoretic profiles (SDS-PAGE) of globulin proteins with dominance of serine protease
inhibitors that were isolated using 5% potassium sulfate solution.

soli - 5% roztoku siranu draselného. Po odsole-  hibovat plo3ny rdst mycelia fytopatogennich
ni a zakoncentrovani byla tato frakce nasled-  hub Fusarium solani (kmen 1036) a Rhizocto-
né podrobena elektroforetické separaci, kterd  nia solani (kmen F1). Testovano bylo celkem
dokumentuje pfevazny vyskyt inhibitorl pro- 13 druhovych vzorkd globulinové frakce (viz
teas (obrédzek 11). Globulinova frakce miZe byt seznam u obrédzku 11) ve dvou koncentracich
rovnéz podrobena detailni chromatografické  1a5 mg/ml. U F. solani byla nalezena inhibice
separaci pomoci FPLC, napf. stejné jako vySe  plosného rastu frakcemi ziskanymi z genoty-
zmifiovana B frakce (z izola¢niho postupu pa-  pl S. tuberosum cv. Westamyl, S. chacoense,
tatinu) na koloné Uno S6 (obrézek 10). S. sparsipilum a S. yungasense, riist mycelia
R. solani byl inhibovan frakcemi ziskanymi
Jak jiz bylo uvedeno vyse, inhibitory proteas  z hliz S. sparsipilum a S. yungasense.
z bramborovych hliz vykazuji inhibi¢ni ak-
tivity proti fadé vyznamnych proteas a tyto  Z dosazenych vysledkd je zfejmé, Ze efekt in-
aktivity jsou patrné hlavnim nositelem jejich  hibice rdstu mycelia u dvou modelovych fyto-
antifungalni aktivity. V testech provedenych  patogennich hub (F. solani, R. solani) pomoci
na pracovisti JU byla vysSe popisovand ,glo-  izolatd globulinovych bilkovin hliz je gendty—
bulinova” frakce testovéna na schopnost in-  pové specificky. Jak dokumentuje obrazek 12
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a shrnuji vysledky uvedené v tabulce 19, nej-  S. yungasense, ale s niz3i Gc¢innosti na rdst my-
vyraznéjsi efekt mél bilkovinny izolat ziskany  celia R. solani. U ostatnich izolatd s pozitiv-
z hliz druhu S. sparsipilum, ktery G¢inkoval — nim plsobenim (S. tuberosum cv. Westamyl
presvédcivé na oba druhy testovanych hub.  aS. chacoense), byla zaznamenana Gcinnost jiz
Podobné G¢inkoval také izolat ziskany z hliz  jen na rast mycelia F. solani.

S.yungasense vs. F. solani, kmen' 1036 S. yungasense vs. R. solani, kmen' F1
Istrain

Obrdzek 12: Ukdzka inhibice plosného ristu mycelia fytopatogennich hub (Fusarium solani, kmen
1036 a Rhizoctonia solani, kmen F1) globulinovou frakei izolovanou z hliz druh( S. sparsipilum
a S.yungasense pii koncentraci 0, 1 a 5 mg ml” (do jamek v mediu naneseno 30 ul globulinové frakce).

Figure 12: Demonstration of myceliar growth of phytopathogenic fungi (Fusarium solanj, strain 1036
a Rhizoctonia solani, strain F1) by globulin fraction isolated from tubers of S. sparsipilum and S. yungasense
species in concentration variants 0, 1 and 5 mg ml” (into medium holes applied 30 ul of globulin fraction).

56

75



Tabulka 19: Velikost inhibicni zény (v mm?) u fytopatogennich hub Fusarium solani (kmen 1036)
a Rhizoctonia solani (kmen F1),,globulinovou” fraki izolovanou z hliz vybranych druhd brambor.
Table 19: Area of inhibition zone (mm?) in phytopathogenic fungi Fusarium solani (strain 1036)

a Rhizoctonia solani (strain F1) caused by ,globulin” fraction isolated from tubers selected potato species.

F. solani kmen® 1036

R. Solani kmen? F1

Koncentrace frakce' (mg ml")

1 5 1 5
S. tuberosum cv. Westamyl 94 de 45,6 0 e 0 e
S. chacoense 0 e 44,6 0 e 0 e
S. sparsipilum 0 e 95,7 13 d N7 a
S. yungasense 136 d 80,3 0 e 521 ¢

'fraction concentration, *strain

Rozdilnd mald pismena indikuji prikazny rozdil na hladiné vyznamnosti P < 0,05 (Fisherdv LSD test)

Different small letters indicate significant diference on level P < 0.05 (Fisher LSD test)

Pozn.: Houby byly kultivovény na mediu ,Iso-sensi test” na Petriho miskach. Inokulace houbové kultury byla provedena po-
moci aplikace mycelidrniho terciku do stiedu misky. Po dosazeni radidlné rostouciho mycelia linie jamek (vytvofenych v me-
diu), byl do jamek aplikovan vzorek testované frakce v mnozstvi 30 pl pfislusné koncentrace. Zaznamenany stav vytvorenych

inhibicnich zén je po 24 h.
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4.2. Certifikovana metodika

4.2.1. Metody izolace vybranych proteint hliz brambor

Cilem metodiky je shrnuti optimalizovanych nej¢astéji pouzivanych postupt a principi izolace
a purifikace vybranych skupin hlizovych proteinti a jejich hlavnich frakci ziskanych z hliz
kulturnich a planych druhii brambor. Publikace je zamétena na dvé hlavni skupiny proteint -
patatin a skupiny inhibitorti proteas a jejich Setrnou purifikaci se zachovanim vSech znamych
biochemickych aktivit. Metodika se krom¢ detailnich postupt izolace a purifikace vyse
uvedenych skupin proteini zabyva 1 popisem pracovnich postupi méfeni zakladni
lipidacylhydrolasové aktivity patatinu a méfeni aktivity inhibitor proteas. Tato metodika je
uréena jak pro vzdé€lavaci a vyzkumné instituce, tak pro praktické uzivatele z oblasti
Slechtitelstvi a potravinaistvi a zpracovatelského prumyslu.

Kompletni informace jsou uvedeny v publikaci:

Barta J., Bartova V., Zdrahal Z., Brabcova A., Kamenova A., Divis J. (2013): Metody izolace
vybranych proteinti hliz brambor. Certifikovand metodika. Jiho¢esk4 univerzita v Ceskych
Budgjovicich, 39.

Kapitola 5. Detailni separace frakci hlizovych proteint pomoci FPLC systému
Separace proteinti pomoci FPLC sytému se povazuje za u¢innéjsi a rychlejsi separaci, ktera je
dana jednak moznosti monitoringu, regulace a kontinualni kontroly celého procesu separace a
také 1 vyss$i kvalitou medii v pouzivanych kolonach. V této kapitole jsou v dil¢ich kapitolach
detailn€ popsany postupy separace bazickych proteinti s vyuzitim ménice kationtil, separace
patatinového komplexu a ostatnich kyselych proteint s vyuzitim ménice aniontli a separace
subfrakci bazickych proteini pomoci hydroxyapatitové chromatografie. Tyto postupy jsou
doplnény o ukazky zdznamu pribehii separaci vzorkl na jednotlivych kolonéch.

Kapitola 6. Pfiprava imitace tepelného koagulatu proteini z hlizové vody

Metoda detailné popsana v této kapitole je zaloZena na principu kombinace efektt tepelného a
isoelektrického sraZeni proteinli pro ziskdni frakce termorezistentnich proteint. Vstupni
surovinou muze byt hlizova voda ziskand ze Skrobarenského provozu ¢i hlizova Stava
pfipravena z omytych a osuSenych hliz bramboru pomoci kuchynského odstaviiovace, ktera
simuluje ptipravu hlizové vody ve Skrobarenském provozu.

Kapitola 7.2 MéFeni aktivit inhibitori proteas u ziskanych frakci

Inhibitory proteas izolované z hliz brambor disponuji schopnosti inhibovat vétSinu hlavnich
pracovni postupy byly upraveny podle prace Pouvreau (2004). Méfeni aktivit inhibitoru proteas
je zalozeno na spektrofotometrickém méfeni zbarveni reakéni smési, které vznika v souvislosti
se St€penim substratu piisluSnou proteasou. Mira zbarveni je ovlivnéna aktivitou proteasy, ktera
je zavisla na podminkach reakce a rozsahu inhibice proteasovym inhibitorem (vzorkem).
Vyhodnoceni inhibi¢ni aktivity se provadi vypoctem pomoci vzorce, ve kterém jsou
zohlednény namétené absorbance se 100% aktivitou proteasy (bez inhibitoru v reakéni smési),
méfeni blanku (reakéni smés pouze s pufrem a substratem) a méteni absorbance reakéni smési
se vzorkem (ptitomnost pufru, proteasy, inhibitoru a substratu).
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5. Detailni separace frakci hlizovych proteini pomoci FPLC
systému

K vyhodam separace proteini pomoci FPLC systému oproti separaci na
gravitaénich kolonach patfi zejména u¢inngjsi a rychlejSi separace dana pouzitim
lepSich kolon (dnes i s rigidnimi keramickymi médii), moZnost pouZiti regulovaného
prutoku a moznost vyuziti gradientové eluce. K vyhodach samoziejmé patfi i kontrola
separacniho systému pomoci Uéinnych detektorl. Proto i v pfipadé déleni dil¢ich
frakei (frakce B, D, E) z pfedchozi zakladni dvoustupriové separace byl pouzit tento
systém.

\

Obr. 5: Komplet stfedotlaké kapalinové  Obr. 6: Odsolovaci catridge” a
chromatografie FPLC ,BioLogic DuoFlow kolony s keramickymi  naplnémi
Pathfinder* (Bio-Rad, USA) pro separaci a kompatibilni s FPLC systéemem.
analyzu proteinu.

5.1. Separace , basickych* proteinu s vyuZitim ménice kationtu - separace na
koloné Uno S6

Principem chromatografie na ménic¢i kationtu je vyména kladné nabitych iontu
vazanych k zaporné nabitym funkénim skupinam (ligandum), které jsou pevné
zakotvené v matrici (a spolecné tvori stacionarni fazi), s ionty prislusného pufru
(mobilni faze). Proteiny a peptidy maji amfoterni charakter — jejich naboj a také sila
vazby na ligand jsou ovliviiovany pH prostfedim (zvolenym pufrem), sila vazby je
navic ovliviiovana iontovou silou pufru (vyssi iontova sila vede k eluci). Diky
moznosti provést postupné zvysovani iontové sily je mozné v ramci FPLC systému
provést tzv. gradientovou eluci navazanych slozek.
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Pristroje a vybaveni

Kapalinovy chromatograf vhodny pro separaci proteinu s moznosti gradientové
eluce a sbérem rozdélenych frakci — FPLC systém (napf. DuoFlow BiolLogic
Pathfinder, Bio-Rad, USA), kolona s naplni méniée kationtu, napf. Uno S6 (Bio-Rad,
USA). Obecné by méla byt pouzitelnda i kolona obdobného typu (samotna zde
doporuéovana kolona Uno S je vyrabéna ve tiech velikostech, s naplni média 1, 6 a
12 ml, proto oznaéeni Uno S1, Uno S6 resp. Uno S12). Souprava pro filtraci roztoku,
membranové filtry (péry 0,22 pm), vodni vyvéva, injekéni stfikacky (objemy 1, 2, 5
ml), nastfikova kapilara, pipety o ruzném rozsahu a vhodné $picky, vahy, pH-metr,
magnetické michadlo, centrifuga, chladni¢ka, mrazici box, kadinky o rizném objemu,
odmérné valce (50, 100, 1000 ml), nalevky, sklenéné zkumavky do sbérace frakci (R
= 12-13 mm, V = 10 ml), plastové d6zy, mikrozkumavky 1,5 ml, papirové ubrousky,
permanentni popisovace atd.

Chemikalie

MES (2-morfolinethansulfonova  kyselina), hydroxid sodny, Kkyselina
chlorovodikova, chlorid sodny, ethanol, deionizovana voda.

Priprava pufra

Pro separaci proteinu na koloné Uno S6 je zapotiebi pfipravit startovaci a eluéni
pufry (viz tabulka 4), které jsou odvozeny od zakladniho 1 M MES pufru s pH 6,0.
Pfipravené pufry by mély byt fadné filtrovany (pfes membranu s péry 0,22 pym) a
meély by byt pro potfeby FPLC systému i odplynovany (degasing) pomoci vodni
vyvévy. Nakonec se pufry pfevedou do lahvi s GL45 uzavérem.

Tabulka 4: SlozZeni pufru pouzitych pro separaci proteini na koloné Uno S6.

UnoS UnosS eluéni UnoS
startovaci pufr Pufr uchovavaci
komponenta (ml) pufr
25 mM MES, pH 25 mM MES, pH 25 mM MES, pH
6,0 6,0 + 0.5 M NaCl 6,0 + 20 % ethanol
1 M MES, pH 6,0 25 25 25
5 M NacCl 0 100 0
abs. ethanol 0 0 200
deionizovana H,O 975 875 775

Pfiprava vzorku

U vzorku (nezachycené proteiny na méniéi aniontu resp. frakce B) je nejprve
potieba upravit reakci na pH 6 pomalym pridavanim 1 M HCI (po kapkach). Poté je
potfeba vzorek zakoncentrovat pomoci centrifugaénich koncentratoru, prefiltrovat
pomoci stiikaékového filtru (se slabou afinitou filtraéni membrany k proteinum a s
péry 0,22 pm), pfipadné misto tohoto kroku je mozné také vzorek dukladné
z centrifugovat. Zakoncentrovani ma splnit také odsoleni vzorku, v pripadé vétsiho
zasoleni vzorku je tfeba vzorek pied aplikaci na kolonu odsolit. Je také potfebné
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stanovit koncentraci proteinu ve vzorku a pfipadné mnoZstvi proteinu v aplikovaném
objemu upravit tak, aby bylo kompatibilni s kapacitnimi moznostmi kolony.

Priprava FPLC systému

Nejprve se provede instalace kolony. Obsluha FPLC je detailné popsana
v manualu (Anonym 2, 2013), veskeré instrukce vyrobce je nutné pro spravny chod
pfistroje respektovat. Pfistroj se zapne a po ném i PC fidici jednotka. Do lahvi
s pripravenymi pufry (startovaci UnoS, eluéni UnoS) se zavedou hadicky
transportujici do pump chromatografu mobilni fazi a u obou pump se pfes jejich
ventily provede pomoci injekéni stfikacky ,priming“ — natazeni pufri do pump a
odstranéni vzduchovych bublin. Na davkovaci ventil se nainstaluje davkovaci
(nastfikova) smyéka o vhodném objemu. Ventil se pfepne po polohy ,loading* L,
smy¢€ka se proplachne pomoci injekéni stfikaky s nastiikovou kapilarou a stejnym
zplUsobem se do smy¢ky provede aplikace prislusného objemu vzorku. Pfed viastni
separaci vzorku je potfebné kolonu proplachnout UnoS startovacim pufrem (alespon
30 ml) pro dostateéné vymyti uchovavaciho pufru a kontrolovat pfi této operaci
uroven prubéhu detektoru — hladinu ,baseline” (pfi tvorbé& nespecifickych piku, ¢i
nevyrovnaném prubéhu je potfeba v promyvani pokracovat). Také je zapotiebi
zkontrolovat uroven vodivosti, pro optimalni vazbu vzorku je potieba nizké urovné
vodivosti. Pfi instalaci nové nepouzité kolony je potfeba postupovat pifesné podle
instrukci dodavatele kolony.

Separace

Vlastni separace s vyuzitim gradientové eluce muze probihat napf. podle nize
uvedeného protokolu:

krok | ml operace | pumpa: pufr | podil pufru | objem/pritok
1 0.00 sbér frakci od 7 ml do 157 ml, po 4 ml na 1 frakci
2 0.00 isokraticky tok A: startovaci | 100 % Objem: 4 ml
B: eluéni 0% Pratok: 4 ml/min
3 4.00 nulovani baseliny | QuadTec detektor
4 4.00 naloZeni vzorku na | vzorek Objem: 2 mi
kolonu staticka Automaticky | Pratok: 4 ml/min
smycka nastfikovy
ventil
5 6.00 isokraticky tok A: startovaci | 100 % Objem: 20 ml
| I B: eluéni 0% Pratok: 4 ml/min
6 26.00 | linearni gradient A: startovaci | 10050 % | Objem: 100 ml
B: eluéni 0—50 % Pratok: 4 ml/min
7 126.00  linearni gradient A: startovaci | 50—0 % Objem: 20 ml
B: eluéni 50—100 % | Pratok: 4 ml/min
8 146.00  isokraticky tok A: startovaci | 0 % Objem: 20ml
| B: eluéni 100 % Pratok: 4 mi/min
9 166.00 | isokraticky tok A: startovaci | 100 % Objem: 30 mi
B: eluéni 0% Pratok: 4 ml/min
10 196.00 | konec separace
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Obr. 7: Ukazka zaznamu prubéhu separace vzorku proteinové ,frakce B* (Solanum
andigenum) na Uno S6é koloné.
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Vysledkem separace frakce B na koloné Uno S6 bylo ziskani celkem 14 subfrakci
(1 subfrakce nenavazanych proteini a 13 subfrakci vazanych proteinl), které byly
pomoci sbérate frakci zachyceny a posléze zakoncentrovany, odsoleny a
lyofilizovany. Ziskané a upravené frakce mohou byt nasledn& charakterizovany
pomoci elektroforetickych technik (SDS-PAGE, 2D-PAGE) nebo pomoci metod
hmotnostni spektrometrie (MS). S vyuzitim techniky LC-MS/MS bylo zjisténo priblizné
nasledujici slozeni frakci:

subfrakce pfevaZujici protein & skupina proteint podle LC-MS/MS identifikace

2 =

10-12 -

13-15 serinové proteasové inhibitory, bramborovy inhibitor 1, bramborovy
inhibitor 2, bramborovy inhibitor proteas Kunitzova typu

16-17 rizné serinové proteasové inhibitory, bramborovy inhibitor proteas
Kunitzova typu

18-20 zejména ruzné serinové proteasové inhibitory

21 serinové proteasové inhibitory, bramborovy inhibitor 1, bramborovy
inhibitor 2, bramborovy inhibitor proteas Kunitzova typu

22-24 bramborové inhibitory proteas Kunitzova typu; cysteinové, aspartatove,
a serinové proteasové inhibitory

25-26 cysteinové, aspartatove, a serinové proteasové inhibitory; bramborové

inhibitory proteas Kunitzova typu
27-29 bramborové inhibitory cysteinovych proteas; inhibitory aspartatovych

proteas

30 inhibitory cysteinovych a serinovych proteas

31-32 inhibitory  cysteinovych, serinovych (v€etné Kunitzova typu)
a aspartatovych proteas

33 zejména inhibitory cysteinovych proteas

34 smés inhibitorl proteas

35 inhibitory cysteinovych proteas, inhibitory proteas Kunitzova typu
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5.2. Separace patatinového komplexu a ostatnich kyselych proteint
s vyuZitim méniée aniontu

Princip separace je stejny jako u metody v kapitole 4.1.
Pfistroje a vybaveni

Stejné pfistroje a vybaveni jako v kapitole 5.1. Jediny rozdil pfedstavuje pouZiti
kolony s odli$nou napini méni¢e aniontu Uno Q6 (Bio-Rad, USA). Obecné by méla
byt pouZitelna i kolona obdobného typu (samotna zde doporuéovana kolona Uno Q je
vyrabéna ve tiech velikostech, s napini media 1, 6 a 12 ml, proto oznaéeni Uno Q1,
Uno Q6 resp. Uno Q12).
Chemikalie

Base Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethane), kyselina chlorovodikova, chlorid
sodny, ethanol, deionizovana voda.

Pfiprava pufru

Pro separaci proteinu na koloné Uno Q6 je zapoffebi pfipravit startovaci a eluéni
pufry (viz tabulka 5), které jsou odvozeny od zakladniho 1 M Tris-HCI pufru s pH 7.,4.
Jinak je postup pfipravy pufru stejny jako v kap. 5.1.

Tabulka 5: Slozeni pufru pouZitych pro separaci proteinu na koloné& Uno Q6.

UnoQ UnoQ eluéni UnoQ
startovaci pufr | pufr uchovavaci
pufr
komponenta (ml) 25 mM Tris-HCI, | 25 mM Tris-HCI, | 25 mM Tris-HCI,
pH 7,4 pH 74 + 05 M|pH 74+ 20 %
NacCl ethanol
1 M Tris-HCI, pH 7,4 25 25 25
5 M NaCl 0 100 0
abs. ethanol 0 0 200
deionizovana H,O 975 875 775

Pfiprava vzorku

U vzorku (a - nezachycené proteiny na mediu s ligandem Concanavalin A resp.
frakce D; b — patatiny resp. frakce E; ¢ — celkovy protein nebo upravena a filtrovana
hlizova stava) je nejprve potfeba upravit reakci na pH 7,4 pomalym pfidavanim 1 M
Tris nebo 1 M HCI (po kapkach). Poté je potfeba vzorek zakoncentrovat pomoci
centrifugaénich koncentratoru, prefiltrovat pomoci stfikatkového filtru (se slabou
afinitou filtraéni membrany k proteinim a s péry 0,22 pm), pfipadné misto tohoto
kroku je mozné také vzorek dukladné z centrifugovat. Zakoncentrovani ma spinit také
odsoleni vzorku, v pfipadé véts§iho zasoleni vzorku je tfeba vzorek pfed aplikaci na
kolonu odsolit. Je také potfebné stanovit koncentraci proteinu ve vzorku a pfipadné
mnoZstvi proteinu v aplikovaném objemu upravit tak, aby bylo kompatibilni
s kapacitnimi moZnostmi kolony.
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Priprava FPLC systému

Postup pfipravy FPLC systému je stejny jako v kap. 5.1. Odli$nosti je instalace
kolony fady Q a jsou také pouzity jiné pufry (startovaci UnoQ, eluéni UnoQ), viz
tabulku 5.
Separace

Vlastni separace s vyuzitim gradientové eluce muze probihat napf. podle nize
uvedeného protokolu:

krok | MI Operace | pumpa: pufr | podil pufru | objem/pritok
1 0.00 sbér frakci od 5 ml do 110 ml, po 4 ml na 1 frakci
2 0.00 isokraticky tok A: startovaci | 100 % Objem: 4 ml
B: eluéni 0% Pratok: 4 ml/min
3 4.00 nulovani baseliny | QuadTec detektor
4 4.00 naloZeni vzorku na | vzorek Objem: 0.5 ml
kolonu staticka Automaticky | Prutok: 4 ml/min
smycka nastfikovy
, , | ventil
5 4.50 isokraticky tok A: startovaci | 100 % Objem: 6 ml
| B: eluéni 0% Pratok: 4 ml/min
6 10.50 | linearni gradient | A:startovaci | 100—40 % | Objem: 60 ml
| B: eluéni 0—60 % Pratok: 4 ml/min
7 70.50 | linearni gradient A: startovaci | 40—0 % Objem: 20 ml
| B: eluéni 60—100 % | Prutok: 4 ml/min
8 90.50 | isokraticky tok A:startovaci | 0% Objem: 8 ml
| B: eluéni 100 % Pritok: 4 ml/min
9 98.50 | isokraticky tok A: startovaci | 100 % Objem: 36 ml
B: eluéni 0% Prutok: 4 ml/min
10 | 134.50 | konec separace

Obr. 8: Ukazka zaznamu prubéhu separace vzorku proteinové frakce D* (S.
tuberosum, odrida Adéla) na Uno Q6 koloné.
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Na obr. 8 je ukdzka separace frakce D (nezachycena frakce proteini na
chromatografické naplini s Concanavalinem A) na koloné Uno Q6. Stejnou kolonu je
mozné pouZit i pro detailni separaci skupiny patatinovych proteinu (frakce E nebo-li
frakce zachycena na néplni s Concanavalinem A) na nékolik subfrakci (obr. 9). Je
vieobecné znamo, Ze patatin vytvari fadu nabojovych a hmotnostnich isoforem a
pouZiti tohoto separaéniho principu, maze byt nastrojem pro jejich rozdéleni.

Obr. 9: Ukazka zaznamu prub&hu separace vzorku patatinu - proteinové ,frakce E*
(Solanum tuberosum, odruda Kuras) na Uno Q6 koloné.
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Obr.: 10: Ukazka zaznamu prubéhu separace vzorku celkového proteinu hliz na Uno
Q12 koloné.
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Obr. 10 reprezentuje separaci celkového proteinu na zékladni frakce pomoci
kolony Uno Q12 (obdoba prvniho stupné dvoustupriové separace na gravitacnich
kolonach, viz kap. 4.1.). Nezachycené proteiny (frakce 4-5) pfedstavuji ,basické”
inhibitory proteas, s vyuZzitim gradientové eluce je vzorek separovan na dalsi frakce
obsahujici patatin a ostatni proteiny. Pro kolonu Uno Q12 plati stejny sled krokd,
ktery je uveden v separaénim protokolu kolony Uno Q86, u kolony Uno Q12 jsou
pouze zvySeny objemy mobilni faze v Uméfe narlstu objemu naplné oproti koloné
Uno Q6.

5.3. Detailni  separace  subfrakci basickych proteini pomoci
hydroxyapatitové chromatografie

Princip separace proteint pomoci hydroxyapatitového média je popisovan jako
smésny Zzpusob vymeny iontl. Zahrnuje nespecifické interakce mezi pozitivné
nabitymi vapenatymi ionty a negativné nabitymi fosfatovymi ionty stacionarni faze
s negativné nabitymi karboxylovymi a pozitivné nabitymi amino skupinami proteind.

U CHT 5 kolony (typ I) od firmy Bio-Rad, ktera byla pouzita v této metodice, je
efektivita separaéniho procesu jesté ,vylepSena“ sférickym keramickym usporadanim
media, které prekracuje fyzikalni a chemickou nestabilitu plvodni krystalické formy
hydroxyapatitu. Tento typ chromatografie je doporuovan pro pozdni faze
separaéniho procesu, pfedevsim v pfipadé basickych proteinu.

Pristroje a vybaveni

Stejné pfistroje a vybaveni jako v kapitole 5.1. akorat se pouZije kolona s napini
hydroxyapatitu CHT5-1 (Bio-Rad, USA). Obecné by méla byt pouZitelna i kolona
obdobného typu od jiného dodavatele.

Chemikalie

Hydrogenfosfore€nan disodny (Na,HPO,), dihydrogenfosforeénan sodny
(NaH,PO,), ethanol, deionizovana voda.

Priprava pufru

Pro separaci protein( na koloné CHT5-| je zapotiebi pripravit startovaci a eluéni
pufry (viz tabulka 6), které jsou odvozeny od z&kladniho 1 M Na-fosfatového pufru
s pH 6,8. Jinak je postup pfipravy pufrl stejny jako v kap. 5.1.

Pfiprava vzorku

U vzorkl (subfrakce ziskané separaci vzorkl na kolonéch s iontovyménnou
naplni) je nejprve potfeba upravit reakci na pH 6,8 pomalym pfidavanim 1 M
Na,HPO4 nebo 1 M NaH,PO, (po kapkach). Poté je potfeba vzorek zakoncentrovat
pomoci centrifugacnich koncentrator(i, prefiltrovat pomoci stfikackového filtru (se
slabou afinitou filtraéni membrany k proteinim a s péry 0,22 pm), pfipadné misto
tohoto kroku je mozné také vzorek dukladné zcentrifugovat. Zakoncentrovani ma
splnit také odsoleni vzorku, v pfipadé vétSiho zasoleni vzorku je tfeba vzorek pred
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aplikaci na kolonu odsolit. Je také potifebné stanovit koncentraci proteinu ve vzorku a
pfipadné mnozZstvi proteinu v aplikovaném objemu upravit tak, aby bylo kompatibilni
s kapacitnimi moznostmi kolony.

Tabulka 6: SlozZeni pufru pouzitych pro separaci proteinu na koloné CHT5-|

CHT startovaci CHT eluéni CHT
pufr pufr uchovavaci
komponenta (ml) pufr
10 mM Na- 500 mM Na- 10 mM Na-
fosfatovy pufr, pH fosfatovy pufr, pH fosfatovy pufr, pH
6.8 6,8 6,8 + 20 % ethanol
1 M Na-fosfatovy pufr, pH 10 500 10
6,8
abs. ethanol 0 0 200
deionizovana H,O 990 500 790

Pfiprava FPLC systému

Postup pfipravy FPLC systému je stejny jako v kap. 5.1. OdliSnosti je instalace
kolony CHT5-I a jsou také pouzity jiné pufry (startovaci CHT, eluéni CHT), viz tab. 6.

Separace

Vlastni separace s vyuzitim gradientové eluce muze probihat napf. podle nize
uvedeného protokolu:

krok | ml operace | pumpa: pufr | podil pufru | objem/pratok
1 0.00 | sbér frakci od 5 ml do 80 ml, po 4 ml na 1 frakci
2 0.00  isokraticky tok A: startovaci | 100 % Objem: 4 ml
B: eluéni 0% Pratok: 4 ml/min
3 4.00 | nulovani baseliny | QuadTec detektor
4 4.00 naloZeni vzorku na | vzorek Objem: 1 ml
kolonu staticka Automaticky | Pratok: 4 ml/min
smycka nastfikovy
ventil
5 5.00  isokraticky tok A: startovaci | 100 % Objem: 16 ml
B: eluéni 0% Prutok: 4 ml/min
6 21.00 | linearni gradient A: startovaci | 100—»0% | Objem: 50 ml
| B: eluéni 0—100% | Pratok: 4 mi/min
7 71.00 | isokraticky tok A: startovaci | 0 % Objem: 25ml
I | B: eluéni 100 % Prutok: 4 mi/min
8 96.00  isokraticky tok A: startovaci | 100 % Objem: 25 ml
B: eluéni 0% Pratok: 4 ml/min
9 121.00 | konec separace

Na obr. 11 je ukdzka mozZnosti separace subfrakce 16-17, ktera vznikla frakcionaci
frakce B na koloné Uno S6 (méni¢ kationtu), na koloné s hydroxyapatitovou naplni.
Vzorek je rozdélen na nenavazanou ¢ast (dav piky) a na ¢ast zachycenych proteinu,
které se v dusledku gradientové eluce rozdélily na dva piky.
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Obr. 11: Ukazka zaznamu prubéhu separace vzorku proteinové subfrakce 16-17
(ziskané separaci frakce B druhu Solanum andigena na koloné Uno Q6) na koloné
CHT5-I.
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6. Pfiprava imitace tepelného koagulatu proteina z hlizové vody

Metoda je zaloZzena na principu kombinace efektu isoelektrického a tepelného
sraZeni proteinu.

Pristroje a vybaveni

Vyhifevna vodni lazen s tfepatkou a moznosti regulace teploty, centrifuga
s rotorem pro zkumavky s objemem 50 ml (resp. 15 ml), magnetické michadlo, pH
metr, plastové centrifugaéni tuby o objemu 50 ml (napi. Fisher nebo Falcon),
automatické pipety pfipadné davkovaée, odmérné valce, sklenéné tyg€inky, dialyzaéni
potrubi + svorky (resp. dialyzaéni kazety), kadinky o rizném objemu, popisovace.

Chemikalie a material

Hlizova voda resp. stava (PFJ) — ziskana z omytych a osusenych hliz pomoci
odstaviiovale nebo hlizova voda ziskand ze Skrobarenského provozu, kyselina
sirova, deionizovana voda.
Pracovni postup

Ziskana PFJ se centrifuguje pfi 4500 ot./min nejméné 10 minut pfi teploté 4°C

(pelet tvofi vétSina zbytkového $krobu a vlakniny). Poté nasleduje filtrace
supernatantu na bézném papirové filtru K1 (Thermofisher, CZ).
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U centrifugované a filtrované PFJ se opatrné provede Uprava reakce na pH 5
(pomoci 0.5 M H,SO,). Takto upravena PFJ se prevede do potiebného poétu 50 ml
centrifugaénich tub (doporuéujeme pinit jen 40 ml). Viéky uzaviené tuby s PFJ se
vioZi do stojanku a i se stojankem se poté umisti do vodni lazné pfedem
vytemperované na teplotu 80°C. Vlastni tepelna koagulace probiha 10 minut. Cas
potfebny pro viastni koagulaci proteinu se pocita az po vyhrati PFJ v tubach na
uvedenou teplotu 80°C. Po této procedure se stojanek s tubami vyjme z vodni lazné
a tuby jsou ochlazeny na pokojovou teplotu pomoci studené vody. Tepelny koagulat
bramborovych proteinu se oddéli od tekutého podilu pomoci centrifugace (4500
ot./min, 10 minut, 20°C). Po centrifugaci se supernatant zachyti (uplatni se pro izolaci
teplotné rezistentnich proteinu resp. peptidu) a k peletu se kvuli proprani pfida 20 ml
deionizované vody. Pelet se s pfidanou vodou dukladné promisi (nejlépe pomoci skl.
ty€inky roztiranim peletu po vnitfni sténé tuby) a opét se provede centrifugace za
stejnych podminek. Cely promyvaci krok se opakuje minimalné jesté jednou (lépe
dvakrat). Finalné promyté pelety koagulovanych proteinu v tubach se daji zamrazit a
poté jsou podrobeny lyofilizaci (420 mbar, -50°C, 48 hod.) do nemé&nné hmotnosti.
Lyofilizovany proteinovy koagulat se poté zhomogenizuje &i pomele. Takto ziskany
tepelny koagulat hlizovych proteinu si zachovava vétsinu majoritnich komponent
profilu proteinu hliz bramboru av$ak jejich rozpustnost je velmi omezena.

Supernatant po tepelné koagulaci proteini obsahuje balastni latky (neproteinové
dusikaté latky, cukry, mineralni latky aj.), ale také proteiny, které jsou v rizném
rozsahu odolné proti tepelné koagulaci pfi zvolené teploté 80°C. Jedna se zejména o
bramborové inhibitory proteas | a Il. Tyto inhibitory si i pfes vysokou teplotu ¢asteéné
zachovavaji svou inhibiéni aktivitu, zejména proti aktivité trypsinu. Jejich izolace proto
muzZe byt zajimava, pfinejmensim pro dal$i oblast studia. Izolace téchto proteinu je
pomérné snadna, detailné byl cely postup popsan v uzitném vzoru autord metodiky
(Barta et al., 2012). ZjednoduSené postup spogiva v pfedchozim odstranéni majoritni
frakce proteinu pomoci tepelné koagulace a v nasledném oddéleni
nizkomolekularnich slozek pomoci dialyzy & pomoci gelové filtrace. Membrana
dialyzaéniho potrubi resp. dialyzaéni kazety by méla mit péry s MWCO 3 - 3,5 kDa.
Pred vlastni dialyzou je vyhodné vzorek zakoncentrovat pomoci lyofilizace nebo
s vyuzitim centrifugaénich koncentratoru. Dialyza by méla probihat proti vodé resp.
slabému pufru v objemovém poméru min. 1:10 (vzorek : voda), po celkovou dobu
minimalné 12 hod. s vyménou vody pii dialyze nejméné tfikrat (vzdy po 2 hodinach).
Dialyzovany vzorek je lyofilizovan a uchovavan v mrazicim boxu (-20°C). Vhodnym
doplnénim je mozZnost vzorek pfed finalni lyofilizaci zakoncentrovat pomoci
centrifugaénich koncentratoru a finalné odsolit pomoci odsolovaci kolony na FPLC.

- Obr. 12: SDS-PAGE analyza termorezistentnich
proteini  z hlizové vody (ziskanych vyse
26.6 __ — popsanym zpusobem) na 16% gelu v systému
Tris-tricinového pufru. M — hmotnostni standard,
17 — 3.5K - frakce termorezistentnich proteinu
14.2 — s odsolenim na dialyzaéni kazet¢ s MWCO 3,5
6.5 — kDa.
35— =
M 3.5K
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7. Hodnoceni biologickych aktivit ziskanych frakci proteinu

Aktivita lipidacylhydrolasy patatini a aktivity inhibitord hlavnich typu proteas
(serinové, aspartatové, cysteinové proteasy) patfi k nejvyznamnéjSim aktivitam
hlizovych proteina.

7.1. Méreni specifické aktivity lipidacylhydrolasy patatinu

Uvedeny pracovni postup pro stanoveni specifické lipidacylhydrolasy byl upraven
podle metodiky uvedené v praci Pots (1999).

Princip méreni lipidacylhydrolasové aktivity je zaloZzen na méfeni absorbance
Zluté zbarveného nitrofenolu, ktery vznika v reakéni smési aktivitou enzymu (vzorku)
— Stépenim bezbarvého substratu tzn. nitrofenylového esteru pfislusné karboxylové
kyseliny (napr. nitrofenylbutyratu). Vyhodnoceni pak probiha pomoci kalibracni krivky
¢i vypoctem na zakladé rovnice odvozené z této kalibracni kfivky. Kalibracni kfivka je
sestrojena zméfenim absorbance koncentracni fady Zluté zbarveného standardu
nitrofenolu.

Pristroje a vybaveni

Mikrozkumavky, pipety a Spi€ky, vahy, laboratorni sklo, pH metr, kyvety
spektrofotometr.

Chemikalie a material

Base Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethane),  kyselina  chlorovodikova,
p-nitrofenol (standard), p-nitrofenylbutyrat (resp. substrat s jinym zbytkem - dle
poZzadavku na specifitu substratu), deionizovana voda, vzorky purifikovaného
patatinu o jednotné koncentraci.

Obr. 13: Dvoupaprskovy
spektrofotometr BioMate 5
(Thermo, UK) vhodny pro
méfeni enzymovy aktivit.
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Pracovni postup
Nejprve se provede pfiprava véech potfebnych roztoku:
Substrat p-nitrofenylbutyrat . 20 mM

41,84 mg p-nitrofenylbutyratu (MW=209,20) se navazi do kadinky a toto mnozstvi se
rozpusti pfidanim 10 ml acetonu.

Pufr Tris-HCI pH 7.4, 50 mM

1 litr 1 M Tris-HCI se pfipravi navazenim 121.1 g base Tris (MW=121,14) do ké&dinky
o objemu 1 litr, pfida se asi 700 ml deioniz. vody a po dokonalém rozpusténi se
upravi reakce pomoci kyseliny chlorovodikové na pH 7,4. Poté doplnime objem
deioniz. vody do 1 L. 100 ml 50 mM Tris-HCI pufru se pfipravi fedénim 1 M pufru tj. 5
ml 1 M Tris-HCI pH 7,4 + 95 ml deioniz. vody.

Standard p-nitrofenol, 50 mM
69,56 mg p-nitrofenol (MW=139,11) se navazi do kadinky, pfida se acetonu do
objemu 10 ml a vSe se dokonale rozpusti.

Poté se provede piiprava a méfeni vzorku standardu, potiebnych pro konstrukci
kalibra€ni kfivky a odvozeni rovnice této zavislosti. Postupuje se stejnym zpusobem
dle nize uvedeného postupu jakoby se méfily neznamé vzorky. Redéni vzorkl
standardu se provede podle tabulky 7.

Na zékladé namérenych hodnot absorbance pro jednotliva fedéni standardu je
sestavena Kkalibraéni kfivka a zni je odvozena i rovnice pro vypocet aktivity
neznamého vzorku (obr. 14).

Stanoveni specifické aktivity

¢ Reakce se provede do celkového objemu 200 pl:
180 pl 50 mM Tris-HCI pufru (pH 7.4) + 10 pl enzymu (patatinu) + 10 pl substratu

e Cely objem pripravené reakce se fadné promicha, kyveta je viozena do pfristroje
a meéfi se absorbance pfi 37°C po dobu 10 minut (pfimo ve spektrofotometru)

e Hodnotu absorbance dosadime do rovnice odvozené od konstrukce kalibraéni
kfivky a vypocteme koncentraci (umol/10 pl)

e Z hodnot koncentrace stanovime specifickou aktivitu v pmol/[min mg]
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Tabulka 7: Redéni standardu p-nitrofenol pro méfeni se substratem
p-nitrofenylbutyratem
50 mM 50 mM Vysledna koncentrace
p-nitrofenol Tris-HCI (7.4) (umol/10 pl)
(M) (u1)

Blank 0 1000 0

1 10 990 0,5

2 20 980 1

3 30 970 1,5

4 40 960 2

5 50 950 2,5

6 60 940 3

7 70 930 3,5

8 80 920 4

9 90 910 4,5

10 100 900 5

Obr. 14: Kalibraéni kfivka a podle ni odvozena rovnice pro vypoCet koncentrace
p-nitrofenolu (graf byl vytvofen v programu Statistica)

rovnice: absorbance = 0.02067 + 0.4048 (koncentrace)

r? = 0.990; r=0.995, p = 0.00004
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4.3. Uzitny vzor

4.3.1. Izolat proteini z brambor s antimikrobialni u¢innosti

Uzitny vzor se zabyva technickym feSenim piipravy bilkovinného izolatu z brambor
s antimikrobidlni u¢innosti, ktery se pfipravuje z hlizové vody (sekundarni produkt vznikajici
pii primyslovém zpracovani smeési odrid hliz brambor na Skrob) nebo hlizové §tavy (Stava
pfipravend od$tavenim hliz jedné odridy brambor v laboratornich podminkach jako simulace
prumyslového struhaku). Nasleduje odstranéni termolabilnich bilkovin pomoci tepelné
koagulace pti 80°C a odstranéni balastnich latek, které jsou tvofeny mineralnimi latkami, cukry,
volnymi aminokyselinami a dal$imi organickymi latkami (maximalné 15 % hm.) pomoci
dialyzy se souasnym zachovanim rozpustnosti u¢inné frakce skupiny bilkovin (alespon 70 %
hm.) s antimikrobialni aktivitou o molekulové hmotnosti 3,5 — 20 kDa a subfrakcemi
0 molekulové hmotnosti 14-18 kDa (35-50 % hmotnosti bilkovinného izolatu; PI-2 a PI-1),
6-11kDa (40 — 55 % hmotnosti bilkovinného izolatu; PI-2, PI-1, inhibitory proteas
indukované poranénim a serinové inhibitory proteas).

Kompletni informace vztahujici se k této problematice jsou shrnuty v publikaci:

Barta, J., Bartova V., Kamenova A., Zdrahal Z., Brabcova A., Curn V. (2012) JihocCeska
univerzita v Ceskych Bud&ovicich, Zemé&d&lskd fakulta. Izolat proteind z brambor
s antimikrobialni Gi¢innosti. Ceské republika. UZitny vzor, CZ23983U1. Zapsano 18. 6. 2012.
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Izolit proteinit z brambor s antimikrobialni aéinnosti

Oblast techniky

Technické feseni se tyka izolatu protein(i z brambor s antimikrobidlni Gc¢innosti, ktery se pfipra-
vuje z hlizové vody &i $tavy odstranénim termolabilnich proteinii pomoci tepelné koagulace a
odstranénim balastnich latek pomoci dialyzy, a ve kterém je zachovina rozpustnost Gcinné frakee
proteind s antimikrobialni aktivitou.

Dosavadni stav techniky

Hlizy bramboru obsahuji pfiblizné 1.5 az 2,5 % hmotn. dusikatych latek a priblizng 1.0 az 1.5 %
hmotn. proteinil. Z proteinii jsou v hlizich zastoupeny predeviim dvé vyznamné skupiny - pro-
teiny patatinového komplexu a skupina inhibitori proteas. Obé skupiny proteind pini zejména
roli zasobnich proteinii a jsou zastoupeny vyznamnymi podily - proteiny patatinového komplexu
v rozpéti 20 az 40 % hmotn. a skupina inhibitord proteas v rozpéti 30 az 50 % hmotn..

Proteiny patatinového komplexu jsou glykoproteiny pinici jako hlavni tlohu roli zasobnich pro-
teindi hliz. Povazuji se za dimery s molekulovou hmotnosti monomeru v rozpéti 40 az 43 kDa.
Rozdily v hmotnosti se méni podle stupné glykosylace polypeptidového fetézce. Kromé funkce
zasobnich proteinii disponuji patatinové proteiny lipidacylhydrolasovou aktivitou a uvadi se, e
disponuji i dal3imi enzymovymi aktivitami (fosfolipasa A2, B-1,3-glukanasa aj.). Predpoklada se,
Ze se kromé role zdsobnich proteini hliz (i€astni také na systému jejich obrany. Inhibitory proteas
predstavuji vysoce heterogenni skupinu proteinii s molekulovymi hmotnostmi podjednotek v
intervalu 4 az 25 kDa. Jejich klasifikace neni zcela jasna. Casto jsou tiidény do nékolika tfid i
skupin, vét3inou na zakladé svych vlastnosti, jakymi jsou molekulovd hmotnost, isoelektricky
bod, pocet podjednotek, inhibini aktivita vici hlavaim proteasam (trypsin, papain, cathepsin D,
karboxypeptidasa) apod. Jejich fyziologicka role opét souvisi s ulohou obrany hliz a s Glohou
zasobnich proteind.

Drtiva vétsina proteind bramborovych hliz patfi mezi vodorozpustné frakce, takze pii zpracovani
brambor na skrob pfechézeji proteiny do hlizové vody (potato fruit juice), ktera Jje vedlejsim pro-
duktem zpracovatelského procesu. Hlizova voda obsahuje 4 az 6 % hmotn. susiny, v su$iné pak
37 az 44 % hmotn. dusikatych latek, z nichz 40 az 70 % hmotn. predstavuji proteiny. V proteino-
vém spektru hlizové vody jsou zastoupeny obé vy3e uvedené skupiny proteinil, a sice v podob-
ném relativnim zastoupeni. V nékterych zahraniénich $krobarnach je hlizova voda zpracovavana
a je z ni ziskavan celoproteinovy koncentrit, zejména technologii zalozenou na tepelné koagula-
ci. Koncentrat tohoto typu se susinou 95 % hmotn. obsahuje nejméné 70 % hmotn. proteind. V
proteinovém spektru koncentratu jsou zastoupeny obé vyse uvedené skupiny proteini v pfiblizné
uvedeném rozsahu.

Ukolem technického feseni Jje vytvorit izolat proteini z brambor, ktery by obsahoval termostabil-
ni proteiny s prirozenou antimikrobidlni ¢innosti pro vyuziti v potravinaiském, kosmetickém a
farmaceutickém primyslu.

Podstata technického feseni

Tento kol je vyfesen vytvofenim izolatu proteini z brambor s antimikrobialni G&innosti podle
tohoto technického Fedeni. Podstata technického feseni spogiva v tom, Ze izolat proteini z bram-
bor s antimikrobiini i¢innosti obsahuje alespon 70 % hmotn. termostabilnich proteinil, tvore-
nych alespodt jednou proteinovou frakci o molekulové hmotnosti od 3,5 az 20 kDa, odolnych viiéi
teploté 80 °C a opétovné vodorozpustnych, pficemz izolat obsahuje maximalné 15 % hmotn.
balastnich nizkomolekulamich latek. Za balastni nizkomolekuldmi litky jsou v tomto pripadé
povazovéany mineralni latky, cukry, volné aminokyseliny a jiné organické latky.

Ve vyhodném provedeni sestiva proteinova frakce ze dvou subfrakei, piigemz molekulova hmot-
nost podjednotek prvni subfrakce je od 14 do 18 kDa a tvoii 35 aZ 50 % hmotnosti proteinii izo-
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latu. a molekulova hmotnost podjednotek druhé subtrakee je 6 az |1 kDa a druha subfrakce tvofi
40 az 55 % hunotnosti proteini izolatu.

Je vwhodné, Ze prvni proteinova subfrakce obsahuje bramborovy inhibitor proteas typu I a bram-
borovy inhibitor proteas typu L.

5 Dile je vvhodné, ze druha proteinova subfrakce obsahuje bramborovy inhibitor proteas typu Il
bramborovy inhibitor proteas typu L, inhibitor proteas indukovany poranénim a serinovy inhibitor
proteas brambor. Zastoupeni obou subfrakei v izolatu je podminéno dodrzenim jeho technologic-
kého postupu vyroby, zejména dodrzenim . koagulaéni™ teploty na urovni 78 az 82 °C. Pfi vys-
sich teplotach (nad 85 °C) postupné dochazi ke snizovani zastoupeni druhé hmotnostni subfrakce

10 v izolatu a tim i k poklesu celkové inhibi¢ni aktivity viici trypsinu.

Zikladem G&innosti izolatu termostabilnich proteind je jeho inhibicni aktivita proti proteasam
serinového typu, zejména proti trypsinu, kterd je v dostateéné mife zachovana i po aplikaci koa-
gulacni teploty 80 °C. Pfi 50% inhibici pfedstavuje aktivita inhibujici trypsin (TIA) nejméné
100 mg trypsinu na 1 g izolatu.

15 Popsané proteinové slozeni izoldtu je uéinnou slozkou jeho antimikrobialni aktivity vyznacujici
se zejména proti mikroskopickym houbam. S vyhodou se jedna predevsim o fytopathogenni a
saprotytické houby, zpisobujici vazna onemocnéni vyznamnych polnich plodin &i poskozeni a
znehodnoceni komodit, surovin anebo potravin rostlinného piivodu. lzolat i¢inné potlacuje jiz od
koncentrace 1 mg/ml mycelidmi rist hub z rodu Fusarium, napt. F. solani, F. oxysporum, F.

2 graminearum, F. culmorum, které zplisobuji onemocnéni bramboru, Inu, luskovin a obilnin. Dale
potladuji myceliarni rist fytopathogennich hub z rodu Rhizoctonia, Drechslera, Fusarium a
Phoma a hub z rodu Aspergilius a Rhizopus.

Ze stejného diivodu mize byt izolat vyuzit svym zakomponovanim do povrchovych vrstev obali
a obalovych materiali, predevsim obali potravin, pro zvySeni jejich odolnosti vici pisobeni
25 mikroorganismil, zejména mikroskopickych hub. Zde mize byt s vyhodou vyuzita schopnost
acinnych slozek izoldtu odolavat vyssim teplotam (do 80 °C), pii jeho pridavani na povrch vy-

wwe

robk ¢i oballi za vyssich teplot v priibéhu realizaéniho procesu.

[zolat mize byt rovnéZ vyuzit jako prostiedek na ochranu rostlin vii€i houbovym pathogenim se

schopnosti potladit jejich riistové schopnosti, zejména v péstitelskych systémech, kde neni vyuziti
30 konvencnich chemickych pripravkd na ochranu rostlin mozné (ekologické systémy péstovani

rostlin) ¢i vhodné (uzaviené mistnosti obyvané lidmi a zvifaty, napf. u pokojovych rostlin).

Izolat 1ze dale s vyhodou vyuzit jako vstupni surovinu pro dal3i aplikace v kosmetickém a farma-
ceutickém primyslu.

Majoritni termolabilni proteinové frakce (patatin, ¢ast inhibitord proteas) jsou obsaZeny pouze ve
35 stopovych mnozstvich v disledku jejich tepelného vysrazeni prostfednictvim aplikované teploty

80 °C. Ze slozité skupiny inhibitorti proteas jsou tak odstranény labilni formy bramborového

cysteinového inhibitoru proteas ¢i proteinas (potato cysteine protease inhibitor; potato cystein

proteinase inhibitor), bramborového aspartatového inhibitoru proteas (potato aspartic protease

inhibitor), bramborového inhibitoru Kunitzova typu (potato Kunitz-type protease inhibitor) a ast
40 inhibitor serinovych proteas (serine protease inhibitor).

Vyhody izolatu protein& z brambor podle tohoto technického feseni spocivaji v jeho odolnosti
proti teploté 80 °C, v jeho opakované vodorozpustnosti a jeho antimikrobidlni (i€innosti.

Ptiklady provedeni technického feseni

Predpoklada se, Ze dale popsané pfiklady uskutecnéni technického feseni jsou predstavovany pro

45 ilustraci nikoli jako omezeni moznych provedeni technického feseni na uvedené ptiklady. Od-
bornici znali stavu techniky najdou nebo budou schopni zajistit za pouziti rutinniho experimento-
vani vétsi ¢i mendi poéet ekvivalentd ke specifickym uskute¢nénim technického feseni, kterd jsou
zde specialné popsana. | tyto ekvivalenty budou zahrnuty do rozsahu naroki na ochranu.

< = T
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Izolat proteinii z brambor s antimikrobialni G¢innosti podle tohoto technického Feseni obsahuje
min. 70 % hmotn. termostabilnich proteini a max. 15 % hmotn. balastnich nizkomolekularnich
litek jako jsou napf. mineralni latky, cukry, volné aminokyseliny a dalsi organické latky.

[zolat proteini z brambor s antimikrobialni G¢innosti se pipravi nasledujicim zplsobem:

Hlizova $tava uvolnéna z hliz bramboru po jejich desintegraci se odstedi (4000 rpm, 10 min.,
4 °C) pro odstranéni zbytkového skrobu, vidkniny a jinych ptipadnych nerozpustnych ¢asti. Dale
Je nutné ziskany supernatant prefiltrovat pres bézny laboratorni tiltraéni papir.

S vyhodou je mozné pro produkei izolatu termostabilnich proteint pouzit jako vstupni surovinu i
tev. hlizovou vodu (oznagovanou jako ..potato fruit juice™), kters je vedlej§im produktem 3kroba-
renskych provozii pii zpracovani brambor na skrob. TaktéZ tento material je nutné upravit vyse
uvedenym zplisobem.

Ze ziskaného supernatantu upraveného filtraci je potfebné odstranit pomoci tepelné koagulace
majoritni termolabilni proteiny (patatinové proteiny; frakce inhibitort proteas zejména s cystei-
novou a aspartatovou aktivitou). Pokud je pii vyrob& vyse uvedeného celoproteinového koncent-
ritu aplikovana technologické teplota koagulace v rozmezi 78 az 82 °C, pak je s vyhodou mozné
~odpadni tekuty podil* po tepelné koagulaci proteini z hlizové vody pouzit pro vyrobu izolatu
termostabilnich proteint, nebot’ termostabilni proteiny v tomto poditu zlstavaji.

U cirého filtrdtu se provede liprava reakce piidanim 0,5 M kyseliny sirové do hodnoty pH 5.,0.
Poté se filtrat s upravenym pH penese do centrifugagnich tub. Tuby se uzaviou. vlozi se do sto-
Janku a dile do vodni ldzné& vytemperované na 80 °C. Je potiebné pockat, az tepliota filtratu v
tubich dosahne 80 °C a od tohoto momentu se provede tepelna koagulace ponechanim tub ve
vytemperované lazni 10 az 15 minut. Poté se tuby i s obsahem ochladi na pokojovou (20 °C)
teplotu a nisledné se provede centrifugace (9000 rpm, 10 min., 20 °C) pro oddéleni vysrazenych
termolabilnich bilkovin (pelet) od zbylého tekutého podilu (supernatant). Supermnatant (obsahujici
termostabilni proteiny) se opatrné pievede do doz, ve kterych je déle zamrazen pii -20 °C a na-
sledné zakoncentrovin pomoci lyotilizace do konstantni hmotnosti (0,470 mbar, -50 °C).

Takto pripravena susina se rozpusti v deionizované vodé v koncentraci 30 % (w/v) a napini se
bud’ do dialyzagnich kolon nebo do dialyza¢niho potrubi (s pory membrany na urovni MWCO
3.5 kDa) a provede se dialyza proti chlazené deionizované vodé v objemovém poméru 1:20 po
dobu nejméné 5 hod. Po této dobé se provede vyména stavajici deionizované vody za novou a
opét se nechd probihat dialyza 5 hodin. Dialyza se provede celkem 4x. Po probéhnuti dialyzy se
obsah dialyza¢ni kazety nebo potrubi opét prevede do dézy, zmrazi pfi -20 °C a vysusi do kon-
stantni hmotnosti (0,470 mbar, -50 °C).

Izolat termostabilnich proteinii je suchy, vodorozpustny, elektrostaticky, svétle hnédy az zlaty
prasek.

Priimyslové vyuZitelnost

Izolat termostabilnich proteini mitze byt vyuzit nepfimo jako zdroj vyznamné skupiny inhibitord
proteas, které si svou inhibi¢ni aktivitu zachovavaji i po aplikaci vyssich teplot (80 °C), pro de-
tailni purifikaéni postupy s cilem ziskat ,,&isté™ izolaty konkrétniho inhibitoru.

P¥imé praktické vyuziti tohoto proteinového izolatu souvisi s jeho antimikrobialni aktivitou. Izo-
lat miZe byt vyuzit jako kratkodoby prirodni ochranny prostfedek na povrchové vrstvy surovin
rostlinného a Zivocisného pivodu, potravinafskych surovin &i pfimo potravin, zpomalujici jejich
znehodnoceni zpisobené jejich povrchovou kontaminaci mikroorganismy, zejména mikroskopic-
kymi houbami. Ptipravek mdze byt s vyhodou vyuszit i jako ptirodni ochranny prostfedek na po-
vrchovych vrstvach obalovych materialii pouzivanych pro potravinarské suroviny a vyrobky.
Pripravek miiZe byt s vyhodou vyuzit také jako vychozi material pro pripravu lé¢ivych a kosme-
tickych prostiedkii na 1é¢bu opruzenin a slabsich forem dermatid.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Izoldt proteinii z brambor s antimikrobialni ucinnosti, vyznaéujic i se tim. Zze
obsahuje alespoin 70 % hmotn. termostabilnich proteinii. tvofenych alespon jednou proteinovou
frakei o molekulové hmotnosti od 3.5 az 20 kDa, odolnych viici teploté 80 °C a opétovné vodo-

rozpustnych, pficemz izolat obsahuje maximainé 15 % hmotn. balastnich nizkomolekularnich
latek.

2. 1zotat termostabilnich proteinii podle naroku I, vyznadujici se tim, ze protei-
nova trakce sestava ze dvou subltrakei, piiéemz molekulova hmotnost podjednotek prvni subtrak-
ce je od 14 do 18 kDa a tvofi 35 az 50 % hmotnosti proteina izolatu. a molekulova hmotnost

podjednotek druhé subfrakce je 6 az 11 kDa a druha subtrakce tvofi 40 az 55 % hmotnosti pro-
teinua izolatu.

10

3. Izolat termostabiinich proteinii podle naroku 2, vyznadujici se tim. Ze prvni

proteinova subtrakce obsahuje bramborovy inhibitor proteas typu Il a bramborovy inhibitor pro-
teas typu L

15 4. 1zolat termostabilnich proteini podle naroku 2, vyzna&ujici se tim. Ze druha
proteinova subtrakce obsahuje bramborovy inhibitor proteas typu II, bramborovy inhibitor pro-
teas typu I, inhibitor proteas indukovany poranénim a serinovy inhibitor proteas brambor.

S. Izolat termostabilnich proteinii podle alespoi jednoho z naroki 1 az4, vyzmadujici

se tim. zc balastni nizkomolckulami latky jsou minerilni latky, cukry, volné aminokyseliny a
20 jiné organické latky.

Konec dokumentu
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4.4. Rukopis publikace pFipravené do tisku

4.4.1. Recovery of thermo resistant potato proteins and their antifungal inhibition
influence on Fusarium spp. mycelium growth

Inhibitory proteas jsou hlavni skupinou termorezistentnich bilkovin vyskytujici se
Vv hlizach bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.) a diky svym bohatym biologickym
vlastnostem pravdépodobné hraji n€kolik dualezitych roli v ochrané rostlin proti patogentim a
hmyzu. Tento piispévek se zabyva hodnocenim antifungalniho potencialu termorezistentnich
bilkovin ziskanych ze Sesti odriid bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.) David, Fabia,
Marabel, Laura, Sibu, Westamyl, které se navzajem li$i uzitkovym smérem a ranosti. Z kazdé
z téchto odriid zvlast byla ptipravena hlizovd Stdva za pouziti kombinace upravy pH a
tepelné¢ho zpracovani pii 80°C (V80) a varianty pouze s upravou pH (kontrolni varianta).
Izolované bilkoviny varianty V80 byly identifikovany pomoci LC-MS/MS jako inhibitory
proteas a nasledné byla zjiStovana jejich antifungdlni aktivita pii aplikaci ke tiem
fytopatogennim druhtim hub Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum a Fusarium solani.
Mgéfeni inhibi¢nich aktivit u uvedenych druhi fytopatogennich hub bylo zaroveii pro Gplnost
vysledkt dopInéno o biochemicky rozbor obou variant vSech odrid a to méfenim obsah dusiku,
glykoalkaloidt, drasliku, sacharidi a méfenim ECD spektra a inhibi¢ni aktivity trypsinu.

Pti porovnani vysledka antifungalnich testli byl prokdzan vyrazné nejvéetsi inhibicni
ucinek v rameci testovanych odrid u odriidy Sibu V80. Antifungélni G¢inek (velikost inhibi¢ni
plochy) odridy Sibu byl nejsilnéjsi pti pouziti koncentrace 10 mg/ml izolatu a to hned u dvou
druhti fytopatogennich hub Fusarium graminearum (206,8 mm?) a Fusarium solani
(181,93 mm?). Tyto druhy hub byly ziroven nejcitlivéj§imi testovanymi kmeny
oxysporum.

LC-MS/MS analyzou vybranych spoti kazdé z Sesti zkoumanych odrid bylo zjisténo,
ze, V testovanych vzorcich se pievazné vyskytovaly inhibitory proteas I (PI-1), inhibitory
proteas Il (PI-2) a karboxypeptidazovy inhibitor (PCI). Pfi analyze detekovanych jedine¢nych
spotd na 2D SDS-PAGE byla u odriady Sibu V80, ktera prokazala ze vSech testovanych odrad
nejvetsi antifungalni u€inek, zjisténa nejvetsi intenzita spoti identifikovanych jako PI-1, coZ by
mohlo pfedznamenat jistou spojitost s jejim nejveétsim antifungdlnim Géinkem, zaroven byl
u této odrady identifikovan unikétni protein s molekulovou hmotnosti 11,97 kDa a pl 4,96,
ktery nebyl nalezen u zadné z ostatnich zkoumanych odrid.

U testovanych izolath byl dodate¢nymi analyzami zjiStovdn mimo jiné i obsah
glykoalkaloidi a drasliku, aby byla komplexné ovéfena jejich potencidlni role v antifungalnich
testech, ta se vSak zda byt na zéklad¢ dosaZenych vysledkl zanedbatelnou.
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Recovery of thermo resistant potato proteins and their antifungal
inhibition influence on Fusarium spp. mycelium growth

Andrea Vladihova, Jan Barta, Veronika Bartova, Gabriela Lochmanova, Pavlina
Novotna, Hana Konecna, Zbynék Zdrahal, Adéla Stupkova

Abstract

The contribution deals with the assessments of antifungal potential of thermo resistant
proteins from six potato cultivars (Solanum tuberosum L.) David, Fabia, Marabel,
Laura, Sibu and Westamyl. Chosen cultivars differ in market and maturity. Potato fruit
juice Variant 80 was prepared with combination of pH adjustment and 80°C treatment
(V80) and variant with pH adjustment only was prepared for control. Isolated proteins
V80 were identified by LC-MS/MS as protease inhibitors. Protein isolates were applied
to three phytopathogenic fungi strains Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum
and Fusarium solani. The inhibition of mycelial growth was evaluated after 24 hours of
growth at 26°C on digital photos by special software using the method of measuring
the inhibition area. The greatest inhibition area (206.8 mm?) was achieved on F.
graminearum cultivar Sibu V80 at concentration 10 mg/mL. The phytopathogenic fungi
F. graminearum and F. solani were more sensitive to thermo resistant proteins in
general.

Keywords: potato protease inhibitors, Solanum tuberosum L., antifungal activity,
thermo resistant proteins, cultivar variability

Introduction

Potato protease inhibitors (PI’s) are major thermo resistant protein group which is very
heterogeneous. PI’s are well known for their rich biological properties and presumable
important role in plant defense against pathogens and insects in various plant species
[1; 2]. PI's are stored in vacuoles of potato tubers [3]. PI's are present not only in green
parts of potato plant (leaves, stem) but also in generative and vegetative organs of
potato plants and play important regulatory roles during plant development and tuber
maturing [4]. The molecular weight of PI's is in range from 3 to 25 kDa and they are
important part of tuber proteins which constitute about 50 % of the total soluble proteins
in potato fruit juice (PFJ) [5]. The most important protease inhibitors are serine families
of PI-1 (4.5 % of total protein) and PI-2 (22 % of total protein) [5] differing mainly in
molecular weight which feature is used in the separation. PI-1 is a pentameric protein
with molecular weight of each subunit 8 kDa and PI-2 is a dimeric protein with
molecular weight of each subunit 22 kDa and is composed of dimers of four distinctly
different protomers. PI-1 and PI-2 are characterized by trypsin and a-chymotrypsin
inhibition activity [6; 7].

There are various types of protease inhibitors isolation methods which are developed
for industry protein capture. One of the most interesting biological attribute is the
thermo resistance of protease inhibitors, but it is not discussed very often. The PI's
maintained their stability even after heating at 120°C [8].

Antimicrobial activity of potato tuber proteins was studied on one potato cultivar in each
study - Gogu [9] and Golden Valley [10]; cultivar Istrinskii [11] and cultivar Gogu Valley
[12; 13]. Antimicrobial properties were described at some phytopathogenic fungi
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strains: studied antimicrobial activity of potato inhibitor | (PI-1) against phytopathogenic
fungi Rhizoctonia solani [9] and positive antifungal effect of potato tuber proteins
against Fusarium solani was described [14; 15].

The protein mixture from industrial PFJ is recovered by thermal coagulation and used
as an animal protein feed supplement and thermo resistant protein will be retrieved
from the liquid waste generated after thermo coagulation as a by-product.

The aim of this contribution was the reciprocal comparison of thermo stable proteins
gained from PFJ of six potato tuber cultivars David, Fabia, Laura, Marabel, Sibu and
Westamyl (Solanum tuberosum L.), the assessment of their influence on growth
inhibition of selected Fusarium spp. phytopathogenic fungi strains and complemented
by composition and properties characteristics.

Materials and Methods

Plant Material

Potato (Solanum tuberosum L.) tubers of six cultivars (David, Fabia, Laura, Marabel,
Sibu and Westamyl) were cultivated under defined conditions in 2012 in the small plot
experiment at the experimental station in Ceské Budé&jovice, Czech Republic (altitude
380 m). Cultivars David (early maturity), Fabia (early maturity), Sibu (late maturity) and
Westamyl (medium-late maturity) are cultivated as starch production utility type and
cultivars Laura (medium-early maturity) and Marabel (very early to early maturity) are
processed potatoes.

Preparation of Protein Concentrates. From each cultivar potato tubers were
performed on juice exactor (JE 4010, Catler, Kilkenny, Australia) and preserving agent
(1% w/iv Na2SO3+Na2S04) was added to prevent enzymatic reactions. PFJ’s were
centrifuged (4500 rpm, 4°C, 30 minutes) and filtrated (Filter paper for qualitative
analysis, KA 1, Papirna Pernstejn, Czech Republic) to remove starch, fiber and other
water insoluble components. The pH of PFJ’s was adjusted by 0.5 M H2SOa4 to 5 and
PFJ’s were divided into two variants. Control with pH adjustment only, and Variant 80
(V80) with pH adjustment and heat treatment at 80°C for 10 minutes in the water bath
(SW 22, Julabo Labortechnik, Seelbade, Gemany). Coagulated thermo labile proteins
were removed by centrifugation (4500 rpm, 30 minutes) and filtration (Filter paper for
qualitative analysis, KA 1, Papirna Pernstejn, Czech Republic) and the supernatant
was dialyzed (3.5 K MWCO, Pierce Snake Skin Dialysis Tubing, Thermo Fisher
Scientific, USA) for two times overnight and concentrated by freeze drying to constant
dry matter (Alpha 1-4 LSC, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen, Osterode am
Harz, Germany).

Material Identification

Gel Electrophoresis. Gained protein samples were analyzed on 1-D SDS
polyacrylamide gel electrophoresis according to the optimized method [16] and they
were stained by Coomassie Brilliant Blue (Thermo Scientific, USA). Tris-Tricine 2-D
gels were prepared according to [17], strips BioRad (USA), staining by SyproRuby
(Invitrogen, USA).

LC-MS/MS. Liquid chromatography—tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis
was performed with a reversed phase Easy-nano-LC (Proxeon Biosystems, Odense,
Denmark) coupled online to an HCT Ultra PTM Discovery System ion-trap mass
spectrometer (Bruker Daltonik, USA). Prior to LC separation, samples were desalted
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and concentrated using a trapping column (100mm x 40 mm) filled with 3.5 mm X-
Bridge sorbent C18 sorbent (Waters, Milford,USA). The sample volume was 10 mL.
ECD Measurement. The ECD spectra were measured in a quartz cuvette with an
optical path length of 1 mm (Starna, USA) using a J-810 spectrometer (Jasco, Tokyo,
Japan). The conditions of the measurements were: a spectral region of 185-200 nm,
a scanning speed of 10 nm/min, a response time of 8 s, a resolution of 1 nm, a
bandwidth of 1 nm and a sensitivity of 100 mdeg. The final spectrum was obtained as
an average of 10 accumulations. The spectra were corrected for a baseline
by subtracting the spectra of the corresponding peptide-free solution. The ECD
measurements were conducted at 25°C. The concentration of peptide sample was 0.5
g/L in Mili-Q water. The final spectra are presented as the dependence of measured
ECD signal in mdeg on the wavelength in nanometers.

Nitrogen Content. Total nitrogen compounds were determined on analyzer Flash EA
1112 (ThermoQuest, Rodano, Italy) and a factor 6.25 was used for the conversion of
nitrogen to the total nitrogen content. Three 50 mg samples of dry protein sample were
analyzed. Content of protein was determined according to the enclosed modified
instructions of BCA Protein Assay Kit (Pierce, Thermo Scientific, USA). Colorimetric
detection of this reaction was measured using a spectrophotometer BioMate 5
(Thermo Electron Corporation, USA) at 562 nm within 10 minutes.

Glycoalkaloid Content. Contents of a-solanin, a-chaconin and total glycoalkaloids
were determined on the UHPLC using an Acquity UltraPerformance LC system
(Waters, USA) equipped with an HILIC Atlantis Silica column (100 x 3 mm |. D., 3 ym
particle size, Waters, USA) maintained at 30°C. The UHPLC system was connected
to a 5500 QTRAP tandem mass spectrometer (AB Sciex, USA) equipped with a Turbo
VTM ion source operated in positive mode [18].

Saccharides Content. The analysis of saccharides content was based on the principle
of reducing saccharides reduced cuprous salt to cupric oxide in alkaline medium when
boiling and unreacted excess of copper salt was determined by iodometric titration [19].
Potassium Content was determined according to the optimized method [20] by optical
emission spectrometry with inductively coupled plasma optical emission spectroscopy
(Intrepid 1l XSP Duo, Thermo Elemental, USA) after acid digestion of the sample
mixture in HCI (ratio 6:1).

Trypsin Inhibitor Assays. Proteinase activities of isolated protein samples were
measured by the hydrolysis of DL-BAPA for trypsin according to the optimized method
as described in Pouvreau [5] in the presence or absence of inhibitor using a
spectrophotometer BioMate 5 (Thermo Electron Corporation, USA) and materials were
purchased from Bachem (Bubendorf, Switzerland).

Antifungal Activities

Fungal strains. Antifungal tests were performed on fungi strains Fusarium
graminearum (CCM F-683), Fusarium oxysporum (CCM 17), Fusarium solani (CCM
1036) all purchased from Czech Collection of Microorganisms (Brno, Czech Republic).
Fungal strains were grown at 25°C in incubator (Binder, Tuttlingen, Germany) on
IsoSensitest Agar (Oxoid, USA). After mycelia colony have developed, holes in agar
were cut 1 mm from the edge of the mycelium and 30 uL of protein solution was add
in holes in agar at concentrations 1, 5 or 10 mg/mL and sterile distilled water was used
as a control solution (C) and the plates were incubated for 24 hours at 25°C and digital
photos were taken.

Data processing. Statistical analyses were evaluated in software Statistica 12
(StatSoft, USA) using analysis of variance and the Fisher LSD test and differences
among samples were considered as significant at P<0.05. Image analysis was
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performed in PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad, USA). Antifungal activity was reflected by
mycelium growth inhibition, digital photos of plates were taken, inhibition areas were
processed in software AutoCAD 2013 (Autodesk, USA).

Results and Discussion

SDS-PAGE Protein Identification. Isolated proteins were analyzed on 1-D
polyacrylamide gels (Figure 2), the control contained proteins identified as protease
inhibitors (PI's) in areas near 3.5 kDa, 6.5 kDa, 14 kDa, 17 kDa and 26 kDa and patatin
in area near 40 kDa that corresponds well with results in Bartova, Barta [22]. Proteins
detected on 1-D polyacrylamide gels V80 were identified as PI's in areas near 6.5 kDa
and 14 kDa that corresponds well with Pouvreau [5]. Patatin bands were not detected
because of removing the thermo labile proteins after 80°C thermo coagulation and
patatin shows stability of the complex only up to the temperature 28°C [21, 22].
Quantitative Analysis. Quantitative analysis of the proteins V80 on 2-D Tris-Tricine
Gels (Figure 2) showed that PI-2 were in the majority of the PI-1, average spot intensity
(density) ratio sums PI-2/PI-1 from 1.2 at cultivars Sibu and Marabel to 2.1 cultivar
Laura, (Table 3). Proteins of higher density are represented at higher levels and they
may cause a stronger effect (relative to their specific function). It is also important
representation of specific proteins, and their combinations.

LC-MS/MS. SDS-PAGE protein identification results were confirmed by LC-MS/MS
and isolated proteins were identified as PI-1, PI-2 and PCI of various pH and pl (Figure
2 and Table 3).

ECD spectra measured for David, Fabia, Laura, Marabel, Sibu and Westamyl samples
isolated at 0 and 80°C are shown in Figure 3. All samples isolated at the same
temperature showed similar spectral shapes. The spectra for samples isolated at 0°C
had two negative maxima localized at 207 and 221 nm and one positive maximum
localized at 190 nm. The spectra for samples isolated at 80°C had one negative
maximum localized at 199 nm. This spectra were similar to that described in Sun et al.
[23] but differ slightly from that described in van Koningsveld [24].

The spectral pattern observed for samples isolated at 0°C (control) is typical for
polypeptides with considerably high content of the a-helical conformation while the
spectra measured for samples isolated at 80°C showed spectral pattern typical for
disordered random coil structure. This observation suggests that the secondary
structure of the polypeptides was irreversibly denatured by increased temperatures.
Chemical Composition of Potato Protein Isolates. Protein isolate main chemical
composition was analyzed (Table 1). Average content of total nitrogen compounds in
V80 (56.4 %) was significantly lower than in control (77.4 %) and these data are higher
than figures in van Koningsveld [24] which could be caused by the fact that we used
for the experiment freshly prepared PFJ on kitchen juicer and the potential of protein
denaturation was minimal when compared to industrial PFJ [24]. Content of protein
show statistically significant difference of 19 % in V80 than in control (average V80 489
Mg/mL versus control 396 ug/mL), this result may be the reason of stronger inhibition
effect caused by V80 than control and also the highest protein content observed at
cultivar Sibu had the greatest inhibition effect on all tree tested fungi strains from all
cultivars.

Content of saccharides was very variable among each cultivar in control and the
value decreased after heat treatment in V80 only at cultivars David, Sibu and
Westamyl, which are cultivars for starch production. These figures are in average
higher in control than those in Sun et al. [23] that they use industrial PFJ.
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Average total glycoalkaloids content in both variants do not show any statistically
significant difference. Average content of a-solanin and a-chaconin show significantly
higher values in V80 than in control. Glycoalkaloids content in V80 may play an
important role in the inhibition effect in antifungal tests, but cultivar Sibu, which show
the best inhibition effect at two fungi strains, does not content the highest amount of
total glycoalkaloids (Sibu 501.4 mg/kg versus maximum at Westamyl 507.7 mg/kg) nor
the a-solanin (Sibu 286 mg/kg versus maximum at Marabel 460 mg/kg) and a-
chaconin (Sibu 242 mg/kg versus Laura 424 mg/kg). Similar data of glycoalkaloid
concentrations are shown in Driedger and Sporns [25] where dialysis of the materials
was not performed but in comparison with the results in Bartova, Barta [26]
glycoalkaloid concentrations in control and V80 are significantly lower. Glycoalkaloids
are present in range from 30 to 120 mg/kg in potatoes [18] and limit of total
glycoalkaloids content in potato protein isolates for food is 150 mg/kg [27] which is
more than three times lower content than observed in Sibu V80 sample.

Content of potassium was significantly different when comparing both variants means
(control 0.415 % versus V80 1.54 %). The highest content of potassium in control was
0.65 % in cultivar Sibu and 2.79 % in V80 cultivar David. Control data are lower when
comparing to Bartova, Barta, [24] and also lower than van Koningsveld [24] which could
be caused by removing the potassium by proper dialyzing of the samples. But V80
contained more potassium with the lowest increase at cultivar Sibu (0.9 %) which
should be caused by concentration and binding of potassium ions to some of the
components during heat treatment.

The results of antifungal inhibition tests (Figure 1, Table 2) were focused on cultivar
Sibu, V80, concentration 10 mg/mL because it showed the greatest inhibition area at
two fungi strains Fusarium graminearum (206.8 mm?) and Fusarium solani (181.93
mm?). Cultivar Sibu showed the biggest intensity of Pl-1 (OD 266379) spots on 2-D
gels (Table 3) and also contained the highest amount of protein (703 uyg/mL) and the
lowest amount of saccharides from all six cultivars, variants (<0.1 %) In general content
of total alkaloids was very similar in both control and V80. The most sensitive fungi
strain to tested protein mixture was Fusarium graminearum, second was Fusarium
solani and control cultivar David did not show any inhibition effect at all three fungi
strains.

The intensity of Pl spots was higher at PI-2 in all cultivars; in cultivar David were the
spots of PI-2 the most intensive. Unique protein identified according to the databases
as PI-1 (molecular weight 11.97 kDa and pl 4.96) was detected at cultivar Sibu only on
LC/MS-MS and it was not found in other cultivars at all (Figure 2).

Isolated proteins in VO showed lower data (Table 2) at all cultivars for half maximal
effective concentration (EC50) that could be explained by presence of high amounts
of not destructed serine protease inhibitors before the thermo coagulation with serine
inhibition activity.

Correlation

Correlation analysis of total nitrogen and inhibition area values of F. graminearum and
F. oxysporum show close functional dependence (0.78 and 0.88, P<0.05) between
these characteristics and content of protein and inhibition area values of F.
graminearum, F. oxysporum and F. solani show close functional dependence (0.87;
0.94 and 0.82, P<0.05) also. Correlation of total nitrogen content with inhibition areas
of F. solani show the independence between these figures (0.38, P<0.05). However

105



close function dependence of total glycoalkaloids content and F. graminearum, F.
oxysporum and F. solani was shown (0.73; 0.89 and 0.59, P<0.05) results of antifungal
tests and content of total glycoalkaloids at cultivar Sibu V80 tends to opposite trend.
Correlation of PI-1 and total nitrogen content show close functional dependence (0.78,
P<0.05). Functional dependence between PI-2 and total nitrogen content was not
proved (0.2, P<0.05) and correlation of PI-1 and PI-2 with protein was not proved (0.55
and 0.39, P<0.05).

Considering that there are remarkable differences between the six examined cultivars
it would be very interesting to compare more cultivars reciprocally to research which
cultivars have the biggest potential for protease inhibitors production with great
inhibition effect against more fungi strains.
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Table 1 Protein isolate identification

Content of
Total Potassium
Cultivar | Variant | Nitrogen Protein | Saccharides | Glycoalkaloids [%0]
Compounds | [pg/mL] [%] [ma/kg]
[%0]

David Control | 78.5 382 5.93 517.6 0.52
Fabia Control | 75.5 379 0.99 520.6 0.53
Laura Control | 74.8 382 1.68 515.3 0.24
Marabel | Control | 77.0 414 5.99 509.8 0.26
Sibu Control | 81.3 411 2.38 511.4 0.65
Westamyl | Control | 77.3 407 4.09 509.1 0.29
Mean Control | 77.4 396 3.51 514 0.415
David V80 55.5 489 1.02 505.7 2.79
Fabia V80 56.6 504 2.39 504.7 2.24
Laura V80 51.3 475 6.57 501.6 2.6
Marabel | V80 49.7 471 10.0 501.7 1.45
Sibu V80 61.6 508 <0.1 501.4 0.9
Westamyl | V80 63.9 489 1.46 507.7 1.26
Mean V80 56.4 489 3.59 504 1.54
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Table 2 Inhibition areas of ATF tests (Figure 2) and Trypsin protease inhibition.

Serine
protease
Area [mm?] inhibitors
Cultivar | Variant EC =0
Fusgrlum Fusarium Fusarium Concentration
graminearu . [mg/mL]
m oxysporum solani
David Control 0.25
Fabia Control | 81.62 def 0.25
Laura Control | 69.23 de 0.25
Marabel | Control | 100.7 fohi 40.80 abe 69.62 de 0.251
Sibu Control | 66.60 cd 21.49 2 0.251
Westamyl | Control | 63.98 bcd 0.251
David V80 191.10 P 101.80 foni 126.2 K 0.258
Fabia V80 116.46 Ni 05.82 efgh 38.61 2 0.252
Laura V80 153.03 'mn 119.82 hik 147.61 Kimn 0.257
Marabel V80 158.49 mno 84.53 defg 164.60 mnop 0.251
Sibu V80 206.8 9 110.87 ohi 181.93 ord 0.252
Westamyl | V80 170.96 nop 78.45 def 141.37 ikim 1.276
1378,97 653,58 869,94

Statistics ANOVA (Within column values by the same letter are not significantly
different at P<0.05 (Fisher LSD test), the letters are given in alphabetical order with the
increasing level of a parameter. Empty columns show that no inhibition effect was
observed. ECso is the half maximal effective concentration; it represents the
concentration of tested protein isolate where 50% of its maximal effect is observed.

Table 3 Quantitative analysis differentially expressed proteins by 2D ELFO (Figure 2)
and identification confirmation according to MS and PDQest.
*Significant change was more than double spot intensity difference, Student’s t-test,

P<0.05

Cultivar Intensity of PI-1 Intensity of PI-2 Average Ratio
Sum PI-2 / PI-1
(Variability) *

David 215531 377888 1.8 (0.2)

Fabia 200060 345353 1.7 (0.1)

Laura 168231 346134 2.1 (0.3)

Marabel 214124 257216 1.2 (0.2)

Sibu 266379 323016 1.2 (0.2)

Westamyl 247754 316197 1.3 (0.1)
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Figure 1 Antifungal tests.
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Figure 2 Protein identification on 1D and 2D SDS-PAGE, Unique protein LC-MS/MS
analysis. (* only one significant peptide identification; **not significant identification, 4
peptides with score 255) T green plants database.
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Figure 3 The ECD spectra obtained for the David, Fabia, Laura, Marabel, Sibu and
Westamyl samples isolated at 0°C (control) and 80°C (V80).
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Table 4 MS identification of the proteins in cultivars Fabia and Sibu.

Protein Protein |Protein

Fabia | PI-1 access No. Name of the protein mass pl
proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum

5101 110 | gi| 70779535 |tuberosum] 11890 | 33329

3201 111 gi| 169491 proteinase inhibitor | [Solanum tuberosum] 12170| 15097

4201 112|gi|21528 proteinase inhibitor | [Solanum tuberosum] 12140| 15097
proteinase inhibitor | precursor [Solanum

6101 113 |gi| 73920933 |tuberosum] 11810 23132
proteinase inhibitor I, partial [Solanum

9201 114 | gi| 169542 tuberosum] 12067 | 42125

9201 114 |gi| 225840 proteinase inhibitor | 12138 | 15462

9201 114|gi| 169491 proteinase inhibitor | [Solanum tuberosum] 12170| 15097

9203 115|gi| 225840 proteinase inhibitor | 12138 | 15462

9101 116|gi| 225840 proteinase inhibitor | 12138 | 15462

PI-2

1801 233

2806 234
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

1701 235 | gi| 29650887 | phureja] 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

1701 235 | gi| 334898813 | [Solanum tuberosum] 16690 | 25324
constitutive plastid-lipid associated protein

2801 236 | gi| 350539721 | [Solanum lycopersicum] 19771 29799
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

2801 236 | gi| 29650887 | phureja] 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

2801 236 | gi| 334898813 | [Solanum tuberosum] 16690| 25324
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

2602 237 | gi| 29650887 | phurejal 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

2602 237 | gi|334898813 | [Solanum tuberosum] 16690 | 25324

2805 238

2804 239

2803 240
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

2601 241 |gi|29650887 | phurejal 16630 | 41553

3901 242

2802 243
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

3501 244 |gi| 29650887 | phurejal 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

3501 244 | gi| 334898813 | [Solanum tuberosum] 16690| 25324

4801 245

6702 246
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

3701 247 | gi|29650887 | phurejal 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

3701 247 | gi| 334898813 | [Solanum tuberosum] 16690 | 25324
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proteinase inhibitor Il protein [Solanum

4501 248 | gi| 29650887 | phureja] 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

4501 248 | gi| 334898813 | [Solanum tuberosum] 16690| 25324

4301 249

5901 250
proteinase inhibitor Il precursor type A-b

4502 251 | gi|334898811 | [Solanum tuberosum] 16620| 46905

4502 251 |gi|829292 unnamed protein product [Solanum tuberosum] 13486 | 17715

4502 251 gi|3915590 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 K

4203 252

6302 253 | gi|21522 proteinase inhibitor Il [Solanum tuberosum] 16649 | 28277

6302 253 | gi| 829292 unnamed protein product [Solanum tuberosum] | 13486| 17715

6302 253 |gi|3913934 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 P303.51

6302 253 gi|3915590 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 K
proteinase inhibitor Il precursor [Solanum

6302 253|gi| 73920931 |tuberosum] 13951 | 46539
proteinase inhibitor Il precursor [Solanum

6302 253 |gi| 73920935 |tuberosum] 16630 | 14763
proteinase inhibitor Il precursor type A-b

6302 253 | gi| 334898811 | [Solanum tuberosum] 16620 | 46905
proteinase inhibitor Il precursor type C-b

6302 253 | gi| 334898815 | [Solanum tuberosum] 16086 | 14366

6302 253 | gi|125053 RecName: Full=Wound-induced proteinase inhibitor 2

6302 253 | gi|3913936 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 CM7

6302 253 | gi|387604159 | proteinase inhibitor Il [Solanum lycopersicum] 16586 | 34516

6302 253 | gi| 387604161 | proteinase inhibitor Il [Solanum lycopersicum] 16296 | 12236

6301 254
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

7601 255 |gi|29650887 | phurejal 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

7601 255 | gi| 334898813 | [Solanum tuberosum] 16690| 25324
proteinase inhibitor Il precursor type A-b

7401 256 | gi| 334898811 | [Solanum tuberosum] 16620 | 46905
unnamed protein product [Solanum

7401 256 | gi| 829292 tuberosum] 13486 | 17715

8701 257 |gi|3915590 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 K

8701 257 | gi|829292 unnamed protein product [Solanum tuberosum] | 13486| 17715
proteinase inhibitor Il precursor type A-b

8701 257 | gi|334898811 | [Solanum tuberosum] 16620 | 46905

6501 258

9801 259 | gi|125053 RecName: Full=Wound-induced proteinase inhibitor 2

9801 259 | gi| 3913936 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 CM7

9801 259 | gi| 3915590 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 K
proteinase inhibitor Il precursor type C-b

9801 259 | gi| 334898815 | [Solanum tuberosum] 16086 | 14366

9801 259 | gi| 387604159 | proteinase inhibitor Il [Solanum lycopersicum] 16586 | 34516

9801 259 | gi| 387604161 | proteinase inhibitor Il [Solanum lycopersicum] 16296 | 12236
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pathogenesis-related protein P2 precursor

9301 260 | gi| 350538353 | [Solanum lycopersicum] 16016| 19572
8801 261
Unique

9501 2 |gi|3915590 RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2 K 16494 | 24624
proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum

0001 21|gi|70779535 |tuberosum] 11890| 33329
proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum

1001 22 (gi|70779535 |tuberosum] 11890, 33329

Sibu |PI-1

0001 137
proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum

0002 138 |gi|70779535 |tuberosum] 11890| 33329
proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum

5101 139 gi| 70779535 |tuberosum] 11890, 33329

3201 140 | gi| 169491 proteinase inhibitor | [Solanum tuberosum] 12170| 15097
proteinase inhibitor | precursor [Solanum

4201 141 | gi| 73920933 | tuberosum] 11810 23132
proteinase inhibitor | precursor [Solanum

6101 142 | gi| 73920933 | tuberosum] 11810, 23132
proteinase inhibitor I, partial [Solanum

9201 143 | gi| 169542 tuberosum] 12067 | 42125

9201 143 | gi| 169491 proteinase inhibitor | [Solanum tuberosum] 12170| 15097

9203 144 | gi| 225840 proteinase inhibitor | 12138 | 15462

9101 145|gi|124130 RecName: Full=Wound-induced proteinase inhibitor 1

9101 145 | gi| 169493 proteinase inhibitor | [Solanum tuberosum] 12121| 30072

9101 145 | gi| 225840 proteinase inhibitor | 12138 | 15462

PI-2

3801 319
PREDICTED: uncharacterized protein

2602 320 |gi|460386864 | LOC101262518 [Solanum lycopersicum] 18213 | 34851
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

2602 320 | gi| 29650887 | phurejal 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

2602 320 (gi|334898813 | [Solanum tuberosum] 16690 | 25324

2602 320 gi| 21522 proteinase inhibitor Il [Solanum tuberosum] 16649 | 28277
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

2601 321 |gi| 29650887 | phureja] 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

2601 321 |gi|334898813 | [Solanum tuberosum] 16690 | 25324

2803 322

2864 323
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

3702 324 |gi|29650887 | phureja] 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

3702 324 | gi| 334898813 | [Solanum tuberosum] 16690| 25324

3901 325
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proteinase inhibitor Il protein [Solanum

3701 326 | gi| 29650887 | phureja] 16630 | 41553

4301 327
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

4501 328 | gi| 29650887 | phureja] 16630| 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

4501 328 | gi| 334898813 | [Solanum tuberosum] 16690 | 25324

4203 329
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

4502 330gi|29650887 | phurejal 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

4502 330 | gi| 334898813 | [Solanum tuberosum] 16690 | 25324

5601 331
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

6302 332 |gi| 29650887 | phureja] 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

6302 332 |gi| 334898813 | [Solanum tuberosum] 16690| 25324
proteinase inhibitor Il protein [Solanum

7601 333 |gi|29650887 | phurejal 16630 | 41553
proteinase inhibitor Il precursor type B

7601 333 | gi|334898813 | [Solanum tuberosum] 16690 | 25324

5901 334

8801 335
pathogenesis-related protein P2 [Solanum

9301 336 | gi|413968466 | tuberosum] 15893 | 19572

9301 336 gi|21522 proteinase inhibitor Il [Solanum tuberosum] 16649 | 28277
proteinase inhibitor Il precursor type A-b

8501 337 | gi| 334898811 | [Solanum tuberosum] 16620 | 46905
unnamed protein product [Solanum

8501 337 gi| 829292 tuberosum] 13486| 17715
proteinase inhibitor Il precursor [Solanum

9802 338 |gi| 73920907 |tuberosum] 16717 | 30498
RecName: Full=Proteinase inhibitor type-2

9801 339gi|3913934 |P303.51 16649 | 14062
proteinase inhibitor Il precursor [Solanum

9801 339 gi| 73920907 |tuberosum] 16717 | 30498

9801 339 |gi|21522 proteinase inhibitor Il [Solanum tuberosum] 16649 | 28277
proteinase inhibitor 2b precursor [Solanum

9801 339|gi|40036964 | nigrum] 16421 | 41613

9801 339 |gi|58373382 | proteinase inhibitor llb [Solanum americanum] 8674 | 28642

9801 339 | gi| 110006247 | proteinase inhibitor llb [Solanum americanum] 16402 | 35886

Unique

proteinase inhibitor 1 PPI3A4 [Solanum

0004 4|gi|70779535 |tuberosum] 11890 | 33329
proteinase inhibitor 1 PPI3B2 [Solanum

0005 51|gi|70779527 |tuberosum] 11970| 35156
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Abbreviations

DO

D80
DL-BAPA
ECD

FO

F80

LO

L80

MO

M80

MM
LC-MS/MS
PM

PI(s)

Pl-1

Pl-2
PCI-1
PFJ
SDS-PAGE
SO

S80

V80

WO

w80

Cultivar David Control

Cultivar David Treated at 80°C
Benzoyl-DL-Arginine-p-Nitroanilide
Electronic Circular Dichroism

Cultivar Fabia Control

Cultivar Fabia Treated at 80°C

Cultivar Laura Control

Cultivar Laura Treated at 80°C

Cultivar Marabel Control

Cultivar Marabel Treated at 80°C

Molecular Mass

Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry
Protein Marker

Protease Inhibitor(s)

Potato Inhibitor |

Potato Inhibitor Il

Potato Carboxypeptidase A Inhibitor

Potato Fruit Juice

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
Cultivar Sibu Control

Cultivar Sibu Treated at 80°C

Variant 80, thermally treated potato fruit juice
Cultivar Westamyl Control

Cultivar Westamyl Treated at 80°C
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5. Zavér

Stézejnimi publikovanymi pracemi této piedkladané disertatni prace jsou prace
zabyvajici metodami ziskavani skupiny termostabilnich bilkovin z hlizové Stavy
Z prumyslovych a konzumnich odrtid bramboru hliznatého s riznou délkou vegetacni doby
a hodnocenim antifungélnich aktivit téchto skupin bilkovin, u kterych byl zjistén rozdil
V pusobeni antimikrobialnich bilkovin na vybrané fytopatogenni kmeny hub. Inhibi¢ni ucinky
(velikost inhibi¢ni plochy) byly sledovany u vSech Sesti testovanych tepelné¢ zpracovanych
odrid (David, Fabia, Laura, Marabel, Sibu a Westamyl; koncentrace testované bilkovinné
frakce 10 mg/ml), z nichz nejvétsi inhibi¢ni U¢inek vykazovala odruda Sibu, polopozdni
az pozdni odriida pouZivana pro vyrobu skrobu, (206,80 mm?, Fusarium graminearum;
181,93 mm? Fusarium solani; 110,87 mm? Fusarium oxysporum). Druhou nejacinngjsi
odridou byla polorana odrtida David taktéz pouzivana pro produkci Skrobu, ktera ovlivnila rast
vSech tfi zkousenych fytopatogennich hub (191,10 mm? F. graminearum; 126,20 mm?
F. solani; 101,80 mm? F. oxysporum). Tento G¢inek testované z odriidy Sibu je s nejveétsi
pravdépodobnosti spojen s vysokym obsahem celkovych dusikatych latek a specifickym
zastoupenim antifungalnich forem inhibitorti PI-1 a P1-2 obsaZenych v testovaném vzorku. LC-
MS/MS analyzou vybranych spot kazdé z Sesti odrid (David, Fabia, Laura, Marabel, Sibu
a Westamyl, varianta 80) bylo zjiSténo, Ze v testovanych vzorcich se pfevazné vyskytovaly
inhibitory proteas | (PI-1), inhibitory proteas Il (PI-2) a karboxypeptidazovy inhibitor (PCI).
Pti analyze detekovanych jedinecnych spotii na 2D SDS-PAGE byla u odridy Sibu, ktera
prokazala ze vSech testovanych odriid nejvétsi antifungdlni ucinek, zjisténa nejveEtsi intenzita
spott identifikovanych jako PI-1, coz by mohlo pfedznamenat jistou spojitost s jejim nejveétsim
antifungdlnim Gc¢inkem.

Na zakladé téchto vysledkt je proto mozné potvrdit hypotézu o vzajemnych rozdilech
mezi antimikrobialnimi aktivitami skupin bilkovin a peptidd ziskanych z riznych odrud
brambor.

Dalsi hypotézou, ktera byla potvrzena v publikacich pfilozenych k této diserta¢ni praci,
byla riznd mira plsobeni testovanych latek (koncentrace testované frakce 10 mg/ml)
na vybrané¢ druhy mikrobidlnich patogenti, kdy byly jako nejcitlivéjsi testované patogeny
vyhodnoceny mikrobialni houby F. graminearum (nejvétsi inhibi¢ni zona pfti ptisobeni tepelné
zpracované bilkovinné frakce odriady Sibu 206,80 mm?) a F. solani (nejvétsi inhibiéni zéna
pfi plisobeni tepelné zpracované bilkovinné frakce odridy Sibu 181,93 mm?), kdeZto nejmensi
vliv na inhibici mycelia (velikost inhibi¢ni zony) byl v publikovanych pracich shledan
u patogenu Alternaria solani (nejvétsi inhibi¢ni zoéna pii pusobeni tepelné zpracované
bilkovinné frakce odriidy Westamyl 8,50 mm?).

V antifungalnich testech se ukéazaly jako nejmén€ ucinné testované tepelné
nezpracované frakce bilkovin (koncentrace testované bilkovinné frakce 10 mg/ml) izolované
Z odrad David (nulova u¢innost na rust F. graminearum, F. oxysporum, F. solani), ranych odrad
Fabia (vyroba Skrobu) a Marabel (konzumni odriida) a Westamyl, vSechny tfi s nulovou
ucinnosti na rist mycelia u F. solani a F. oxysporum. Pti rozsifeni testl na vétsi mnozstvi odrid
S riznou vegetacni dobou a uzitkovym smérem se neprokdzalo, ze by byla pfitomnost skupiny
antimikrobialnich bilkovin — inhibitort proteas — vazana na vegetacni dobu ¢i na uzitkovy smeér
odridy. Nicméné tuto domnénku by bylo potieba podlozit dalSimi udaji z testi na vétSim
mnozstvi riznych odrud.

Pfi vzajemném porovnani skupiny bilkovin a peptidi v podob¢ tepelné zpracované
a tepelné nezpracované frakce bilkovin byla potvrzena hypotéza zabyvajici se antimikrobialni
aktivitou izolovanych skupin bilkovin a peptidl, které se 1isi v zavislosti na pouzité metodé
izolace a nasledném zpisobu modifikace izolovanych bilkovin a peptidi.
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U testovanych izolatd byl dodatecnymi analyzami zjistovan mimo jiné i obsah
glykoalkaloida a drasliku, aby byla ovéfena jejich potencialni role v antifungalnich testech.
Celkovy obsah glykoalkaloidii byl v priméru o 10 mg/kg nizsi u tepelné zpracovanych variant
nez u varianty tepelné nezpracované, ktera méla v antifungalnich testech minimalni nebo
nulovy vliv na rist mycelia. Na zakladé tohoto zjisténi a porovnani vysledki u jednotlivych
variant miize byt vyznamny vliv glykoalkaloidii pti testovani frakci termostabilnich vyloucen,
i kdyz mnozstvi zjisténa ve vzorcich se dle dostupnych informaci pohybuji nad hladinou
maximalniho limitu produktt uréenych ke konzumaci vice nez v trojnasobné vyssich davkach,
napt. u odridy Sibu, u které byl naméteno nejmensi mnozstvi téchto glykoalkaloidl. Pro pouziti
takto izolovanych skupin bilkovin v potravinafském, farmaceutickém ¢i krmivarském
pramyslu by bylo potieba zapracovat na snizeni, nejlépe vSak uplném odstranéni téchto
antinutri¢nich latek, nicméné tyto skupiny bilkovin by S nejvétsi pravdépodobnosti netvorily
piimou komponentu produktovych smési ur¢enych ke konzumaci, ale jsou spise zamysleny
jako soucast obalovych materialti za i¢elem prodlouzeni jejich trvanlivosti.

Certifikovana metodika, publikace kolektivu autorti, je komplexnim souborem
optimalizovanych postupl pro izolaci vybranych hlizovych bilkovin a separaci jejich hlavnich
frakci a hodnoceni biologickych aktivit u takto ziskanych frakci bilkovin. Postupy uvedené
v metodice maji zéklad v jiz znamych metodach separace hlizovych bilkovin, na které je
navazano aktudlnimi poznatky s vyuzitim modernich materiald uréenych pro naslednou
separaci bilkovinnych frakci, které se nenavéazaly na média pouZzitd v prvnich dvou stupnich.
Zaroven jsou popsané metody optimalizovany pro separaci hlizovych bilkovin rozdilnych
genotypt brambor a 1 rozdilné formy vstupniho materialu a jsou pouzitelné pro separaci dalSich
subfrakci ptipadné jednotlivych skupin bilkovin a to bez destruktivnich zmén bilkovinnych
molekul pifi pouziti chromatografickych separacnich metod. Krom¢ chromatografickych
technik je v metodice detailné popsan i dal§i separacni postup, kterym je izolace
termorezistentnich skupin bilkovin obsahujici pfevazné frakce inhibitord proteas serinového
typu (supernatant) prostfednictvim tepelné koagulace termolabilnich bilkovin (zahiani
materialu na teplotu 80°C) a ndslednym odstranénim téchto termolabilnich bilkovin a balastnich
latek. Diky tomuto postupu jsou termostabilni bilkoviny rozpustény v ziskaném supernatantu
a je mozna jejich aplikace v rtiznych pramyslovych odvétvich.

K optimalizaci postupti bylo taktéz pfistoupeno v uzitném vzoru, ktery se zabyva
postupem zpracovani hlizové vody a optimalizace izolace a purifikace skupiny ucinnych
termostabilnich antimikrobidlnich bilkovin. Prostfednictvim tohoto postupu byla ziskana
rozpustna G¢inna frakce skupiny bilkovin (alesponn 70 % hm.) s antimikrobialni aktivitou
0 molekulové hmotnosti 3,5 — 20 kDa a subfrakce o molekulové hmotnosti 14-18 kDa (35-50 %
hmotnosti bilkovinného izolatu; PI-2 a PI-1), 6-11 kDa (40 — 55 % hmotnosti bilkovinného
izolatu; PI-2, PI-1, inhibitory proteas indukované poranénim a serinové inhibitory proteas).
Takto ziskané bilkovinné izolaty je mozné vyuZit v ochrang rostlin jako jedna z G¢innych
komponent prostiedki na ochranu pfed houbovymi patogeny polnich plodin ¢i okrasnych
i pokojovych rostlin, v potravinaiském primyslu jsou soucast povrchovych vrstev obalovych
materiali a jako vstupni surovinu v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu. Podstatnymi
vyhodami tohoto izolatu je jeho antifungalni G¢inek, ktery zlistane zachovan i pfi expozici
hlizové vody teploté 80°C a zaroven 1 zpracovani dosud ne pfili§ hodnotné vyuzivané druhotné
suroviny na material s celkem velkym potencidlem vyuziti v n€kolika zasadnich oblastech
pramyslu.

Studiu a hodnoceni zakladnich biochemickych vlastnosti a aktivit bilkovin a peptidl se
vénovaly postupy pouzité v kapitole vénujici se spektrofotometrickému méfeni aktivit
inhibitort proteas (serinovych, cysteinovych a aspartatovych) izolovanych z hliz brambor. Tyto
postupy byly taktéz pouzity pro ziskani dat v dosud nepublikované praci, jejimz vysledkem
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byly niz§i naméfené hodnoty (pfi koncentraci 0,250-0,251 mg/ml) u inhibice trypsinu
prostiednictvim poloviéni maximalni efektivni koncentrace u tepeln€ nezpracované varianty
vSech Sesti testovanych odrid pifi porovnani stepelné zpracovanou variantou
(0,251 - 1,276 mg/ml). Tento rozdil muze byt vysvétlen pfitomnosti vysokych mnozstvi
nedestruovanych inhibitorGi serinovych proteas ve vzorcich pied termokoagulaci, které
disponuji pravé méfenou serinovou inhibi¢ni aktivitou.

Posledni prace publikovand béhem studia se zabyvala optimalizaci metod izolace
skupiny frakci extracelularnich bilkovin z hliz bramboru, které jsou rozpustné ve vod¢ a jsou
alokované v apoplastech jako soucast hlizové stavy. Izolace byla provadéna za pomoci silnych
precipita¢nich ¢inidel a purifikaci na FPLC a izolované frakce bilkovin byly detekovany jako
dvé frakce o molekulové hmotnosti 14-17 kDa a 26 kDa. Vzhledem ktomu, Ze jsou
extracelularnim proteinim Casto piipisovany antimikrobialni vlastnosti, byla dulezita
optimalizace izola¢niho a purifikacniho postupu ve smyslu plné rozpustnosti ziskané
bilkovinné frakce ve vodé¢, protoze pouziti jinych chemickych Cinidel pro zvyseni rozpustnosti
proteinil pii nasledném antimikrobidlnim testovani mulize narusit prib¢h pokusu naptiklad
inhibici riistu mycelia mikroskopickych hub ¢i mnozeni bakterii.

Na zékladé vySe uvedenych dosazenych vysledki a optimalizovanych metod byly splnény
vSechny cile disertatni prace a byly potvrzeny vsechny hypotézy, které si kladly za cil
zhodnoceni izolovanych skupin bilkovin a peptidi hliz bramboru z hlediska jejich
antimikrobialniho potencialu, pouzité odridy bramboru, metod a optimalizace izolace
a modifikace izolovanych skupin bilkovin a peptidi. Vysledky prezentované v této disertacni
praci naznacuji potencial vyuziti metod a souborii dat v publikacich jak k nasmérovani
k dalsimu podrobngjsimu studiu, vyzkumu a hodnoceni vySe zminénych biochemickych
vlastnosti u Sir§iho spektra odriid brambor a houbovych patogenti, tak v praxi K ptipravé
a pouziti termostabilniho antifungalniho koncentratu z hlizové vody ¢i hlizové §tavy v oblasti
ochrany polnich i okrasnych rostlin pfed houbovymi patogeny, v potravinaiském pramyslu ¢i
riznych oblastech humanni a veterinarni mediciny.
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