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1. UVOD

Brambory jsou diky tomu, Ze obsahuji pomérné vysoky obsah Skrobu a vitaminQ
vyznamnou zemédé€lskou plodinou. Podileji se na vyzivé lidi a jsou také dilezitou surovinou
pro prumyslové zpracovani. Kromé Skrobu, vitaminli a mineralnich latek obsahuji bramborové
hlizy také dusikaté latky, vcetné proteind.

Tyto proteiny maji vysokou biologickou hodnotu, kterd je dana pfiznivym zastoupenim
esencidlnich aminokyselin. V poslednich letech byla u n¢kterych z nich navic pozorovana
schopnost omezovat az inhibovat riust fytopatogennich hub (TERRAS 1994,
SELITRENNIKOFF 2001, THEIS & STAHL 2004). Studium téchto antifungélnich ucinkt
nabyva stidle vice na vyznamu predevSim =z nasledujicich divodi: Pfitomnost proteina
s antifungalnim plsobenim byla prokazana u rostlin, hmyzu, mikroorganismti a dokonce i1 u
vysSich organismul véetné cloveka, u kterych tvofi soucdst vrozené imunity (THEIS & STAHL
2004). Vzhledem k Sirokému rozsifeni téchto proteinti existuje moznost jejich vyuziti proti
houbovym patogenim nejen v humanni a veterindrni medicin€é, potravinafstvi a jinych
odvétvich primyslu, ale 1 v oblasti ochrany rostlin, kde mé stale prioritni postaveni chemie.

Pouziti pesticidi s sebou kromé nékolika vyhod (okamzité plsobeni po aplikaci
pripravku, moznost preventivniho uziti, niz§i pracnost) nese i nevyhody. Jde napiiklad o
vysokou finanéni naro¢nost (nejvyssi sumy penéz jsou utrdceny za herbicidy, fungicidy
zaujimaji ve vyctu nakladi na chemickou ochranu hned druhé misto). Tyto finanéni vydaje
znatelné snizuji rentabilitu péstovani. Navic se v soucasnosti stile vice zohlediiuje mozna
pritomnost rezidui pesticidii nejen v pude¢, ale 1 v potravinach a jeji dopad na zivotni prostiedi,
zdravi Cloveka a zvitat. Vyvijeji se stale odolngjsi rasy patogentl, na které jiz mnohé chemické
ptipravky neucinkuji.

Z vySe uvedenych divodi se studium antifungélnich proteini jevi jako velice
perspektivni. V oblasti biologie by jejich vyuziti teoreticky mohlo rozsifit moznosti obrany
proti houbovym patogeniim. Ocekdva se, ze v oblasti ochrany rostlin studium téchto proteint
pomuze objasnit otazku, zda by jejich pouziti mohlo potencidlné vést k regulaci ¢i eliminaci

napadeni rostlin nékterymi fytopapatogennimi houbami.



2. CIL PRACE

Hlavnim tkolem této diplomové prace byla v prvni fad¢ izolace celkového hlizového
proteinu a glykoproteinu patatinu z hliz vybranych odriid Bramboru hliznatého (Solanum
tuberosum L.) pomoci chromatografickych technik. U ziskanych izolath celkového proteinu
bylo charakterizovano elektroforetické spektrum v denaturovaném stavu, molekulovd hmotnost
dvou hlavnich frakci (patatinu a inhibitorti proteaz) a jejich procenticky podil z obsahu
celkového proteinu. U izolath patatinu byly charakterizovany zakladni vlastnosti - molekulova
hmotnost, izoelektricky bod, elektroforetické spektrum v nativnim a denaturovaném stavu a
dale enzymova (esterazova) aktivita.

Nasledovalo hodnoceni vlivu izolath celkového hlizového proteinu a izolati patatinu
z jednotlivych odriid na modelové systémy vybranych fytopatogennich hub. Po zalozeni téchto
modelovych systém@ a aplikaci jednotlivych izolath proteinu byly u kontrolnich a
ovlivnénych populaci patogent oveétovany morfologické a fyziologické ukazatele - radialni rist
mycelia, zmény v jeho zbarveni a Zivotaschopnost reproduk¢nich propaguji (u druhu Fusarium
solani) s cilem rozsifit dosavadni poznatky o vlivu hlizovych proteinit brambor (Solanum

tuberosum L.) na rast a vyvoj téchto patogent.



3. LITERARNI PREHLED

3.1. BRAMBOR HLIZNATY A JEHO HLIZOVE PROTEINY

3.1.1. Charakteristika druhu Solanum tuberosum L.

Brambor hliznaty patii do rodu lilek - Solanum Tourn. a ¢eled¢ lilkovitych - Solanaceae
Pers. (RYBACEK 1988). Jeho ptivodni vyskyt je vazan na Jizni Ameriku, odkud byl také roku
1565 poprvé dovezen pies Spanélsko do Evropy jako vzicna okrasn rostlina piibuzny druh
(Solanum anndigenum). Teprve po roce 1585, kdy byl do Anglie dovezen druh Solanum
tuberosum, se brambory na evropském kontinentu zacaly potupné vyuzivat k vyzivé obyvatel
(JUZL et al. 2000).

Ve fylogenezi kulturnich, tetraploidnich druhi bramboru maji nejvétsi vyznam 2
vyvojova centra: Andské centrum, ve kterém se z plané rostoucich diploidnich forem vyvinul
druh Solanum andigenum a Chilské centrum, kde vznikl ptedchiidce evropskych odrad
brambort, druh Solanum tuberosum (RYBACEK 1988).

Historie péstovani brambor je jiz davno spojena s kulturou ¢lovéka — uplatnéni druhi
rodu Solanum jako hlavni potraviny obyvatel And bylo prokazano jiz 2000 let pted ptichodem
Spanéli. Naopak na tizemi Cech jsou dochovany prvni zdznamy o polnim péstovani brambor
az z poloviny 17. stoleti. K vétSimu rozsiteni ploch (a zamezeni castym hladomoriim) doslo
pocatkem 19. stoleti. Nejvétsi rozsah péstovani brambor byl u nas zaznamenan pted druhou
svétovou valkou (JUZL et al. 2000).

V soudasnosti zaujimaji skliziové plochy brambor v Ceské republice plochu kolem
45000 ha (z toho ptiblizné¢ 7000 ha pfipadd na konzumni brambory ranné, 27500 ha na
konzumni brambory pozdni, 6000 ha na brambory priimyslové a 4500 ha na sadbu) (VOKAL
2005).

3.1.2.Charakteristika hlizovych proteintu

Hlizové proteiny tvoii spolu s aminokyselinami, amidy, riznymi bazemi a
anorganickymi slou¢eninami komplex dusikatych latek bramborovych hliz. Jsou povazovany
z nejhodnotnéjSich proteinti rostlinného ptvodu. PiedevSim diky svému vysokému obsahu
esencidlnich aminokyselin se pfiblizuji svou hodnotou k vajeénym proteinim (ANONYM 1.

1986).



3.1.2.1. Obsah proteini v hlizach brambor

Obsah dusikatych latek véetné proteina v hlizdch brambor zévisi pfedevSim na odradé,
hnojeni, agrotechnickych a klimatickych podminkach (SHEWRY 2003). Obvykle se pohybuje
kolem 2% v Cerstvé hmoté (10% v susin¢), coz fadi brambory k plodindm se stfednim obsahem
proteini (DEBRE & BRINDZA 1996).

Podil cistého proteinu v obsahu dusikatych latek mtize kolisat pod vlivem vyse

zminénych faktor v pomérné znacném rozpéti: od 34 do 70% (SHEWRY 2003).

3.1.2.2. Klasifikace hlizovych proteinii

V soucasné dobé prevazuje klasifikace hlizovych proteinii podle molekulové hmotnosti.
Na jejim zaklad¢ je Ize Clenit na tfi hlavni skupiny (POTS et al. 1999):
1. patatin neboli patatinovy komplex
2. bramborov¢ inhibitory proteaz
3. ostatni proteiny, predev§im proteiny enzymovou ucasti na syntéze Skrobu
Prvni dvé skupiny predstavuji pfes dve tietiny obsahu proteinti v bramborovych hlizach

(BARTA & CURN 2004).

3.1.2.3. Patatin

Zikladni charakteristika

Patatin je nazev pro rodinu imunologicky uzce ptibuznych glykoproteinti izolovanych
poprvé vroce 1981 Racusenem a Footem pomoci iontovyménné a afinitni chromatografie.
Povazuje se za hlavni zdsobni protein hliz brambor, vykazujici multienzymovou aktivitu,
pfedevsim aktivitu B-1,3—glukanéazy, nespecifické lipid acyl hydroldzy a fosfolipazy Az. Diky
témto vlastnostem je patatin ziejm€ vyznamnou sloZkou obranného mechanismu rostlin
(BARTA & CURN 2004).

Ve zralych bramborovych hlizdch obvykle tvofi 20 — 40 % rozpustnych proteint
(JIMENEZ et al. 2002, RYDEL et al. 2003), ale POTS et al. (1999) uvedli jesté vyssi podil —
az 60 %.

Chemické vlastnosti

V nativni formé je patatin povazovan za dimer s ptibliznou molekulovou hmotnosti 80
kDa (RACUSEN 1984), resp. 88 kDa (BARTA & CURN 2004). Piivodné zji§téna molekulova
hmotnost monomeru ¢itajicitho 366 aminokyselin (STIEKEMA et al. 1988) byla totiz 40 kDa,
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ale dal$im studiem se prokazalo, Ze patatin je pravdépodobné in vivo syntetizovan jako vétsi
prekurzor s molekulovou hmotnosti 43 kDa a nasledné upravovan prostiednictvim signalniho
peptidu, ktery je tvofen 23 aminokyselinami (MIGNERY et al. 1984). Gen pro patatin tedy
koéduje protein o velikosti 43 kDa, nicméné ten je diky posttranslacnim upravam (vystfizeni
Sesti intront) ve findlni podobé o 2,5 kDa kratsi (ROSAHL et al. 1986).

Navazani sacharidové casti na proteinovou c¢ast makromolekuly je uskute¢néno
prostiednictvim dvou zbytkl asparaginu. Podil sacharidové ¢asti predstavuje asi 4% z relativni

hmotnosti makromolekuly (POTS et al. 1998).

Fyziologické vlastnosti

Patatin je zfejmé pfitomny ve vakuolach parenchymu ve vSech odrididch brambor
(HIRSCHBERG et al. 2001, BARTA & CURN 2004). Vzhledem k vysoké akumulaci
v hlizach je povazovéan za zasobni protein (TONON et al. 2001). Potvrzuje to i skuteénost, Ze
v prub¢hu skladovani hliz a pii jejich kli¢eni dochéazi k postupnému sniZovani obsahu tohoto
proteinu (POTS et al. 1999).

V listech, stoncich a kotenech se patatin oproti vysokému obsahu v hlizach vyskytuje
pouze ve stopovych mnozstvich, coz je také charakteristické pro zasobni proteiny hliz
(SHEWRY 2003).

Patatin vSak neplni pouze ulohu zasobni bilkoviny. ANDREWS et al. (1988) se
domnivaji, ze je potiebny pro produkci fytoalexinu, latky produkované rostlinami pii obrané
proti infekcim. LIU et al. (2003) prokazali jeho vyznamnou antioxidacni a antiradikdlovou
aktivitu. Tim potvrdili zjisténi Al - Saikhana, Ze mezi antioxidanty brambor se patatin fadi na
druhé misto, hned za kyselinu L - askorbovou (AL — SAIKHAN et al. 1995).

Patatin ma v ojedinélych ptipadech téz schopnost vyvolat alergické reakce predevsim u
kojenci (MAJAMAA et al. 2001) a déti. Je velmi pravdépodobné, Ze se u nich tento alergen
podili na vzniku atopického exému (SCHMIDT et al. 2002). Alergenicitu patatinu je mozné
snizit tepelnou uUpravou brambor, kterou dochdzi k agregaci s ostatnimi hlizovymi proteiny
(SEPALLA et al. 1999). Ptesto i takto stabilizovany protein vyvolava tvorbu imunoglobulint
E, kterymi se télo vici patatinu brani (MAJAMAA et al. 2001).

Do fyziologickych vlastnosti charakterizujicich patatin patii t€Z jeho enzymova aktivita.

Vzhledem k jejimu vétSimu rozsahu je popséana v nasledujici kapitole.
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Enzymova aktivita

Védci se stale vice shoduji v mysSlence, Ze je patatin zfejmé vyznamnym faktorem
obranyschopnosti rostlin. K tomuto zaveru jsou vedeni pfedevSim objevem Siroké hydrolazové
aktivity tohoto proteinu. U vSech patatinovych izoforem se konkrétn¢ jedna o katalyzaci
hydrolyzy fosfolipidl, glykolipidi, monoacylglycerolii a diacylglycerolt (SHARMA et al.
2004).

Obecné hydrolazy katalyzuji $t€peni chemickych vazeb za Gcasti vody. Jsou obsaZeny
témeét ve vSech zivoCiSnych tkanich, rostlinnych pletivech i mikrobialnich bunkach
(PROCHAZKOVA 1996).

U patatinu byla objevena souCasn¢ aktivita tfi hydrolaz: Nejdéle je znama aktivita
nespecifické lipid acyl hydrolazy (RACUSEN 1984), nové¢jsi je jiz objev B—1,3—glukanazy
(TONON et al. 2001). N&ktefi autoii (SENDA et al. 1996) téz dosli k zavéru, Ze cytosolova
fosfolipaza A2 (PLA2) ma vysokou homologii N — koncové sekvence polypeptidového fetézce
s patatinem, stejnou molekulovou hmotnost (40 kDa) i izoelektericky bod (4,75) jako tento
protein. RYDEL et al. (2003) navic zjistili shodu v aktivnich mistech PLA2 a patatinu.
Povazuji proto hlizovy enzym s PLA aktivitou za patatin.

Posledni z dosud zndmych katalytickych funkci patatinu je acyltransferazova aktivita,

tj. schopnost pienosu zbytkt kyselin z jedné slougeniny na druhou (BARTA & CURN 2004).

Lipid acyl hydroléaza a fosfolipaza A>

Cinnosti lipid acyl hydrolazy i fosfolipazy A2 dochazi k hydrolytickému $t&peni esteri
na alkohol a kyselinu.

Lipid acyl hydroldza hraje diky této schopnosti dualezitou roli pfi tvorbé voskovych
esterll a pii deacylaci lipidl, coz md zfejmé vyznam v obrannych mechanismech rostlin.
Produkce toxickych mastnych kyselin a voskid miize napiiklad inhibovat invazi houbovych
patogenti (RACUSEN 1984).

Hydrolyticka enzymova aktivita patatinu se vSak s nejvétsi pravdépodobnosti nepodili
jen na obran¢ rostliny proti fytopatogennim houbdm, ale i proti hmyzim Sktidciim. Zjistilo se,
Ze patatin po ptidani do piipravené potravy inhibuje rist larev mnoha druhtt hmyzu (AHMAN
& MELANDER 2003). Tento efekt byl vysvétlen cytotoxickou oxidaci mastnych kyselin
hydrolyzovanych prave timto proteinem (STRICKLAND et al. 1995).

Cytosolova fosfolipaza A2 (PLA2) katalyzuje hydrolyzu esterové vazby mastnych
kyselin v pozici sn — 2 u diacylfosfolipidii (SENDA et al. 1996). Ucastni se také na signalni

transdukci, vyvolavajici rezistentni reakci v bramborovych builkkdch pfi inokulaci
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inkompatibilni rasou houbového patogena Phytophtora infestans (SENDA et al. 1998), G¢inné
inhibuje téZ kli¢eni spor tohoto patogena v podminkéch in vitro (SHARMA et al. 2004).

p—1,3-glukanaza

B—1,3—glukanazy existuji v Cetnych forméach v mnoZzstvi rostlinnych druhii vcéetné
hrachu, tabaku, fazolt, cizrn, raj¢at, kukufice a brambor (TONON et al. 2001). Jsou pritomné i
u hub a bakterii, u kterych vSak maji odliSnou aminokyselinovou sekvenci nez u vyssich rostlin
(proto byly zafazeny do glykosyl hydrolazové rodiny Cislo 16) a plni i jiné funkce. Bakteriim
umoziuji asimilaci B-1,3—glukant jako potravniho zdroje, v houbach jsou zahrnuty v nékolika
biologickych procesech jako je rozpinani bunék a uvoliiovani spor (HONG & MENG 2003).

B-1,3—glukanazy vyssich rostlin patii do glykosyl hydrolazové rodiny ¢islo 17, ktera ma
dobfte definovanou sekvenci aminokyselin. Nejlépe zachovalé oblast v sekvenci téchto enzymil
je lokalizovana v jejich centrdlni Casti. Zde se nachéazi zbytek tryptofanu, ktery muze byt
zapojen do interakce s glukanovymi substraty (TONON et al. 2001). B-1,3—glukanazy vyssich
rostlin tedy jsou schopné katalyzovat hydrolyzu -1,3—glykosidickych vazeb B-1,3—glukand,
které jsou mimo jiné nejhojngjsi slozkou bunéfnych stén hub. Z tohoto divodu jejich
hydrolyza oslabuje mechanickou pevnost bunéénych stén, coz obycéejné vyusti az v lyzi
houbovych bunék (HONG & MENG 2003) a efektivné zamezi riistu hub testovanych in vitro
(TONON et al. 2001). Diky této schopnosti jsou B-1,3—glukandzy povaZzovany za jednu ze
slozek obranného mechanismu rostlin proti houbovym patogentim (HONG & MENG 2003).

Dalsi vlastnosti, svéd¢ici o roli téchto rostlinnych hydroldz v rezistenci rostlin je, Ze
pravdépodobné slouzi k indukci systému antimikrobidlni ochrany (TONON et al. 2001).
Napovidaji tomu nejen kladné zkuSenosti po vneseni rostlinnych genii pro 3-1,3—glukanazu do
tabaku, ale 1 fakt, Ze rostliny n¢kolik tfid B-1,3—glukandz produkuji jako odpovéd’ na invazi

patogena a okolni stres (HONG & MENG 2003).

3.1.2.4. Bramborové inhibitory proteaz

Inhibitory protedz predstavuji obvykle 20 — 30% extrahovatelnych bilkovin hliz (POTS
et al. 1999). POUVREAU (2004) vSak nalezl u odriidy Elkana asi 50% podil inhibitort protedz
z rozpustnych bilkovin hlizové §tavy.

Inhibitory proteaz hraji u rostlin vyznamnou roli v obrannych mechanismech proti
atakujicimu hmyzu a mikroorganismiim inhibici jejich specifickych proteaz (BARTA & CURN

2004). U rostlinnych druhti z ¢eledi Solanaceae bylo charakterizovano nékolik protedzovych
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inhibitorti. Nejpocetnéjsi skupinu tvofi inhibitory Kunitzova typu , které ptredstavuji ptiblizné
44 % ze vSech bramborovych inhibitor proteaz (POUVREAU 2004). Jejich molekulova
hmotnost se pohybuje mezi 18 — 24 kDa a primarn¢ vykazuji specifitu vici trypsinu.
Nasleduji inhibitory Bowmanova-Birkova typu s molekulovou hmotnosti v rozmezi 6 — 10
kDa vykazujici specifitu vii¢i trypsinu a chymotripsinu, inhibitory cathepsinu D a cystatinové
inhibitory. Syntéza vSech téchto protedzovych inhibitord v litech rostlin je indukovateln
poranénim, zatimco v zasobnich orgénech (hlizy brambor) se akumuluji jako zasobni bilkoviny

(BARTA & CURN 2004).

3.2. METODY IZOLACE A ZAKLADNI CHARAKTERIZACE
ROSTLINNYCH PROTEINU

Pro detailni studium konkrétniho proteinu je tieba jej ziskat v Cistém stavu, tzn.
prostiednictvim riznych metod odstranit nezadouci doprovodné slozky, které by pozd¢ji mohly
ovlivnit jeho funkci (KORNBERG 1990). Cilem izolace vSak neni jen ziskani homogenniho
proteinu, velice diilezité je téZ zachovani jeho biologické aktivity.

Odstranéni nezadoucich doprovodnych slozek od cilového proteinu (purifikace
proteinu) obvykle probihd v né€kolika krocich:

e Mechanicka ptiprava vzorku

e Ziskani hrubého proteinového extraktu
e Izolace cilového proteinu

e Vlastni analyza proteinu

e Zvyseni koncentrace proteinu

3.2.1. Mechanicka priprava vzorku

Bunééné stény rostlinnych bunék vynikaji svou vysokou pevnosti a odolnosti,
zpusobenou predevsim pritomnosti celulézovych mikrofibril a amorfnich hmot - hemiceluléz,
pektint a bilkovin (ROSYPAL 1994).

K zpfistupnéni potifebného proteinu je nutné tyto bunééné stény uritym zplisobem
narusit, k cemuz se u vétSiny fibrilarnich materidli vyuzivd zmraZeni, néasledné rozdrceni
vybranych rostlinnych organii a hruba filtrace ziskané rostlinné stavy (GEGENHEIMER
1990).
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3.2.2. Ziskani hrubého proteinového extraktu

Metody ziskani hrubého proteinového extraktu mohou byt rizné. Ve velkovyrobé se
nejcastéji pouzivaji zptisoby na bazi tepelné a kyselé precipitace, které jsou vSak z hlediska
zachovani biologickych vlastnosti proteini nevyhovujici. V tomto sméru se jako
nejperspektivnéj$i  jevi metody precipitace proteinlt zhlizové vody prostiednictvim
nizkomolekuldrnich aditiv (rizné kyseliny, soli kovli a organickd rozpoustédla — predevsim
ethanol), které umozni zachovani opétovné rozpustnosti precipitovanych proteinti (BARTA &
CURN 2004).

Precipitaci proteini predchazi ziskani hlizové vody (bramborova §t'ava zbavena vétSiny
Skrobu) pomoci odstfedéni bramborové §t'avy na centrifuze. Hlizova voda je mimo jiné jednim

z odpadnich produktl pfi zpracovani brambor na Skrob.

3.2.3. Izolace cilového proteinu

Pro izolaci proteinii se v souc¢asné dobé pouzivaji predev§im chromatografické metody,
které jsou selektivni, uc¢inné a diky své Setrnosti umoznuji ziskat ¢istou a nativni bilkovinu,
tzn. homogenni preparat s plnou biologickou aktivitou. Zakladnim principem chromatografie je
opakované ustalovani rovnovahy rozpusténé latky mezi dvéma fazemi, z nichz jedna je mobilni
a druhd staciondrni. Vzhledem k tomu, Ze rovnovaha se ustavuje mnohokrat, daji se rozd¢lit i
latky, které se v afinité k témto fazim 1isi jen nepatrné¢ (PROSSER et al. 1989).

K ziskani ¢istého proteinu obvykle nestaci jen jedna chromatograficka technika, vhodné
je pouzit vice raznych technik nasledujicich po sob& (napf. pii izolaci patatinu IEC, AC a GFC
— ptehled zkratek viz Tab. I). Na zavér izolace je obvykle zapotiebi provést odsoleni roztoku
proteinu (tzv. desalting), kterym se vétSinou zbavujeme soli pouzitych v pfedchozich
chromatografickych procedurach (POHL 1990). Techniky nejcastéji pouzivané pro izolaci

a odsoleni proteinti jsou uvedeny v Tab. .
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Tab. I: Piehled technik nejcastéji pouzivanych pro izolaci a odsoleni proteini

Technika Zkratka Princip Vyuziti pri purifikaci
Iontové vyménna [EC izolace proteinu
chromatografie déleni molekul rozpusténé + odsoleni
Afinitni latky na zdkladé zolace proteinu
chromatografie AC opakovaného ustalovani P
Gelova filtracni rovnovahy této latky izolace proteinu

SEC o . . ;
chromatografie mezi dvéma fazemi + odsoleni
Chromatografie izolace proteinu
na obracené fazi RP (HPLC) + odsoleni

o - déleni molekul podle velikosti odsoleni
Dialyza .o . .y
port semipermeabilni
Ultrafiltrace - membrany odsoleni
déleni molekul podle velikosti
Elektroforéza - jejich ndboje ve stejnosmeér- odsoleni
ném elektrickém poli

Modifikovano podle POHL 1990

3.2.3.1. Iontové vyménna chromatografie (IEC)

Iontové vyménna chromatografie je urcena pro separaci latek nesoucich kladny nebo
zaporny naboj (ANONYM 2. 2006). V piipad€¢ separace proteinii vyuziva skuteCnosti, Ze
proteiny jsou amfolyty a maji tedy pozitivni i negativni naboje. Pozitivni ndboje jsou
zpisobeny ionizaci lyzinovych a argininovych zbytkd, negativni ionizaci zbytkll kyseliny
glutamové a asparagové. ProtoZe je ionizace téchto skupin zéavisla na pH, je na pH zavisly 1
¢isty ndboj proteinu (ROSSOMANDO 1990). Proto je velice dilezitd znalost izoelektrického
bodu (pl) purifikovaného proteinu (hodnota pH, pti které se naboj proteinu ztraci), podle néhoz
se urCuje pH pufrid pouzitych v IEC. Izoelektricky bod vSak neni jedinym kritériem pro
stanoveni pH prostiedi — nutné je ptihlédnout i k velikosti disocia¢ni konstanty ionogenni
skupiny (PROSSER et al. 1989). Priib¢h separace proteinti podle pH prostiedi a izoelektrickych
bodu danych proteind je popsan v Tab. II.

Tab. II: Prubéh separace proteint

pH prostiedi Naboj proteinu Separace na nosici
pH <pl protein nese kladny naboj separace na katexu
pH > pl protein nese zaporny naboj separace na anexu
pH =pl celkovy naboj proteinu je nulovy | nelze provést IEC

Modifikovano dle ANONYM 2. 2006
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Podobné jako ostatni typy kapalné chromatografie ma 1 iontové vyménna
chromatografie stacionarni a mobilni fazi. Stacionarni fazi obvykle pfedstavuje pevny skelet —
nejcastéji synteticky polymer (celuldza, dextran, agar6za nebo polystyren) (ROSSOMANDO
1990), na ktery jsou navazany ionizovatelné skupiny, tzv. iontoménice neboli ionexy
(VODRAZKA 1982). Purifikace proteinu pfi IEC tedy probiha prostfednictvim separace
bilkoviny pomoci ionexti, a to ve dvou krocich. Prvnim je navazani proteinu na fixované
naboje (pomoci elektrostatické interakce mezi fixovanymi ndboji ionexu a naboji na proteinu)
a druhym uvolnéni nebo pfemisténi proteinu z ionexu (ROSSOMANDO 1990).

Aby se protein z ionexu uvolnil, je tieba pouzit elu¢ni pufr o vyssi iontové sile (docili se
napt. pfidavkem NaCl). Protoze afinita ionti k ionexu zavisi na velikosti néboje, zvétsi se
afinita iont elu¢niho roztoku k aktivnim centrim ionexu a doposud véazany protein je takto

vytésnén (PROSSER et al. 1989).

Ménice ionti (ionexy)

Iontoménice jsou v podstaté nerozpustné polyelektrolyty, schopné s riznou afinitou
véazat rizné ionty zroztoku (VODRAZKA 1982). Podle druhu ménénych iontd se déli na
katexy a anexy.

Katexy jsou polyvalentni aniony schopné ve vodnych roztocich elektrolyti vymeénovat
kationty. Silné katexy obsahuji sulfoskupinu [- SO3H], slabé karboxyl [-COOH] nebo fenolicky
hydroxyl. Anexy jsou polyvalentni kationy schopné ve vodnych roztocich elektrolyth
vyménovat aniony. Silné anexy maji kvartérni amoniovou skupinu [-N(CH3)3], slabé tercidlni

nebo sekundarni aminoskupinu [-NR2, -NHR] (PROSSER et al. 1989).

Vybér ionexu

Vybér ionexu pro chromatografii proteinli zavisi na stabilité¢ proteinu a predev§sim na
jeho izoelektrickém bod¢ (pl). Pfi tomto pH je protein jako celek elektroneutralni, na ionexu se
nebude prakticky véazat. Optimalni sorpce nastava pii pH, které se 1isi od pI o 1 pH jednotku.
Pti niz8§im pH ma protein kladny néboj a vaze se na katex, pfi vy$§im naopak (PROSSER et al.

1989).
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3.2.3.2. Afinitni chromatografie (AC)

Afinitni chromatografie je biospecificka technika, kterd pii déleni molekul proteint
vyuziva fady jejich vlastnosti - predevSim hydrofobie, izoelektrického bodu, velikosti a tvaru
molekul a specifickych vratnych interakci mezi molekulami (OSTROVE & WEISS 1990).
Diky témto vlastnostem jsou proteiny schopné vytvaret specificky a reverzibilné komplexy
s ur¢itymi latkami, tzv. afinitnimi ligandy (ANONYM 2. 2006). K uvolnéni proteinii z vazby
na ligand dochéazi opét prostfednictvim eluéniho pufru obsahujiciho napt. NaCl. Ligand byva
podobné jako ionex v IEC navdzan na pevny skelet, tzv. matrix - stacionarni fazi, tvofenou
nejcastéji syntetickym polymerem (OSTROVE & WEISS 1990).

Pro izolaci cilového proteinu se obvykle voli specifickd matrix i ligand. Pfi purifikaci

glykoproteint hraje dilezitou roli tzv. lektinova afinitni chromatografie (GERALD 1990).

Lektinova afinitni chromatografie

V lektinové afinitni chromatografii se jako ligandy uplatiuji lektiny (napt. ockovy a
bursky lektin, aglutinin ze sojovych bobii a pro purifikaci patatinu Concavalin A).

Lektiny jsou proteiny nachézejici se piedevsim v rostlinach , ale jejich existence byla
prokazana i v jinych organismech. Obecné jsou tyto proteiny schopny se ochotné, ale
reverzibiln€ vazat na specialni uhlovodikové sekvence glykoproteind.

Ackoliv je lektinova afinitni chromatografie metoda rychléd a G€inna, k Gplné purifikaci
proteinti staci zfidkakdy. Obvykle se proto pouziva v situacich, kdy je k dispozici pouze malé

mnozstvi proteinu a je vyzadovana multikrokova purifika¢ni procedura (GERALD 1990).

Vybér ligandu

Pro purifikaci bilkovin by méla byt disociacni konstanta (Kir) komplexu ligand —
bilkovina K. < 10* . Pfi afinitni chromatografii, kdy je ligand kovalentné vazan na pevny
skelet, je tvorba komplexu ztizena prostorovymi piekazkami ve srovnani s interakcemi
v roztoku. Proto se ligand Casto umistuje na konci uhlovodikového fetézce (s 6 az § uhliky),

coz jej znacn¢ zpiistupni (PROSSER et al. 1989).
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3.2.3.3. Gelova filtra¢ni chromatografie (GFC)

Gelova filtracni chromatografie (neboli gelova filtrace) je dalsi z technik doporuc¢enych
pro purifikaci proteinti (POHL 1990). Principem této metody je separace proteinovych molekul
podle jejich velikosti (molekulové hmotnosti) a tvaru (ANONYM 2. 2006). Jeji pouziti je
vyhodné téz pii odsolovani roztokt proteinti (POHL 1990).

V ptipadé gelové chromatografie se jedna o druh rozd€lovaci chromatografie v systému
kapalina — kapalina. Stacionarni fazi je kapalina zakotvend v gelu (Obr. I), nejcastéji
dextranovém (obchodni nazev je Sephadex). Timto zakotvenim je zajiSténa nemisitelnost
s mobilni fazi, kterou byva voda nebo pufr, zajistujici pohyb separovanych molekul
(ANONYM 2. 20006).

Vysledkem separace je, Ze vétsi molekuly nevstupuji do pora gelu, jejich retenni Cas je
maly (z kolony se uvolni nejdiive), zatimco mensi molekuly vstupuji do pori gelu (a uvolni se

pozdéji) (STELLWAGEN 1990).

Obr. I: Castice sorbentu
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Prevzato z ANONYM 2. 2006

Pro odsolovani roztokli proteini se GFC vyuzivd pifedev§$im v situacich, kdy
potiebujeme zachovat biologickou aktivitu proteinu ¢i enzymu. Meédia pro gelovou filtraci
proteiny vazi slabé (coz omezuje ztraty proteinu absorpci ¢i jeho poskozeni), jsou kompatibilni
prakticky se vSemi rozpoustédly a pufry pouzitymi pfi chromatografii a diky své zdokonalené
chemické a fyzikalni stabilit¢ dovoluji vratné a rychlé odsoleni labilnich proteini (POHL

1990).

3.2.4. Vlastni analyza — zakladni charakteristiky

Spravny pribeh purifikacniho procesu a tim 1 Cistotu proteinu je mozné oveérit pomoci
elektroforézy. Pfi pouziti standardli o zndmé molekulové hmotnosti je mozno zhruba stanovit

molekulovou hmotnost izolovaného proteinu. Déle lze prostiednictvim této techniky
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charakterizovat 1 jiné vlastnosti sledovaného proteinu, napft. izoelektricky bod ¢i enzymovou

aktivitu.

3.2.4.1. Elekroforéza

Elektroforéza slouzi ptfedevSim k déleni latek biologického pivodu - bilkovin,
nukleovych kyselin a jejich slozek, polysacharidi, tkanovych extraktti i bunék (PROSSER et
al. 1989). Principem tohoto déleni je, ze ve stejnosmérném elektrickém poli putuji elektricky
nabité Castice podle povahy svého nédboje bud’ ke kladné elektrodé (anod€) nebo k zaporné
elektrodé (katod®) v tekutém médiu — elektrolytu (CERNY & SASEK 1998). Piehled
nejcastéjSich aplikaci jednotlivych elektroforetickych technik je uveden v Tab. III.

Velikost ndboje jednotlivych castic ¢i molekul urcuje rychlost jejich pohybu
v elektrickém poli (tzv. mobilitu) a jejich nésledné rozdéleni do jednotlivych frakci
(WESTERMEIER 1993). U amfoternich ionttl, jako jsou bilkoviny, zavisi velikost ndboje na
pH (PROSSER et al. 1989). Pro kazdou bilkovinu existuje podle specifity naboje hodnota pH,
tzv. izoelektricky bod, ve kterém jejich naboj zanika (VODRAZKA 1982). Vzhledem k tomu
mohou bilkoviny existovat minimalné ve tfech nabojovych forméch, ptfic¢emz v izoelektrickém
bodg ztraceji schopnost migrace v elektrickém poli (BARTA 1997).

Pro ucinné elektroforetické déleni je vyznamna volba takového pH, pfi kterém budou
mit délené slozky nejvetsi rozdil v pohyblivosti. Je tieba potlacit difuzi a konvekce, které
vedou k proudéni prostfedi a k rozmazavéani délenych zon. Tyto vlivy byly odstranény
zavedenim nosnych médii (nosicl), zvlasté gelovych, jejichz strukturu si mizeme piedstavit
jako molekularni sito otevienych pért obsahujicich elektrolyt. Jsou — li pory veliké v poméru
k velikosti molekul (agarovy gel), bude probihat déleni pouze na zéklad¢ naboje. Jestlize vSak
pory maji priméry srovnatelné s velikosti separovanych molekul, dochazi k déleni 1 podle

jejich molekularni hmotnosti a tvaru (CERNY & SASEK 1998).

Tab. III: Prehled nejcastéjSich aplikaci jednotlivych elektroforetickych technik

. PAGE | PAGE | SDS- 2D- Acetyl
Aplikace HB | MPB | PAGE | "CCF | pace | '*F |ca.” |SCF
anal}'{za nezname ° ° ° ° ° ° °
smé&si
porovnani znamého a ° ° ° ° °
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neznamého vzorku

rr}embr.anove ° ° ° °

bilkoviny

testovani qlstoty ° ° ° °

(homogenity) vzorku

urcéeni mqlekulove ° ° °

hmotnosti

izoenzymova analyza o ° ° ° °

Pievzato z BARTA 2002

Pozn. PAGE HB - polyakrylamidova elektroforéza v homogennim pufrovém systému
PAGE MPB - polyakrylamidova elektroforéza v multifaizovém pufrovém systému
SDS-PAGE - polyakrylamidova elektroforéza v pfitomnosti detergentu SDS
PGGE - polyakrylamidova koncentracni gradientova elektroforéza
2D-PAGE - dvourozmérna polyakrylamidova gelova elektroforéza
IEF - isoelektricka fokusace
Acetyl. Cel. - elektroforéza na acetylceluloze
SGE - Skrobova elektroforéza

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (dale jen PAGE) je nejcastéji pouzivanou
metodou k analytickému stanoveni slozitych smési piibuznych protein. Bilkovinné
molekuly jsou pfi ni separovany podle svého elektrického naboje a molekulové hmotnosti
(VODRAZKA 1982).

PAGE ma oproti jinym technikdm elektroforézy tadu vyhod, ale i nezadoucich
vlastnosti. Jejim hlavnim tskalim je toxicita monomert. Pfi dodrzeni zakladnich hygienickych
podminek Ize vSak riziko pfi manipulaci s akrylamidem minimalizovat a vyhody PAGE
prevladnou: Jednd se predevSim o pruznost a termostabilitu geli, dile o moZznost jejich
vysuSeni a ziskani dlouhodobého zdznamu. Piesné regulace velikosti a mnozstvi porit se da
dosahnout zménou mnozstvi monomerd AC + BIS ¢i jejich vzajemného poméru (ANONYM 5.
1994). To tedy znamena, Ze pti konvencni PAGE se latky dé€li v homogennim gelu nejen podle
naboje, ale 1 podle velikosti molekul.

Pokud chceme porovnavat molekuly vyluéné jen podle jejich velikosti, miizeme pouzit
elektroforézu na polyakrylamidovém gelu s pfidavkem natrium dodecylsulfatu (SDS) k délené
smesi. SDS je aniontovy detergent, ktery se pevné vdze na proteinové molekuly, a to v tak
velké mife, Ze jim vnesené negativni nadboje zcela zastini plivodni ndboj bilkovinné molekuly
(VODRAZKA 1982). Interakce s SDS dale narusi vSechny nekovalentni vazby, coz vede
k denaturaci (viz Obr. II) proteini (ANONYM 2. 2006). Elektroforetickd mobilita vzniklého

komplexu detergent — polypeptid je pak funkci jejich molekulové hmotnosti (GARFIN 1990).
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Obr. II: Molekula proteinu pied a po denaturaci SDS

BEFORE 5D5 charged R-groups

hydrophobic areas

Prevzato z ANONYM 2. 2006

3.2.5. ZvySeni koncentrace proteint

3.2.5.1. Lyofilizace

Lyofilizace je nejSetrnéjSim zptisobem vysouseni a tim konzervace biologicky aktivnich
latek. Kromé toho slouzi téz pro zvySeni koncentrace zkoumaného vzorku. Jedna se o techniku
s vysokou kapacitou a pomérné snadnou proveditelnosti.

Probihd za vysokého vakua a nizkych teplot, umoznujicich rychlou sublimaci
rozpoustédla (vody). Rychlé mrznuti je dilezité pro udrzeni stability lyofilizovanych proteint.
Naproti tomu pomalé mrznuti zptisobuje vznik koncentracniho gradientu a posun pH, ktery
casto vede k denaturaci proteinu (POHL 1990).

U spravné lyofilizovanych produkti nedochazi k pfesouseni (ponechavaji si tedy svij
nezbytny obsah vody), jsou velmi kypré (dobfe se rozpoustéji) a nizkd teplota zastavuje
enzymatické pochody , diky ¢emuz nedochazi k samovolnému rozkladu (PROSSER et al.

1989).
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3.2.5.2. Ultrafiltrace

Principem ultrafiltrace neboli membréanové filtrace je odd¢€lovani koloidné disperzniho
podilu od disperzniho prostfedi i od nizkomolekularnich latek, souc¢asné ptitomnych ve formé
pravého roztoku filtraci polopropustnymi membranami, kterymi neprochézeji koloidni castice
(velikost pord 1 nm az 0,1 gum) (ANONYM 3. 2006). Pii pouziti riznych membran o zndmych
propustnostech je mozno rozdélit polydisperzni systém na frakce podle velikosti Castic;
zakoncentrovani proteinii 1 odstranéni nizkomolekularnich latek, napf. soli (ANONYM 2.

2006).

3.3. FYTOPATOGENNI HOUBY

3.3.1. Obecna charakteristika

Houby jsou jednobunééné nebo vicebunécné eukaryotni organismy. Stélka vétSiny hub
sestava z podélnych vlaken (hyf), sjasné diferencovanymi bunéénymi sténami. Soubor hyf
vytvaii mnohojaderny vegetativni utvar — podhoubi neboli mycelium.

Bunécna sténa hub sestdvd ze dvou 1 vice vrstev a tvofi ji mikrofibrily zakotvené
chitin, celuléza a nerozpustné glukany, se mohou vyskytovat ve form¢ mikrofibril a tvofi tak
zaklad strukturalni pevnosti bunécnych stén. Ostatni komponenty - sacharidy, proteiny, lipidy a
mineralni latky jsou vétsinou amorfni (KUDELA et al. 1989). Piestoze je predeviim chytin
uvadén jako dominantni slozka bunéénych stén hub, existuji skupiny, kde byl zjistén pouze ve
stopach nebo chybi tplné. V takovych piipadech byva nahrazen mananem, polymery galaktdzy
a galaktosaminu &i celulozou (VANA 1998).

Rozmnozovani hub probihd vytrusy, vzniklymi nepohlavné ¢i pohlavni kopulaci.
V priibéhu Zivotnich cykld se stiida haploidni faze s diploidni (KUDELA et al. 1989).

Nepfitomnost chlorofylu a vodivych pletiv urcuje heterotrofni (saprofyticky nebo
paraziticky) zpasob vyzivy (VANA 1998). Pfi saprofytickém zptisobu vyzivy vyuzivaji houby
ke stavbé svého téla organické latky z odumielych t€l a orgdna rostlin a zivocichl, raznych
organickych odpadkil a vody bohaté organickymi latkami. Naproti tomu pro paraziticky zptisob
vyzivy je charakteristickd ¢aste€na nebo Uplna nutri¢ni zavislost na Zivém organismu, kterd jiz
vyzaduje urcity stupen prizptisobeni parazita obrannym reakcim hostitele. I pies tuto skute¢nost

prevladaji parazitické houby nad saprofytickymi. Divodem je predevsim to, ze paraziticky
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organismus se ve znacné mife vyhyba konkurenci o nedostavajici se vyzivné latky, kterou musi
nést mnozi saprotrofové. Mezi parazitismem a patogenismem (tzn. schopnosti vyvolavat
chorobu) existuje velmi tésny vztah. Paraziticky vztah vSak nemusi vzdy vyvolavat stav

patologicky (KUDELA et al. 1989).

3.3.2. Vyznam fytopatogennich hub

Fytopatogenni houby maji ze vSech plivodct rostlinnych chorob nejvétsi vyznam. Ve
sttedoevropskych podminkach je jimi vyvoldno asi 84 % vSech ekonomicky zavaznych chorob
rostlin (KUDELA et al.1989). Podil $kod jimi ptisobenych se odhaduje na 60 % vsech ztrat
vyvolanych na rostlinach ptivodci chorob (CACA et al. 1981; KAVKOVA, ustni sdéleni
2004). Divodem takto vysoké uspésnosti hub pii napadeni rostlin je pfedev§im skutecnost, ze
disponuji celou fadou velmi G&innych lIytickych exoenzymii (PROCHAZKA et al. 1998).
Zatimco k infekci rostliny bakterii nebo virem je nutné néjaké poranéni nebo alespon ptirozeny
otvor (napft. priduch, lenticela, hydatoda, listova jizva ¢i trichom, jimiz dochazi k tzv. pasivni
penetraci), proniké fada hub pomoci svych exoenzymia do rostlin aktivné.

Schopnost aktivni penetrace je zcela vyhradné vlastnosti nékterych fytopatogennich
hub. Pii aktivni penetraci do hostitelskych pletiv musi houba ptekonavat pifirozené ochranné
bariéry. Aktivni penetrace miize probihat pies kutikulu nebo piimo pies bunécnou sténu,
pfi¢emz pfi pronikani kutikulou maji rozhodujici vyznam enzymy degradujici kutin (kutindzy),

pfi pronikani bunéénou sténou celulolytické enzymy (KUDELA et al.1989).

3.3.3. Nejvyznamnéjsi ptivodci houbovych chorob brambor

Druh Solanum tuberosum L., (Brambor hliznaty) je rostlinou s dobie vyvinutou
nadzemni hmotou i podzemnimi organy. Oproti svym fylogenetickym ptredkiim, ktefi jsou
diploidni, ma S. tuberosum jiz 4 sady chromozémi (JUZL el al. 2000). Postrada viak vysoka
mnozstvi antinutri¢nich latek, které u planych druht znemoziuji jejich konzumaci nejen
¢lovéku, ale 1 fadé sklidct a patogenti. VéEtSina téchto latek je ptitomnd i u druhu S. tuberosum,
ale v mnohondsobné niz$ich koncentracich. Proto se jim fada piivodct chorob pomérné rychle
prizptsobila a S. tuberosum se tak pro né stal vhodnym trofickym prostifedim.

Nejvyznamngj$imi pivodci houbovych chorob brambor, ktefi za vhodnych podminek
pro svij rozvoj mohou vyraznéji snizit vynos nebo poskodit kvalitu hliz jsou Phytophtora
infestans (puvodce plisn¢ bramborové), Rhizoctonia solani (ptivodce vlockovitosti hliz), dale

houby zrodid Fusarium a Phoma (puvodci sklddkovych hnilob hliz), Alternaria solani
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(ptivodce hnédé skvrnitosti listd) a Synchytrium endobioticum, ptvodce rakoviny brambor

(KAZDA et al. 2001).

3.4. INTERAKCE OBRANNYCH SYSTEMU ROSTLINY
S PATOGENNIM POTENCIALEM HUB

Mezi rostlinami a fytopatogeny se vytvorily v pribéhu jejich koevoluce komplikované
vzajemné vztahy. U patogenii se vyvinuly systémy umoziujici jim parazitismus a
patogenismus, rostliny ziskaly pozoruhodny obranny potencial (KUDELA et al.1989).

Obrana rostlin vi¢i Utoklim patogennich agens se odehrdvd ve dvou zékladnich
rovinach - fyzikalni a chemické. Obrana rostlin prosttednictvim fyzikdlnich bariér jako je
bunécna sténa, kutikula, vosky a kryci pletiva je znama jiz del$i dobu. Tyto struktury vsak
nepfedstavuji  predevSim pro specializované patogeny nepiekonatelnou prekazku
(HERMANOVA et al. 2006). Stile aktualngjsi se proto stava vyzkum obrannych reakci rostlin
na chemické bazi, pfedevsim schopnost produkce sloucenin s antimikrobidlnim plisobenim.
Tyto slouceniny jsou nejcastéji predstavovany riznymi peptidy, proteiny a enzymy.

Biochemické studie obrannych reakci brambor na napadeni odkryly fadu zakladnich,
ale i indukovanych enzymi, které se podileji na ochrané rostliny pted patogennimi agens
(SHARMA et al. 2004). Zékladni enzymy jsou pfitomné v rostlin€ stale a jejich koncentrace se
prilis neméni. Naopak koncentrace indukovanych enzymti obvykle prudce nartistd po poranéni
nebo napadeni rostliny patogenem. Ptikladem mohou byt chitindzy a glukanazy, které se
akumuluji v infikovanych pletivech a podileji se na degradaci bunéénych stén hub a bakterii

(TONON et al. 2002).

3.4.1. Stresové proteiny

Pod vlivem stresového plsobeni na rostlinu dochazi casto jiz béhem nékolika desitek
minut ke zméndm v kvantitativnim a kvalitativnim zastoupeni proteinii v bunikach. Tvorba
nékterych se zastavuje, u jinych naopak stoupd. Mnohondsobné zvyseni syntézy v dasledku
plisobeni stresoru nastava predevSim u stresovych proteint, patiicich k pravidelné vybaveé
bunck vSech genotypti.

Jedna se o nékolik desitek proteind, rozmanitého tvaru i funkce, o relativni molekulové
hmotnosti mezi 8000 a 260000. VétSina z téchto proteind je indukovéana nespecificky, tedy

riznymi typy stresort. Jejich intenzivni tvorba souvisi se vzristem poctu poSkozenych proteina
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v riaznych bunéénych strukturdch, nebot’ hraji roli pfi zvySeni odolnosti rostliny a napravé
poskozenych ¢asti bunck.

Stresové proteiny je mozné délit podle faktoru vyvolavajiciho jejich tvorbu: Proteiny
indukované zvySenou teplotou, chladem, dehydrataci, snizenou koncentraci kysliku a patogeny

(PROCHAZKA et al. 1998).

3.4.2. Mechanismus obranné reakce

Obranna reakce rostliny je vyvoldna kontaktem nebo prinikem patogenniho organismu
do bunky (SHARMA et al. 2004). Od tohoto okamziku se v rostlin¢ spousti fada
koordinovanych vnitrobunécnych procest, jejichz cilem je omezit ¢i zcela eliminovat plisobeni
a §ifeni patogena do dalsich bunék (PROCHAZKA et al. 1998). Rozpoznani patogena rostlinou
a naopak — rostliny patogenem se odehrava na molekularni Grovni (SHARMA et al. 2004),
prostfednictvim tzv. elicitoru. Elicitorem byva specificky metabolit identifikovatelny
receptorem hostitelské rostliny (HERMANOVA et al. 2006).

Pribéh a vysledek interakci mezi hostitelem a patogenem zavisi primdrné na jejich
genetickém vybaveni (KUDELA et al.1989). Elicitory obvykle neovliviiuji genovou aktivitu
pfimo, ale zprostfedkované pomoci prenaSect signalu. Pfenos od aktivovanych receptorii k
DNA je mozny vice systémy. Jednd se predevsim o fosfoinositidovy systém, pfi kterém jsou
hydrolyzou lipida plazmatické membrany rostlinné bunky generovany dvé signalni slouceniny
(inositol-1,4,5-trisfosfat a diacylglycerol), které za ucasti iontii vapniku aktivuji proteinkinasy a
posléze i expresi genl. Nasledna obrannad reakce zahrnuje tvorbu nekroz (hypersenzitivni
reakce), syntézu sloucenin s antibiotickym ucinkem (fytoncidi) a syntézu specifickych
stresovych proteini.

Hypersenzitivni reakce patii mezi nejucinnéjsi obranné mechanismy. V napadené buiice
béhem kratké doby naroste koncentrace vysoce reaktivnich volnych radikali a peroxidu
vodiku, coz vede k rychlé zkaze napadené buiiky. Hypersenzitivni reakce je pro okolni buiiky
casto spousStécim mechanismem pro syntézu fytoncidd (flavonoidd, terpenoidl, fenolickych
latek a alkaloidi) a stresovych PR proteinii (zkratka pochazi z anglického oznaceni
pathogenesis—related proteins), neboli proteinti souvisejicich s patogenezi (HERMANOVA et
al. 2006).
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3.4.3. Proteiny souvisejici s patogenezi

PR proteiny tvoii mimofadné pocetnou a riznorodou skupinu stresovych proteint,
jejichZ syntéza je indukovana p¥itomnosti specifického infekéniho organismu (PROCHAZKA
et al. 1998).

V ptipadé, kdy je rostlina napadena houbou, dochdzi k tvorb& tzv. antifungalnich
proteinti, které maji schopnost omezovat az inhibovat riist hub. Vyskyt téchto proteinti vSak
neni omezen pouze na rostliny, obdobné proteiny byly nalezeny i u hmyzu a mikroorganismu.
U vyssich organismii jsou antifungalni proteiny pfirozenou soucasti sekundarniho obranného
systému — vrozené imunity (THEIS & STAHL 2004).

Do soucasnosti bylo izolovdano nékolik set téchto proteini a lze fici, Ze nové jsou
objevovany témét denné¢ (SELITRENNIKOFF 2001). Jejich riznorodost a fakt, ze jsou stale
objevovany nové, ztézuje jejich klasifikaci. VétSina  autori  (TERRAS 1994,
SELITRENNIKOFF 2001, THEIS & STAHL 2004) se vSak shoduje na rozdéleni
nejvyznamnéjsich antigungalnich proteind rostlin do péti skupin. Toto ¢lenéni odpovidéa péti
zékladnim tfiddm PR proteint (PR-1, PR-2, PR-3, PR-4, PR-5), u nichz byla prokazana
antifungélni aktivita. Kazda z téchto péti skupin je délena na zdklad€ odlisSného izoelektrického
bodu na dalsi dvé podtiidy. Kyselé antifungalni proteiny se nachazeji v extracelularnim
prostoru, zatimco basické proteiny jsou pfitomny v bunéénych vakuolach.

Z doposud znamych skupin antifungdlnich proteini byl mechanismus uU¢inku zcela
popsan pouze u skupiny PR-2 a PR-3 proteind, které narusuji zakladni stavebni struktury
bunécnych stén hub. PR-2 proteiny (B-glukanasy) hydrolyzuji strukturu p-glukanti, PR-3
(chitinasy) narusuji chitinové polymery bunécné stény (SELITRENNIKOFF 2001).

3.4.3.1. PR-1 proteiny

PR-1 proteiny vykazuji podobnost vii¢i skupiné proteint bohatych na cystein. Jedna se o
vyznamnou skupinu PR proteint, které se Casto vyuzivaji jako markery pro studium
indukované resistence rostlin. Jejich molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 15-17 kDa
(SELITRENNIKOFF 2001). PR-1 proteiny byly poprvé izolovany ztabaku (Nicotiana
tabacum L.) , pozd¢ji byly nalezeny u mnoha dal$ich rostlin (napt. Oryza sativa L., Triticum
aestivum L., Arabidopsis thaliana L.). Antifungélni aktivita byla u téchto protieni prokazana
proti fad¢ houbovych patogentt — Uromyces fabae, Phytophtora infestans, Erysiphe graminis
Phytophtora parasitica a Perenospora tabaci. Stabilni struktura vétSiny PR-1 proteinii, odolna

proteasové degradaci, je zajiSténa pifitomnosti Sesti cysteinovych zbytku, které zajiSt'uji tvorbu
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sulfidickych mustkd. Mechanismus G¢inku PR-1 proteint neni znam (HERMANOVA et al.
2006).

3.4.3.2. PR-2 proteiny (B-glukanazy)

Spole¢nym znakem proteint této skupiny je B-(1,3)-endoglukandzova aktivita. Vzhledem
k enzymové aktivit¢ PR-2, spociva jejich mechanismus u¢inku v hydrolyze struktury (1,3) p-
glukanti pfitomnych v bunéénych sténach hub. Postupné oslabovani bunécnych stén vede
nasledné k lyzi bun¢k. V primarni struktuie f-glukandz je vZdy pfitomna oblast dvou rezidui
kyseliny glutamové. Tato oblast je povazovana za aktivni misto, umoziujici navazani na
strukturu p-glukanu a $tépeni p-glykosidickych vazeb (HERMANOVA et al. 2006).
Na zakladé analyzy aminokyselinové sekvence jsou PR-2 proteiny déleny do tii skupin.
Prvni skupina pfedstavuje bazické, intracelularni proteiny s velikosti ptiblizn¢ 33 kDa, druhé a
tieti skupina zahrnuje kyselé extraceluldrni proteiny o velikosti 36 kDa. Bazické PR-2 proteiny
jsou produkovany ve formé prekursord, jejichz enzymaticka aktivita je dana posttranslacnimi
upravami. Bazické izoformy vykazuji 50 az 250 krat vyssi aktivitu nez kyselé izoformy PR-2
proteini. Antifungélni aktivita byla zjiSténa proti celé fad¢ organismli — napf. Rhizoctonia
solani, Candida albicans nebo Aspergillus fumigatus (SELITRENNIKOFF 2001). PR-2
proteiny byly nalezeny u fady rostlin. Napftiklad u rostlin bramboru (Solanum tuberosum L.)
byla zjisténa B-(1,3)-glukanazova aktivita u zadsobniho proteinu hliz, patatinu (TONON et al.
2001). Nasledné byla dokazéna antifungdlni aktivita tohoto proteinu vic¢i patogenu

Phytophtora infestans (TONON et al. 2002).

3.4.3.3. PR-3 proteiny (chitinasy)

Jedna se o skupinu PR proteinti, které vykazuji endochitinazovou aktivitu. Tato aktivita
je u bazickych chitindz pétkrat vyssi nez u kyselych. Hmotnost vétSiny PR-3 proteint se
pohybuje v rozmezi 26-43 kDa. Tyto proteiny byly izolovany z celé fady rostlin - tabédku,
okurky, fazolu, hrachu, obilovin, ale i z mnoha dalSich. Antifungalni aktivitu vykazuji proti
fad¢ houbovych organismil - Alternaria solani, A. radicina, Rhizoctonia solani Fusarium
oxysporum, F. graminearum, Botrytis cinerea. Mechanismus uc¢inku PR-3 proteini je dan
jejich enzymovou aktivitou. Jedna se o endochitinazy, které narusuji chitin pfitomny v bunécné
sténé hub. Antifungdlni aktivita rostlinnych endochitindz je in vitro synergisticky zvySovana

pritomnosti PR-2 proteini (HERMANOVA et al. 2006).
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3.4.3.4. PR-4 proteiny (proteiny vazici se na chitin)

Jedna se o vyznamnou skupinu PR proteini majicich schopnost vazby na chitin
bunécnych stén hub. Molekulova hmotnost je od 3,1 do 20 kDa (THEIS & STAHL 2004). PR-
4 proteiny vykazuji vysokou odolnost vi¢i extrémnimu pH a degradaci proteazami.
(HERMANOVA et al. 2006). Skupina PR-4 proteinil je na zékladé struktury klasifikovana do
dvou tiid (THEIS & STAHL 2004). PR-4 proteiny tfidy I maji N-termindlni na chitin se
vazajici doménu, kterd je podobna doméné ptitomné u heveinu. Z tohoto divodu se tato tfida
fadi do nadtfidy na chitin se vazajicich lektinti. Do této skupiny patii napt. proteiny Win 1 a
Win 2, které byly izolované z brambor (Solanum tuberosum L.). PR-4 proteiny tfidy II na
chitin se vazajici doménu neobsahuji. PR-4 proteiny byly opét izolovany z celé fady rostlin.
Spektrum houbovych organismi, vii¢i kterym vykazuji antifugalni aktivitu je velmi Siroké —
napt. Trichoderma harzianum, Fusarium culomorum, F. graminearum, Botrytis cinerea
(SELITRENNIKOFF 2001). Mechanismus uc¢inku PR-4 proteint neni zcela objasnén. PR-4
proteiny tfidy I maji schopnost vazat se na B-chitin vznikajici buné¢né stény, a tim naruSovat
polaritu a rist bunék. Mechanismus ucinku PR-4 proteinu tfidy II, které¢ postradaji vazebnou

doménu, je nejasny (HERMANOVA et al. 2006).

3.4.3.5. PR-5 proteiny (proteiny podobné thaumatinu)

Molekulova hmotnost téchto proteint je 24-25 kDa (SELITRENNIKOFF 2001). PR-5
proteiny byly nalezeny u celé fady rostlin — napt. Hordeum vulgare L., Zea mays L., Nicotiana
tabacum L., ale 1 mnoha dalSich. Pfitomnost 16 cysteinovych zbytkl, které tvoii 8
disulfidickych mustkd, poskytuje PR-5 proteiniim vysokou stabilitu vii¢i zménam teploty, pH a
degradaci proteazami. Mechanismus t¢inku téchto antifungéalnich proteinti neni doposud znadm.
PR-5 proteiny jsou G¢inné proti Sirokému spektru houbovych patogentt (HERMANOVA et al.
2006). NejznaméjSim PR-5 proteinem je zeamatin (Zea mays), o jehoz vyuziti se vdzné uvazuje
1 v lékafstvi, a to z divodu jeho ucinnosti proti kvasinkam Candida albicans a C. vaginitis

(STEVENS et al. 2002).
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4. MATERIAL A METODY

4.1. MATERIAL

4.1.1. Rostlinny material

Pro vSechny analyzy v ramci maloparcelkového odriidového experimentu byly pouzity

vyzralé bramborové hlizy odrid, které jsou blize charakterizovany v Tab. IV. Brambory byly

vypéstované vroce 2004 na Skolnim pozemku Zemédélské fakulty JU v Ceskych

Bud¢jovicich, ktery se nachdzi v nadmotské vySce 383 m. n. m. ve vrchovinaté oblasti

bramborafského vyrobniho typu s primérnou ro¢ni teplotou 7,8 ‘C a prumérnym ro¢nim

uhrnem srazek 620 mm.

Tab. IV: Charakterizace odriad pouzitych v pokusech

Odruda

Kéd pro
antifungalni testy

Ranost

Péstitelsky
smér

Odolnost odrady vici
Skodlivym organismim

Karin

Kiz

rana

konzumni

Resistence: rakovina biotyp 1
Odolnost: virové choroby a
aktinomycetova strupovitost
Nachylnost: had’atkem
bramborovym biotopu Ro 1

Tomensa

P17

rana

pramyslova

Resistence: had’atko bramborové
biotopu Ro 1

Odolnost: virové choroby
Nachylnost: rakovina brambor
biotopu 1

Bionta

pozdni

konzumni

Resistence: had’atko bramborové
biotopu Ro 1

Odolnost: virové choroby a plisen
bramborova na nati

Silna nachylnost: rakovina brambor
biotopu 1

Merkur

Ps

velmi
pozdni

prumyslova

Resistence: had’atko bramborové
biotopu Ro 1

Odolnost: pliseii bramborova na nati
Nachylnost: rakovina brambor
biotopu 1

Symfonia

pozdni

konzumni

Resistence: had’atko bramborové
biotopu Ro 1

Stiedni nachylnost: rakovina
brambor biotopu 1

Westamyl

P2o

pozdni

pramyslova

Resistence: had’atko bramborové
biotopu Ro 1 a rakovina brambor
biotopu 1

Modifikovano podle ANONYM 4. 2004
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4.1.2. Houbové organismy

Houbové organismy (pro druh Solanum tuberosum L. patogenni i nepatogeni) pouzité

v antifungalnich testech jsou uvedeny v Tab. V.

Tab. V: Charakterizace hub pouZitych v pokusech

Druh Oznaceni kmene Zdroj
Rhizoctonia solani kmen F-1 Ceska sbirka mikroorganismi, Brno (CCM)
Alternaria solani kmen F-167 Ceska sbirka mikroorganismii, Brno (CCM)
Fusarium solani kmen 8079 Ceska sbirka mikroorganismii, Brno (CCM)
Fusarium solani kmen 1036 RNDr. Alena Novakova, PB AVCR
Trichoderma viride | kmen F-728 Ceska sbirka mikroorganismii, Brno (CCM)
4.2. METODIKA

4.2.1. Priprava bramborové §tavy

Bramborova §t'dva tvofila vychozi material pro izolaci celkového proteinu a purifikaci
patatinu. Od kazdé z vyse uvedenych odrid (Tab. IV) bylo diikkladné omyto a nakrajeno na
mensi kousky 10 hliz. Stava z brambor byla ziskana na domacim odsitavovaci (AEG). B&hem
ziskavani §tavy byl pfidan antioxidant, 2% (w/v) roztok NaHSOs3; v mnozstvi 50 ml na 1 kg
brambor, pro zmirnéni enzymatického hnédnuti. Ziskana $tava byla nésledné¢ v 50 ml tubéch
zmrazena pii -80°C. Po rozmrazeni byla bramborova stava centrifugovana (15 min; 3600g;

4°C) a tekuty podil byl prefiltrovan papirovym filtrem KA 1 (rychla filtrace), Fisher.

4.2.2. I1zolace celkového proteinu

Pied vlastni izolaci celkového proteinu bylo pH bramborové stavy upraveno pomoci
0,5 M H2SO4 na hodnotu pH 5,0. K30 ml takto upravené s$tavy bylo pfidano 10,5 ml
podchlazeného etanolu. Precipitace hlizového proteinu probihala po dobu 1 hodiny pfi teploté 0
— 4°C (,,na ledu®). Vzorky byly poté centrifugovany (10 min; 4°C; 3600 g) a dvakrat promyty
pridanim 20 ml 0,1M Na-acetatového pufru pH 5,0 s ekvivalentnim mnozstvim etanolu pro
udrzeni precipitovaného stavu. Poté byly vzorky vysuSeny lyofilizaci a po lyofilizaci byla
zjiSténa hmotnost suSiny. Tyto proteinové izolaty byly pouZzity pro testovani antifungdlni

aktivity celkového hlizového proteinu.
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4.2.3. Purifikace proteinu patatinového komplexu

Patatin byl izolovan na zakladé modifikované metodiky z prace POTS, 1999 (BARTA,
nepubl.). Byl pouzit dvoustupniovy systém purifikace patatinu vyuzivajici v prvnim kroku
iontovyménnou a v druhém afinitni chromatografii. lontovyménné chromatografie probihala na
50 ml gravitacni kolon€ s chromatografickou naplni DEAE 52 — Cellulose Servacel (SERVA),

afinitni chromatografie na 30 ml gravitacni koloné¢ Con A Sepharose 4 B (Amersham).

4.2.3.1. Iontovyménna chromatografie, DEAE (diethylaminoethyl)

Hodnota pH bramborové stavy byla pied nanesenim na kolonu upravena pomoci 1M
Tris na pH 7,4. Pfed nanesenim vzorku probéhla kalibrace kolony pomoci 250 ml startovaciho
pufru (25 mM Tris-HCI, pH 7,4). Na kolonu bylo nasledné naneseno 50 ml upraveného vzorku
a kolona byla promyvana pomoci 250 ml startovaciho pufru. Promyvaci krok slouzi
k odstranéni nenavazanych slozek bramborové stavy. K isokratické eluci navazanych slozek
bylo pouzito 50 ml elu¢niho pufru (25 mM Tris-HCI, pH 7,4 + 0,5 M NaCl). Regenerace
kolony, jejimz ucelem bylo odstranéni zbytkovych, navazanych latek byla provedena pomoci
100 ml regenerac¢niho pufru (2 M NaOH) a poté nasledovala opét ekvilibarace kolony pomoci
startovaciho pufru a nasledné naneseni nového vzorku. Ze ziskaného eluatu bylo odebrano
500ul pro determinaci bilkovinnych spekter pomoci SDS-PAGE v ramci kontroly tspéSnosti

prvniho kroku purifika¢niho procesu.

4.2.3.2. Afinitni chromatografie, Con -A (Concanavalin -A)

Hodnota pH eludtu, ktery byl ziskdn v pfedchazejicim purifikaénim kroku, byla
upravena pomoci 1M HCI na hodnotu pH 7,4. Kolona s afinitni naplni byla pfed nanesenim 50
ml tohoto vzorku ekvilibrovana pomoci 300 ml startovaciho pufru (25 mM Tris-HCI, pH 7,4
+ 0,5 M NaCl). Po naneseni vzorku byla kolona promyta 200 ml startovaciho pufru. Po promyti
naplné kolony nasledovala dvoustupniové eluce navdzaného patatinu — 2x 30 ml elu¢niho pufru
(25 mM Tris-HCI, pH 7,4 + 0,5 M NaCl + 100mM a-D-methyl glukopyranosid). Ziskany eluat
byl zamraZzen a uchovavan pii -80°C. Po eluci byla napli kolony ekvilibrovana stfidavou
aplikaci (3x) 70 ml kyselého (50 mM Na-acetat, pH 4,5 + 0,5 M NaCl) a 70 ml bazického
pufru (50 mM Tris-HCI, pH 8,5 + 0,5 M NaCl).

Z cluatu, ktery byl ziskan v tomto purifikaénim kroku, bylo odebrano 500 ul pro
determinaci bilkovinnych spekter pomoci SDS-PAGE v ramci kontroly uspé$nosti druhého

kroku purifika¢niho procesu.
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4.2.4. Uprava ziskaného proteinu - odsolovani a sterilizace

Purifikovany roztok patatinu (30 ml) byl odsolen (nutné z divodu vysokého obsahu
NaCl a o-D-methyl glukopyranosidu v elu¢nim pufru) pomoci 100 ml gravitacni kolony
s naplni SEPHADEX ™ G — 25 (princip gelové filtrace) nasledujicim zptisobem. Kolona byla
ekvilibrovana 300 ml pufru (10 mM Tris-HCI, pH 7.4) a poté byl na kolonu nanesen vzorek
o celkovém objemu 30 ml. Po Gplné absorpci vzorku médiem, byl odsoleny patatin vymyvan
40 ml elu¢niho pufru (10 mM Tris-HCI, pH 7.4). Pro uplné odsoleni vzorku byl proces
odsolovani pomoci gelové filtrace opakovan.

Pfed vlastnim pouzitim v antifungalnich testech byl roztok celkového proteinu i

patatinu sterilizovdn pomoci bakteridlnich millipore filtrii (velikost port 0,22pum).

4.2.5. Charakterizace hlizovych proteinii pomoci elektroforetickych

technik

4.2.5.1. SDS-PAGE

Technika SDS-PAGE byla pouzita pro determinaci proteinovych spekter celkového
proteinu hliz, rozpustnych hlizovych proteinii Stavy pouzitych pro néslednou purifikaci
patatinu, déale byla tato metodika pouzita pro kontrolu purifikace patatinu — sledovani zmény
proteinovych spekter ziskanych eluati v jednotlivych krocich purifikace a zhodnoceni
uspésnosti purifikacniho procesu z hlediska Cistoty ziskaného proteinu. Technika SDS-PAGE
byla dale pouzita pro charakterizaci molekuldrni hmotnosti (HM) purifikovaného patatinu,
hodnoceni procentického zastoupeni sledovanych frakei proteini v celkovém proteinu hliz
brambor a hodnoceni frakéniho slozeni bramborové §t'avy kterd slouzila jako vychozi material

pro purifikaci.

Extrakce a SDS-PAGE hlizovych proteinii bramborové §avy

Bramborova $tdva ptipravend vyse uvedenym zplsobem, kterd byla nasledné pouzita
pro purifikaci patatinovych bilkovin, byla determinovana z hlediska pfitomnosti cilovych
patatatinovych bilkovin. Z diivodu o¢ekavané vysoké koncentrace proteinti byla stdva nafedéna
dH20 v poméru 1:1. Ke 100 pl této Stavy bylo ptidano 25 pl nanaseciho pufru (5 x NP: 5 ml
1,25 M Tris-HCI, pH 6.8, 2.3 g SDS, 10 ml glycerol, 5 mg Bromphenol Blue; k 1 ml se tésné
pted pouzitim ptidalo 340 pl 2-merkaptoethanolu). Pfed nanesenim na gel v mnozstvi 15 pul byl

vzorek vafen ve vodni lazni.
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SDS-PAGE

Pouzita byla diskontinudlni deskova denaturaéni elektroforéza na polyakrylamidovém
gelu (SE 600, Hoefer, USA) — 4% zaostfovaci gel (0,125 M Tris-HCI, pH 6.8 + SDS) a 10%
separacni gel (0.375 M Tris-HCI, pH 8.8 + SDS) — v prostfedi systému 0,025 M Tris + 0,192
M glycine (pH 8.3) + SDS. Podrobné slozeni gelovych systémi a elektrodového pufru je
uvedeno v Tab. VI. Separace probihala pti proudu 40 mA na gel, napéti 200 V a pfi teploté 4°C
po dobu 4 hod.

Detekce SDS - bilkovin na gelu a stanoveni podilu bilkovin patatinového komplexu
Detekce proteinti byla provedena barvenim roztokem Coomasie Briliant Blue pfes noc
(barvici smés — methanol, ledova kys. octova, voda v poméru 5:1: 4 + 0,1% Coomasie Briliant
Blue R-250, Sigma Co.). Po detekci bylo odbarveno nespecifické pozadi (pouzitd smeés -
etanol: kyselina octova: voda v poméru 2.5: 1: 6.5 s vyménou béhem odbarveni 2 — 3x) a
provedena fixace a dehydratace ve smési 45% etanolu + 3% glycerolu. Nasledné byly gely
suseny v celofanu na skle pii laboratorni teploté na vzduchu po 2 — 3 dny (BARTA 2002). Ped
vlastnim softwarovym stanovenim procentického zastoupeni patatinovych proteinii byly gely
digitalizovany prostfednictvim scanneru do podoby TIFF formatu. Kvantifikace proteint

patitového komplexu byla provedena pomoci softwaru BioProfil.

4.2.5.2. Native-PAGE

Jednd se o elektroforetickou metodu pomoci které lze charakterizovat nativni
(nedenaturovand) spektra hlizovych proteint res. purifikovaného patatinu. Pfi pouziti nativni
elektroforézy dochdzi k rozdé€leni proteinovych frakci na zéklad¢ jejich naboje — hodnoti se
elektroforetickd mobilita jednotlivych zon ¢i pruhti. Nativni PAGE byla také pouZita k detekci

esterazové aktivity patatinovych proteinli na gelu — detekci a hodnoceni izoenzymd esteraz.

PAGE

K 100 pl vzorku (roztok purifikovaného patatinu) bylo pfidano 25 pl nanaSeciho pufru
(40% glycerol, 10 mg BPB/100 ml pufru). Vzorky byly na gel nanaSeny v mnoZstvi 20 pl.
Déleni proteinovych frakci probihalo v prostfedi Tris-boratového pufru, pH 8.3. Pouzit byl
kontinudlni gelovy systém — 7.5 % (pH 7.2). Podrobné slozeni geld je uvedeno v Tab. VII.
Separace probihla pii 25mA na gel, 150-200 V, pfi teploté 4°C, po dobu 2-3 hodin (BARTA
2002). Analyza byla provedena na piistroji SE 600, Hoefer, USA.
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Detekce nedenaturovanych proteini

Detekce nedenaturovanych proteinti a nédsledna uprava gelti byla provedena stejnym

zpisobem jako v ptipadé SDS-bilkovin.

Tab. VI: SloZeni roztokii pro SDS — PAGE (denaturacni systém)

Komponenta Jednotka | Separaéni gel 10 % Zaostiovaci gel 3,75 %
Redestilovana voda ml 42 12,15
AC/BIS ml 26,6 2,5
Pufr A ml 10 -

Pufr B ml - 5

SDS ul 800 200
Sifi¢itan sodny ul 60 20
Persiran amonny ul 400 150
TEMED ul 40 20

Pievzato z BARTA 2005 (nepubl.)

Poznamky:

AC/BIS: 30 g akrylamid + 0,8 g BIS/100 ml

Pufr A: 36,3 g Tris, 48 ml 1M HCI, pH 8§,8/100 ml

Pufr B: 6 g Tris, 48 ml 1M HCI, pH 6,8/100 ml

Sifi¢itan sodny: nasyceny vodny roztok

Persiran amonny: 15% roztok

SDS: 10% roztok

Elektrodovy pufr 1: 14,4 g glycinu, 3 g Tris, pH 8,3/1000 ml (esterdzy, nativni proteiny)
Elektrodovy pufr 2: 144 g glycinu, 3 g Tris, 10 g SDS, pH 8,3/1000 ml (SDS-PAGE)

Tab. VII: SloZeni roztoku pro diskontinualni PAGE (nedenatura¢ni systém)

Komponenta Jednotka Separacni gel 7,5 % Zaostiovaci gel 3,75 %

Redestilovana voda ml 50 12,5

AC/BIS ml 20 2,5

Pufr A ml 10 -

Pufr B ml - 5

Sifi¢itan sodny ul 60 20

Persiran amonny ul 400 150

TEMED ul 40 20

Pievzato z BARTA 2005 (nepubl.)
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Detekce izoenzymi esteraz na gelu

Esterdzova aktivita byla vizualizovana inkubaci geld za tmy ve 100 ml 0,1 M Tris-
glycinového pufru, pH 7.2 obsahujiciho 40 mg a-naftyl acetatu, 40 mg B-naftyl acetatu a 100
mg Fast Blue RR salt (BARTA 2002). Po detekci esterazové aktivity byly gely fixovany a

suSeny stejnym postupem jako v pfedchazejici kapitole.

4.2.5.3. 1zoelektricka fokusace

Izoelektrickd fokusace porufikovaného patatinu byla provedena pomoci jednotky pro
IEF (Model 111 Mini IEF Cell) od firmy Bio-Rad (USA). Gel byl pfipraven na specidlni folii
podle instrukci dodavatele, vzorky odsoleného patatinu byly naneseny na gel v mnozstvi 1 pl,
detekce probchla podle instrukci dodavatele inkubaci gelu v roztoku (27 % etanol, 10 %
kyselina octova, 0.04 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 0.5 % CuSO4 — rozpustit a doplnit
dH:20 do 1 litru).

4.2.5.4. Zpracovani elektroforetickych dat

Po detekcei a suseni byly gely digitalizovany prostfednictvim stolniho scanneru pii 400
dpi do podoby TIFF formatu. Ten byl pouzit jako vychozi pro vlastni zpracovani
elektroforetickych dat pomoci software BioProfil 1D++ (Vilber Lourmat) — stanoveni
relativniho zastoupeni proteinovych frakci, ur¢eni molekulové hmotnosti, izoelektrického bodu

a relativni mobility, stanoveni koeficientli podobnosti a konstrukce dendrogramii.

4.2.6. Antifungalni testy - hodnoceni inhibi¢niho vlivu proteinu

Na modelové systémy fytopatogennich hub byl hodnocen vliv celkového proteinu a
patatinu z bramborovych hliz zvolenych odrid. Kromé vlastnich antifungélnich vlivli spadaji

do této ¢asti dalsi metodické postupy:

4.2.6.1. Inokulace a kultivace houbovych organizmi

Kazda z vyse uvedenych hub byla kultivovana na bramboro-dextrosovém agaru (Potato-
Dextrose-Agar, dale PDA). Kultivaéni médium bylo pfipraveno ze standardniho polotovaru
firmy Difco (39 g na 1000 ml destilované vody). Vysterilizované médium bylo rozlito do
sterilnich plastikovych Petriho misek (1000 x 15 mm). Po vychladnuti Zivného média se houba
inokulovala na jeho povrch. Inokulace byla provedena podle potfeby pomoci separacnich Car

nebo stiedovych kultur a pomoci agarového teréiku nebo konidiové suspenze (10 ul; 1x107) .
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Po inokulaci byly Petriho misky vlozeny na dobu 5-7 dni do termostatu, ktery byl

vytemperovan na teplotu cca 25°C.

4.2.6.2. Priprava konidiové suspenze

Na povrch sporulujici kultury ptislusné houby (Fusarium solani, Fusarium oxysporum)
byl prilit sterilni roztok 0,05 % Tween 80. Ziskand suspenze byla pfemisténa do sterilni
sklenéné zkumavky a homogenizovéana. Timto zpisobem se ziskala tzv. originalni suspenze.
Vzhledem k predpokladané vysoké koncentraci konidii v 1ml byla tato suspenze nafedéna
vpoméru 1:10. V nafedéné suspenzi se pomoci pocitaci komlrky — hemacytometru
(zdokonaleném Neubauerem) zjistila skute¢na koncentrace konidii na Iml. Ziskana suspenze

byla pouzita k pokustim, které¢ jsou uvedeny nize.

4.2.6.3. Metody stanoveni antifungalni aktivity proteinu

Paper discs diffussion assay - difuze proteinu agarem

Jedna se modifikaci metody uvadéné v praci SCHLUMBAUM et al. (1986) a
HUYNTH et al. (1996). Metoda je standardné€ pouzivana pro primarni ovéfeni antifungalni
aktivity proteinu. Principem je postupna difuze aplikovaného proteinu k okrajové ¢asti mycelia
kultivované houby. Na okrajich mycelia se sleduje vliv testované¢ho proteinu — zejména se
jedna o vytvareni inhibi¢nich zon v okoli papirového terciku, na ktery byl aplikovan protein.
Jako doplitkovou charakteristiku 1ze sledovat i makroskopické zmény ve struktufe a utvareni
mycelia, které mohou byt vyvolany pfedevsim enzymatickou aktivitou testované¢ho proteinu.

Mycelium pfislusné houby bylo odebrano ze 14 denni kultury (7 denni kultury u rychle
rostoucich kultur — napt. Rhizoctonia solani). Druhy se sterilnim myceliem byly inokulovany
ve formé agarovych ter¢ikii o priméru 0,6 mm do stfedu Petriho misky. Druhy s fertilnim
myceliem byly do Petriho misek inokulovany klickou ve formé konidiové suspenze (10 pl;
1x10%).

V zavislosti na rychlosti riistu jednotlivych druhii hub byly po 3 — 7 dnech od jejich
inokulace na agary vlozeny sterilni testovaci terciky (4mm; Whatmann no. 4) z filtracniho
papiru. Do kazdé misky bylo vlozeno po 4 sterilnich papirovych ter¢icich o priméru 0,6 mm,
vzdy do vzdélenosti 0,5 cm od okraje mycelia houby - viz Obr. IIl. Na tfi ter¢iky bylo
aplikovano 20 pl proteinového roztoku (patatinu); 50 pl pfi testovani inhibi¢ni aktivity
celkového hlizového proteinu. Kontrola (¢tvrty tercik na agaru) predstavovala 20 ul (res. 50 pl)
pufru ve kterém byl protein rozpustén. Inkubace probihala pfi teploté cca 25°C. Inhibi¢ni zény

a zmény v utvareni mycelia byly sledovany v ¢asovych intervalech 12, 24, 48, 60 a 72 hodin.
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Byla hodnocena ptitomnost inhibi¢nich zoén a zaznamendny byly veskeré zmény, které nastaly
v utvafeni mycelia. V pribéhu sledovani byla pofizena fotografickd dokumentace. Pokus

probihal ve dvou opakovanich.

Obr. II1: Metoda difuze proteinu agarem — rozmisténi tercika

Tab. VIII: Stupnice antifufungalni aktivity proteinu (Huynh et al, 1996)

Neaktivni -
Aktivni +
Stfedné aktivni T+
Siln€ aktivni ot
Velmi siln¢ aktivni -+

Prevzato z SCHLUMBAUM et al. 1986; HUYNTH et al. 1996

Sledovani vlivu proteinu na kli¢ivost spor vybranych houbovych organismu

Vzhledem ke skutecnosti, ze predchazejici zptisob hodnoceni je do jisté miry
subjektivnim hodnocenim inhibi¢ni aktivity, byl tento pokus doplnén o hodnoceni vlivu
proteinu na kli¢ivost reprodukénich struktur (konidii u druhu Fusarium solani).

50 ul konidiové suspenze 1,00 x 10, ktera byla ptipravena podle metodiky uvadéné
vyse, bylo pieneseno do sterilni mikrocentrifugacni zkumavky. Sterilni protein (cca 50 mg/ml)
byl v mnozstvi 100 ul ptidan k této suspenzi. Kontrola pfedstavovala stejné mnozstvi pufru, ve

kterém byl protein rozpustén. Konidie byly vystaveny piisobeni proteinu po dobu 24 hodin pfi
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teploté cca 25°C. Poté byl proveden standardni test kliCivosti a dosazené hodnoty byly
porovnany s vysledky kontroly.

Standardni test kli¢ivosti — GI (,,Germination Index*)

Cilem testu je zjistit procento kli¢ivosti a stupenn nakliceni ptislusné populace konidii.
Pomoci laboratorni klicky byla suspenze z mikrocentrifugaéni zkumavky nanesena ve formé
kapek na povrch agarové vrstvy (2% vodni agar na podloznim sklicku). Po zaschnuti kapek
bylo podlozni sklicko s houbou vlozeno do vlhké komirky. Rist konidii probihal na svétle, pti
pokojové teploté cca 22°C. Vyhodnoceni vzorkl se provedlo po 24, 48 a 72 hodinach pomoci
svételného mikroskopu. Pii vyhodnoceni bylo hodnoceno minimalné¢ 100 konidii z kazdého
vzorku, pfi¢emz ke kazdé konidii byl pfifazen piislusny index GI (0 - 3 v intervalu 0,5; viz.
Tab. IX), ktery presn¢ specifikuje stupen nakli¢eni a vyvoj houby. Z takto vyhodnocenych
vzorkll bylo spocitano procento naklicenych konidii a primémny index kli¢ivosti (LANDA

1992).

Tab. IX: Tabulka hodnoceni kli¢ivosti (Germination Index, GI)

Index nakliceni (GI) Charakteristika hodnoty
0 na konidii nejsou patrné zadné morfologické zmény
0.5 1. konidie je zfetelné protahlejsi
2. vytvéii se jednostranny kli¢ek v poméru 1:0,5
1,0 velikost kli¢ku je v poméru 1:1
1,5 1. klicek je 2—3x vétsi nez mate¢na konidie
2. na mate¢né konidii jsou zietelné dva kratsi klicky
2,0 klicek je 3x tak dlouhy jako mate¢n4 konidie
2,5 na hyfach jsou zjiStény konidiofory bez novych konidii nebo
s jednou konidii
3.0 v hodnoceném vzorku jsou zjistény konidiofory, na kterych

jsou kratké fetizky konidii; alesponi 5 konidii v fetizku

Pievzato z SCHLUMBAUM et al. 1986; HUYNTH et al. 1996
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5. VYSLEDKY

5.1. POPIS CELKOVEHO PROTEINU
5.1.1. Zakladni udaje k pokusu

e Prvni krok — precipitace celkového proteinu podchlazenym etanolem, centrifugace a
promyti vzorkl Na — acetdtovym pufrem s etanolem, lyofilizace vzorki

e Druhy krok — zjisténi podilu suSiny

e Treti krok - odbér vzorkG pro kontrolu purifikacniho postupu a charakterizaci

celkového proteinu pomoci SDS - PAGE

5.1.2. Vysledky
Tab. X: Podil suSiny celkového hlizového proteinu u jednotlivych odriid brambor
Odruda Podil suSiny celkového proteinu na 30 ml hlizové vody
Bionta 202,5 mg
Karin 271,9 mg
Symfonia 362,1 mg
Merkur 425,2 mg
Tomensa 606,6 mg
Westamyl 471,2 mg

Obr. IV: Vysledek izolace celkového proteinu
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Tab. XI: Procentické zastoupeni frakci v celkovém proteinu

N Patatin Skupina inhibitori proteaz

odridy 39-43 kDa 21-25kDa 14 -20 kDa 0—14 kDa
Bionta 12,87 21,85 21,71 36,43
Karin 25,57 21,33 17,94 13,77
Symfonia 26,64 20,06 14,90 10,61
Merkur 26,07 24,64 14,28 14,28
Tomensa 27,57 16,14 16,29 21,62
Westamyl 24,33 20,15 20,92 14,06

5.1.3. Zhodnoceni vysledkii popisu celkového proteinu

Tab. X znézoriiuje podil suSiny celkového proteinu u jednotlivych odrid. Nejvyssi

Na Obr. IV je patrné proteinové spektrum izolati celkového hlizového proteinu
ziskaného z jednotlivych odrid. Horni Sipka oznacuje patatin, ktery se v testovanych odridach
nachdzi pfiblizn¢ v oblasti 40 - 43 kDa. Inhibitory proteaz (zbyvajici Sipky) se podle své
molekulové hmotnosti déli do tii skupin: 0 — 14, 14 — 20 a 21 -25 kDa. Jak je na prvni pohled
patrné, tvoii u vybranych odrid frakce patatinu a inhibitord protedz hlavni podil v celkovém
proteinu.

Konkrétni procentické zastoupeni hlavnich frakci celkového proteinu je uvedeno v Tab.
XI. Nejmarkantngj$i rozdil v mnoZstvi patatinu oproti ostatnim testovanym genotyptim (jejichz
pramérny obsah patatinu tvofil cca 26 %) byl zjistén u odridy Bionta, ktera obsahuje pouhych
12,9 % tohoto proteinu. Naopak inhibitory prote4dz jsou u této odriidy v porovnani se zbylymi
genotypy zastoupeny nejvice. Nejvys§i obsah patatinu byl zjiStén u odridy Tomensa
(cca 27,6 %).

Variabilita v zastoupeni celkového mnozstvi inhibitori protedz je mezi odridami velmi
nizka, procentické hodnoty se pohybuji od 45,5 do 55,5 %, pouze s vyjimkou odridy Bionta, u
které je hodnota vyznamné vys$si 80 %. V zastoupeni uvedenych tfi frakei inhibitorti proteaz
se jiz jednotlivé odridy odliSuji. Lze je rozdélit na dvé skupiny, jedna skupina se vyznacuje
nejvys$im podilem frakce o nejvyssi molekulové hmotnosti (21 - 25 kDa) — odrady Karin,

cvwr

hmotnosti (0 — 14 kDa) — Bionta.
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5.2. PURIFIKACE PATATINU
5.2.1. Zakladni udaje k pokusu

= Patatin byl purifikovan ve dvoustupiiovém postupu na zakladé znamych biochemickych
vlastnosti

» Prvni krok — chromatograficka napli DEAE zvolena na zaklad¢ pl patatinu (4.8 — 5.2)

* Druhy krok — chromatografickd ndpli Con A zvolena na zakladé ptitomnosti
sacharidové ¢asti na bilkovinném fetézci

* Po kazdém purifikacnim kroku odbér vzorkli pro kontrolu purifikacniho postupu

pomoci SDS-PAGE

5.2.2. Vysledky
Obr. V: Ukazka zastoupeni proteinovych | Obr. VI: Prvni purifika¢ni krok — ukazka
frakci vychoziho materidlu — bramborové | proteinového spektra eluatu ziskaného
§tavy u testovanych odrid brambor pomoci DEAE chromatografické naplné
a8 | ¥
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HM - hmotnostni marker; 1 - Merkur, 1 - Merkur, 2 - Tomensa; 3 - Westamy!l;
2 - Tomensa; 3 - Westamyl; 4 - Bionta;, 4 - Bionta; 5 - Karin; 6 - Symfonia.
5 - Karin,; 6 - Symfonia.

43



Obr. VII: Druhy purifika¢ni krok —
ukazka bilkovinného spektra hlizovych
proteini, které se nezachytily na

Obr. VIII: Vysledek dvoustupiiové
purifikace a kontrola cistoty ziskaného
proteinu

chromatografickém médiu ConA

chyceny patatin

- . ) 4

1 2 3 4 5 ¢ HM I 2 3 4 5 6

HM — hmotnostni marker; 1 - Merkur;
2 - Tomensa; 3 - Westamyl; 4 - Bionta,
5 - Karin, 6 - Symfonia.

1 - Merkur, 2 - Tomensa, 3 - Westamyl;
4 - Bionta; 5 - Karin, 6 - Symfonia.

5.2.3. Zhodnoceni vysledkii purifikace patatinovych bilkovin

Obr. V znazoriiuje celkové proteinové spektrum ve vychozim materidlu, S$tave
bramborovych hliz zvolenych odriid. Sipka oznaluje patatin, ktery je cilovym proteinem
purifikace. Patatin u testovanych genotypii se nachazi ptiblizn¢ v oblasti kolem 40 - 43 kDa.
Z obrazku V (znazornéni celkového hlizového proteinu) je jiz ziejma kvalitativni 1 kvantitativni
genotypova variabilita cilového proteinu. Odrida Bionta vykazuje na rozdil od ostatnich
testovanych odrid zastoupeni patatinu v mnohem mensi mife. Naopak u odrid Tomensa ¢i
Westamyl je v oblasti kolem 40 - 43 kDa zfejmé silné zastoupeni proteinu.

Obr. VI znazoriuje prvni kontrolni bod po provedeni prvniho purifikacniho kroku
(DEAE). Vzhledem ke skutecnosti, ze DEAE je slaby anex, ma schopnost zachytit proteiny,
jejichz pl se nachazi v kyselé oblasti pH (,,kyselé proteiny). Na zobrazovaném gelu (Obr. VI)
jsou zachyceny spektra hlizovych proteint s pl v kyselé oblasti.

Kromé cilového patatinu

v oblasti kolem 40 - 43 kDa ziistava v eluatu jest¢ ¢ast inhibitord proteaz (0 — 25 kDa) a

44



protein s vyssi molekulovou hmotnosti - cca 80 kDa. Z diivodl pfitomnosti téchto necilovych
proteind byl proveden druhy purifika¢ni krok.

Obr. VII znazoriuje nezachyceny protein z druhého purifika¢niho kroku. Jednd se o
kyselé hlizové proteiny, které byly zachyceny na DEAE, ale vzhledem k nepfitomnosti
sacharidového fetézce nebyly zachyceny na médiu Con A. V oblasti kolem 40 - 43 kDa je na
tomto obrazku pfitomen u nékterych odrid (Tomensa, Westamyl, Symfonia) 1 patatin, ktery
nebyl zachycen pravdépodobné z divodii jeho vysokého obsahu a nedostatecné kapacity
kolony.

Obr. VIII znazoriiuje konecny vysledek purifikaéniho postupu. V celkovém spektru se
nachazi pouze protein v oblasti kolem 40 - 43 kDa, tedy patatin, u kterého je ziejma
kvalitativni i kvantitativni variabilita. Purifikaéni postup je hodnocen jako uspéSny. Ziskany

Cisty protein je v nasledujici kapitole blize charakterizovan.

5.3. CHARAKTERIZACE PURIFIKOVANEHO PATATINU
5.3.1. Zakladni udaje k pokusu

e Prvni krok — charakterizace molekulové hmotnosti purifikovaného patatinu pomoci
SDS — PAGE

e Druhy krok — hodnoceni elektroforetick¢é mobility jednotlivych bilkovinnych frakei
patatinu technikou nativni PAGE

e Treti krok - detekce a hodnoceni esterazové aktivity patatinovych bilkovin pomoci

nativni PAGE
o Ctvrty krok — hodnoceni variability patatinovych bilkovin v ménicim se gradientu pH

pomoci Izoelektrické fokusace (IEF).
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5.3.2. Vysledky

Obr. IX: Ukazka spekter patatinu denaturovanych pomoci SDS - PAGE

- - 116
- . 66
55 Pocet hmotnostnich izoforem:
i Bionta — 2
-8 © - = . Karin — 3
- « 36 Symfonia — 2
Merkur — 2
- - 29 Tomensa — 2
Westamyl - 3
: s 20
3 g 142
kDa

M1 2 3 4 5 6 M

1 — Bionta,; 2 — Karin; 3 — Symfonia; 4 — Merkur; 5 — Tomensa, 6 — Westamyl; M - marker

Obr. X : Bio profil denaturovanych patatinovych spekter — slouzi k vypoctu
molekulovych hmotnosti
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1 - Merkur; 2 - Tomensa,; 3 - Westamyl,; 4 - Bionta, 5 - Karin, 6 - Symfonia;, M - marker
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Tab. XII: Hmotnostni izoformy patatinu u jednotlivych odrid

44,063
40,043
43,876
3 41,839
39,868
42,022
40,219
42,390
40,397
42,206
40,043
44,250
3 42,390
39,868

Obr. XI: Ukazka nativnich spekter purifikovaného patatinu

Pocet izoforem:

Bionta — 3
Karin — 2
Symfonia — 2
Merkur — 1
Tomensa — 3
Westamyl - 3

L 2 3 #& 5 ®

1 - Merkur; 2 - Tomensa, 3 - Westamyl; 4 - Bionta, 5 - Karin; 6 - Symfonia.

Tab. XIII: Relativni elektroforeticka mobilita jednotlivych zén u nativniho patatinu

Relativni elektroforetickd mobilita = draha od startu k pruhu / celkova draha
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Obr. XII: Esterazova aktivita patatinovych bilkovin — detekce izoenzymiu esteraz

Pocet izoforem:

Bionta — 3
Karin — 6
Symfonia — 4
Merkur — 4
Tomensa — 4
Westamyl - 5

""‘—_':‘_“‘-:._,__

—

1 2 3 4 5 6

1 — Bionta; 2 — Karin; 3 — Symfonia; 4 — Merkur; 5 — Tomensa,; 6 - Westamyl

Tab. XIV: Relativni elektroforeticka mobilita jednotlivych zon u esteraz
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Obr. XIII: Esterazy — dendrogram

1 - Bionta; 2 — Karin; 3 — Symfonia; 4 — Merkur; 5 — Tomensa, 6 — Westamyl

Tab. XV: Esterazy — koeficient podobnosti mezi sledovanymi odridami

Bionta Karin Symfonia Merkur Tomensa | Westamyl
Bionta 1,00
Karin 0,29 1,00
Symfonia 0,57 0,80 1,00
Merkur 0,67 0,67 0,67 1,00
Tomensa 0,67 0,67 0,67 1,00 1,00
Westamyl 0,57 0,80 0,80 0,89 0,89 1,00

o
I ! .
Eo— — () < .
Pocet izoforem:
—— w5 ] | Bionta—5
Karin — 7
o 5 __ ; Symfonia — 6
i = boue Merkur — 3
o - Tomensa — 4
’ Westamyl - 9
- . - 145
M 1 2 3 4 5 6 M Pl

1 — Bionta,; 2 — Karin; 3 — Symfonia; 4 — Merkur; 5 — Tomensa,; 6 - Westamyl
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5.3.3. Zhodnoceni charakterizace purifikovaného patatinu

Obr. IX znéazorfiuje spektra purifikovaného patatinu denaturovaného pomoci SDS-
PAGE u zvolenych odrid. Denaturace proteinu pomoci SDS zpusobila rozdéleni jednotlivych
patatinovych frakci pouze podle jejich molekulové hmotnosti. Ze ziskanych proteinovych
profili byla pomoci softwaru Bioprofil (Obr. X) vypocitana molekulovd hmotnost patatinovych
izoforem u zvolenych odrid, viz. Tab. XII.

U odridy Karin a Westamyl byly zaznamenany 3 hmotnostni frakce patatinu, u
zbyvajicich odrid pouze 2 frakce. Hmotnostni variabilita jednotlivych frakci mezi odridami je
velmi nizkd, hodnoty se pohybuji kolem 40, 42 a 44 kDa. Z toho je patrné, Ze za odridovy znak
lze povazovat pocet frakci patatinu, nikoliv hmotnost jeho jednotlivych frakei.

Na Obr. XI jsou vidét nativni spektra purifikovaného patatinu jednotlivych odrid. Pfi
nativni PAGE nedochazi k denaturaci a latky jsou tedy déleny nejen podle své molekulové
hmotnosti (SDS — PAGE), ale i podle naboje, ktery nesou. Od toho se odviji nejen rozdilny
poCet izoforem oproti denaturovanym spektrim patatinu, ale 1 hodnoty relativni
elektroforetické mobility, znazornéné v Tab. XIII. Hodnoty REM klesaji od prvni zoény ke tfeti,
nejvyssi REM byla zjisténa u genotypt Symfonia a Tomensa.

Obr. XII ukazuje spektra izoenzymu esteraz u jednotlivych odrad, Tab. XIV relativni
elektroforetické mobility jednotlivych izoenzymu. Kvantitativni a kvalitativni variabilita
patatinu v oblasti jeho esterazové aktivity je vyssi nez v pfedchozim ptipad¢. Pocty izoforem u
sledovanych odrid se pohybuji se od tii (Bionta) do Sesti (Karin). Genetickou podobnost mezi
hodnocenymi odrtidami na urovni purifikovanych esterdz vyjadiuje dendrogram na Obr. XIII a
Tab. XV. Odriidy Merkur a Tomensa vykazuji stoprocentni podobnost, naopak odrida Bionta
je charakterem elektroforetického fenotypu ptiblizné€ z 50 % odli$na od ostatnich hodnocenych
odrud.

Vysledek posledniho kroku charakterizace patatinu zachycuje Obr. XIV. Je na ném
patrné rozdéleni patatinovych izoforem u sledovanych odriild v ménicim se gradientu pH, tedy
podle izoelektrickych bodl téchto izoforem. Béhem této charakteristiky byla u patatinovych
proteinli prokazana nejvyssi variabilita. PoCet zon na gelu (ndbojovych izoforem) se u

zkoumanych odrad pohyboval od tii (Merkur) do deviti (Westamyl).
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5.4. ANTIFUNGALNI TESTY
5.4.1. Zakladni udaje k pokusu

e Prvni krok — hodnoceni vlivu celkového proteinu ze zvolenych odriid brambor na
modelové systémy fytopatogennich hub

e Druhy krok — hodnoceni vlivu patatinu

5.4.2. Vysledky

Tab. XVI: Vybrané fotografie vlivu celkového proteinu z odriid Bionta a Westamyl

LEGENDA
Fusarium solani — kmen 1036 — mycelium dosahlo oblasti aplikace proteinu po 24

hodinach kultivace. U obou vzorkli (Bionta K4, Westamyl P2o) byla v této dobé zaznamenana
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zména ve zbarveni mycelia v oblasti kontaktu s proteinem. Tato zména zbarveni byla
pozorovana i po 48 hodinach kultivace. Uvedené zmény jsou na obrazcich znazornény Sipkami.
Fusarium solani — kmen 8079 — mycelium dosahlo oblasti aplikace proteinu po 24
hodinach kultivace. U obou vzorkt (Bionta K4, Westamyl P20) byla pozorovana tvorba nepftilis
vyraznych inhibi¢nich zo6n.
Rhizoctonia solani - mycelium dosahlo oblasti aplikace proteinu po 12 hodinach

kultivace. Nebyly pozorovany zadné zmény v rlstu a zbarveni mycelia.

Tab. XVI — pokracovani (Vybrané fotografie vlivu celkového proteinu z odriid Bionta a

Westamyl)

LEGENDA
Alternaria solani - mycelium dosahlo oblasti aplikace proteinu z odridy Westamyl P2o

po 24 hodinach kultivace, oblasti aplikace proteinu z odridy Bionta K4 po 48 hodinach
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kultivace. Tato disproporce ziejmé¢ neni disledkem inhibicniho vlivu proteinu, ale
nepravidelného ristu charakteristického pro tento druh houby.
Trichoderma viride - mycelium dosdhlo oblasti aplikace proteinu po 24 hodinach

kultivace. Nebyly zaznamendny zmény ve zbarveni mycelia ani Zadné inhibi¢ni zony.

Tab. XVII: Vybrané fotografie vlivu celkového proteinu z odriid Tomensa a Merkur

LEGENDA
Fusarium solani — kmen 1036 — mycelium dosahlo oblasti aplikace proteinu po 24
hodinach kultivace. Po 24 1 po 48 hodinach kultivace byla u obou vzorki (Merkur Ps,
Tomensa P17) zaznamendna zména ve zbarveni mycelia v oblasti kontaktu s proteinem.
Fusarium solani — kmen 8079 — mycelium dosahlo oblasti aplikace proteinu po 48
hodinach kultivace. V blizkosti ter¢iku s proteinem z odridy Tomensa P17 byla vytvofena

inhibi¢ni zona.
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Rhizoctonia solani - mycelium dosahlo oblasti aplikace proteinu po 12 hodinach

kultivace. Nebyly pozorovany zadné zmény v rlstu a zbarveni mycelia.

Tab. XVII — pokracovani (Vybrané fotografie vlivu celkového proteinu z odrid Tomensa

a Merkur)

LEGENDA

Alternaria solani - mycelium dosahlo oblasti aplikace proteinu po 48 hodinach
kultivace. Nedoslo k vytvofeni vyraznych inhibi¢nich zon.

Trichoderma viride - mycelium dosdhlo oblasti aplikace proteinu po 24 hodinach

kultivace. Nebyly zaznamenany zadné zmény v riistu ¢i zbarveni mycelia.
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Tab. XVIII: Vybrané fotografie vlivu celkového proteinu z odriid Karin a Symfonia

LEGENDA

Fusarium solani — kmen 1036 — mycelium dosahlo oblasti aplikace proteinu po 24 (u
odridy Karin Ki2) a po 48 (u odridy Symfonia K20) hodinach kultivace. V blizkosti ter¢iku
s proteinem z odrady Karin byla zaznamenana zména ve zbarveni mycelia po 24 hodinach
kultivace, v oblasti plsobeni proteinu z odridy Symfonia po 48 hodindch kultivace. Tento
¢asovy posun je patrn¢ zpusoben nahodnou nepravidelnosti v ristu testované houby.

Fusarium solani — kmen 8079 — mycelium dosahlo oblasti aplikace proteinu po 48
hodinach kultivace, a to pouze u vzorku z odridy Karin Ki2. Nedoslo k tvorb¢ inhibi¢nich zon.

Rhizoctonia solani - mycelium dosahlo oblasti aplikace proteinu po 24 hodinach

kultivace. Nebyly zaznamenéany zddné zmény v riistu ¢i zbarveni mycelia.
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Tab. XVIII — pokracovani (Vybrané fotografie vlivu celkového proteinu z odriad Karin a

Symfonia)

LEGENDA

Alternaria solani - mycelium dosdhlo oblasti aplikace proteinu po 24 hodinach
kultivace a to pouze v blizkosti proteinu z odridy Karin Ki2. Nedoslo k vytvotfeni vyraznych
inhibi¢nich zon.

Trichoderma viride - mycelium dosdhlo oblasti aplikace proteinu po 24 hodinach

kultivace. Nebyly zaznamenéany zddné zmény v riistu ¢i zbarveni mycelia.
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Tab. XIX: Vybrané fotografie vlivu patatinu z odrid Bionta, Karin a Symfonia

LEGENDA

Fusarium solani — kmen 1036 — mycelium dosahlo oblasti aplikace patatinu po 24
hodinach kultivace. Nedoslo k vytvoteni vyraznych inhibi¢nich zén, ale po 48 hodinach byla u
vsech tfech vzorkli (Bionta K4, Karin Ki2, Symfonia K20) zaznamendna zména ve zbarveni
mycelia v oblasti kontaktu s patatinem (u odrudy Symfonia jiz po 24 hodinach).

Fusarium solani — kmen 8079 — mycelium doséhlo oblasti aplikace patatinu jiz po 12
hodinach kultivace. U vSech vzorkl doslo k tvorbé inhibi¢nich zon. Pozorovana byla téz zména
ve zbarveni mycelia v blizkosti tercikii s patatinem ze vSech tii odrid (Bionta K4, Karin Ki2,

Symfonia K»o).
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Tab. XIX — pokracovani (Vybrané fotografie vlivu patatinu z odrid Bionta, Karin a

Symfonia)

LEGENDA

Fusarium oxysporum - mycelium dosdhlo oblasti aplikace patatinu po 24 hodinach
kultivace. Nebyly zaznamenany zadné zmény v riistu ¢i zbarveni mycelia.

Alternaria solani - mycelium dosahlo oblasti aplikace patatinu po 12 hodinach
kultivace. Nepftili§ vyraznd inhibi¢ni zona byla vytvofena pouze v blizkosti mista aplikace

proteinu z odridy Bionta Ka.
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Tab. XX: Vybrané fotografie vlivu patatinu z odriid Merkur, Tomensa a Westamyl

LEGENDA

Fusarium solani — kmen 1036 — mycelium dosahlo oblasti aplikace patatinu po 24
hodinach kultivace. Nedoslo k vytvofeni vyraznych inhibi¢nich zén, ale po 48 hodinach
kultivace byla u vSech tii vzorkti (Merkur Ps, Tomensa P17, Westamyl P20) zaznamendna zména
ve zbarveni mycelia v oblasti kontaktu stimto proteinem (u odridy Westamyl jiz po 24
hodinach).

Fusarium solani — kmen 8079 — mycelium dosahlo oblasti aplikace patatinu po 48

hodinach kultivace. U vSech vzorki byla zaznamenana tvorba inhibi¢nich zon.
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Tab. XX — pokracovani (Vybrané fotografie vlivu patatinu z odriid Merkur, Tomensa a

Westamyl)

LEGENDA

Fusarium oxysporum - mycelium dosdhlo oblasti aplikace patatinu po 24 hodinach
kultivace. Nebyly zaznamenany zadné zmény v riistu ¢i zbarveni mycelia.

Alternaria solani - mycelium dosahlo oblasti aplikace patatinu po 12 hodinach
kultivace. U vzorkiti Merkur Ps a Westamyl P20 doSlo k vytvofeni sttedné vyraznych inhibi¢nich

zon.
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Tab. XXI: Procento kli¢ivosti a prumérny index nakli¢eni spor kultury Fusarium solani,
kmen 8079 po 24 hodinach kultivace v pritomnosti purifikovaného patatinu testovanych
odrud

o Prumérny index Procento . B
Odrida nakliceni (GI) SMODCH Klicivosti Slovni hodnoceni
Bionta 1,937 0.462 27 zaznamenan vyraznéjsi inhibi¢ni

vliv proteinu
Karin 3.5 0,000 100 neni zaznamenan zadny inhibi¢ni
vliv proteinu
Symfonia 2,099 0,311 92 inhibi¢ni vliv proteinu minimalni
Merkur 1530 0,429 7 zaznamenan vyraznéjsi inhibic¢ni
vliv proteinu
Tomensa 2,881 0,422 98 inhibi¢ni vliv proteinu minimalni
Westamyl 2,986 0,346 98 inhibi¢ni vliv proteinu minimalni
kultura je zcela naklicena, nebyl
Kontrola 3,5 0,000 100 zaznamenan inhibicni vliv pufru
Tris-HC] pH7.4

5.4.3. Zhodnoceni antifungalnich testi

Zmény po aplikaci celkového hlizového proteinu béhem 48 hodin kultivace vykazaly
2 kmeny druhu Fusarium solani: Fusarium solani (kmen 1036) a Fusarium solani (kmen
8079). U druhi Alternaria solani, Trichoderma viride a Rhizoctonia solani nebyla pozorovana
7adna reakce.
e Fusarium solani (kmen 1036) — u vSech testovanych odrid bylo zaznamenano tmavsi
zbarveni mycelia houby v misté kontaktu s proteinem.
e Fusarium solani (kmen 8079) - k tvorbé inhibi¢nich zén doslo v blizkosti terc¢iknu

s proteinem z genotypi Bionta, Westamyl a Tomensa.

Zmény po aplikaci patatinu béhem 48 hodin kultivace vykazaly tyto druhy hub:
Fusarium solani (kmen 1036), Fusarium solani (kmen 8079) a Alternaria solani. U druhd
Fusarium oxysporum, Trichoderma viride a Rhizoctonia solani nebyla pozorovana zadna
reakce.

e Fusarium solani (kmen 1036) — u vsech testovanych odrud bylo zaznamenano tmavsi
zbarveni mycelia houby v mist¢ kontaktu s proteinem; tvorba nepfili§ vyraznych

inhibi¢nich z6n byla patrna v blizkosti ter¢ika s patatinem ze vSech sledovanych odrad.
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e Fusarium solani (kmen 8079) - k tvorbé inhibi¢nich zon doslo v blizkosti terc¢iku
s patatinem ze vSech sledovanych odrid. Kli¢ivost byla vyrazné snizena v oblasti
aplikace proteinu z odrd Bionta a Merkur.

e Alternaria solani — k vytvofeni inhibi¢nich zoén dos$lo v blizkosti ter¢iki s proteinem

z genotypi Bionta, Merkur a Westamyl.

Pii hodnoceni po 60 a 72 hodinach kultivace jiz nebyly u testovanych hub zaznamenéany
zadné zmény. Divodem byla pravdépodobné degradace proteinu v disledku vysoké teploty

(25 °C).
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6. DISKUSE

6.1. CHARAKTERISTIKY CELKOVEHO HLIiZOVEHO PROTEINU

Obsah dusikatych latek pfitomnych v bramborovych hlizdch zavisi na genotypu a
podminkach prosttedi. Obvykle se pohybuje kolem 2 % v Cerstvé hmoté (DEBRE &
BRINDZA 1996). Hlavni podil na tomto obsahu maji dvé skupiny hlizovych proteini: patatin a
inhibitory protedz, které spolecné¢ mohou ptredstavovat pies dve tietiny (i vice) obsahu proteinii
v bramborovych hlizach (BARTA & CURN 2004). Béhem charakterizace celkového proteinu
zkoumanych odrtd byl prokézan obsah téchto frakci v rozmezi od 72,2 % (Symfonia) do 92,9
% (Bionta) z celkového hlizového proteinu (Tab. XI). Samotny glykoprotein patatin tvoii 20 —
40 % rozpustnych bilkovin bramborovych hliz (RALET & GUEGUEN 2001, POUVREAU et
al. 2001), coz se u zkoumanych odrid potvrdilo s vyjimkou odridy Bionta, u které¢ podil
patatinu tvofil pouhych 12,9 %. Stanoveny obsah inhibitorti protedz ptesahl témét ve vSech
pripadech hodnotu 50 % z celkovych rozpustnych bilkovin hlizové §tavy, shodné, jak uvadi u
odridy FElkana ve svépraci POUVREAU (2001). Zatimco se rozpéti mezi vétSinou
sledovanych odriid pohybovalo v uz§im intervalu, byl vyrazny rozdil opét zjistén u odrady
Bionta, bezmala 30 % (Tab. XI).

Patatinovy komplex piedstavuje skupinu imunologicky identickych glykoproteini
pritomnych ve vSech odridach brambor vcetné¢ piibuznych divokych diploidii ze skupiny
»Andigena“ a ,,Phureja® (PINSIRODOM & PARKIN 2000). Béhem analyz byla zjiSténa jeho
molekulova hmotnost v rozmezi 39,9 az 44,3 kDa (Tab. XII), pficemz pouze horni hranice
presahuje hodnotu 43 kDa, uvadénou v novéjsich publikacich (POTS et al. 1999, POTS et al.
1998, PINSIRODOM & PARKIN 2000). Pfi¢inou této odchylky by mohlo byt jiné spektrum
zkoumanych odrid. Molekulové hmotnosti vyssi nez 43 kDa byly zjiStény u patatinu z odrad
Bionta (44,1 kDa), Karin (43,9 kDa) a Westamyl (44,3 kDa). Pravdépodobné se jednd o
hmotnostni izoformy s vy$8§im poctem glykosylaci (POTS 1999).

Inhibitory protedaz se u rostlin podileji na obrané proti atakujicimu hmyzu a
mikroorganismiim (BARTA & CURN 2004). Rozdgleni proteazovych inhibitorti (Tab. XI) do
tii skupin (0 — 14, 14 — 20 a 21 -25 kDa) bylo pfevzato z KONINGSVELD (2001). Toto
rozdéleni pfesné neodpovida jejich klasifikaci podle specializace na ur€ity typ proteazy. Napf.

nejpocetnéjsi skupina inhibitor protedz, tzv. inhibitory Kunitzova typu které vykazuji
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primarné specifitu vii¢i trypsinu, maji molekulovou hmotnost mezi 18 — 24 kDa (POUVREAU
2004). Na proteinovém profilu SDS — PAGE byla tato zona rovnéZ jasné patrna (viz Obr. IV).

6.2. PURIFIKACE PATATINU A JEHO CHARAKTERISTIKY

Patin byl purifikovan z hlizové vody. Jak je patrné z vysledkové casti (Obr. VIII),
ptinesl zvoleny postup vysledky odpovidajici zjiSténim ostatnich autor (STIEKEMA 1988,
SENDA et al. 1996, TONON et al. 2001). Hojné uZivany zptsob purifikace zahrnujici
v prvnim kroku iontovyménnou a v druhém afinitni chromatografii (POTS et al. 1999) tedy byl
shledan uspesnym.

Jak jiz bylo feCeno v minulé kapitole, vykazuje patatin hmotnostni a nabojovy
polymorfismus. Vyskytuje se tedy v n€kolika formach (tzv. izoformach), které se shoduji ve
své funkci, ne viak v primarni struktufe (BARTA 2002). Vyskyt patatinovych izoforem byl
prokéazan prostfednictvim nize uvedenych elektroforetickych technik.

SDS — PAGE je metodou, kterd mj. slouzi k porovnani molekul vyluéné podle jejich
molekulové hmotnosti (GARFIN 1990). U vybranych odrad byly pomoci této techniky zjistény
pocty izoforem patatinu liSicich se svymi molekulovymi hmotnostmi (Obr. IX). U odrady
Karin a Westamyl byly zaznamenany 3 izoformy, u zbyvajicich odrid pouze 2 izoformy.
Hmotnostni variabilita jednotlivych izoforem mezi odridami se pohybovala kolem hodnot 40,
42 a 44 kDa, byla tedy nizk4 (Tab. XII). ProtoZe podil sacharidové €asti predstavuje asi 4%
z relativni hmotnosti patatinové makromolekuly (POTS et al. 1998), je pravdépodobné
pficinou této variability rozdilny pocet glykosylaci u jednotlivych izoforem.

Native — PAGE d¢li latky nejen podle molekulové hmotnosti, ale i podle elektrického
naboje, ktery nesou (VODRAZKA 1982). Prostiednictvim této techniky byla zjisténa
kvantitativni a kvalitativni variabilita nativniho patatinu a patatinovych esterdz podle hodnot
relativni elektroforetické mobility. Jak uvadi GARFIN (1990), je elektroforetickd mobilita u
proteinovych profilti pochazejicich z Native — PAGE funkci molekulovych hmotnosti a naboje
téchto proteintl. V piipadé hodnoceni patatinu se pocet izoforem u sledovanych odrad
pohyboval od 1 (Merkur) do 3 (Bionta, Tomensa, Westamyl), viz Obr. XI a Tab. XIII.
V pfipad€ esterdzové aktivity - piedstavované u patatinu aktivitou lipid acyl hydrolazy
(JIMENEZ et al. 2002) a fosfolipazy A> (SENDA et al. 1996) — byla témér u vSech
sledovanych odrid pozorovana variabilita vyssi, viz Obr. XII a Tab. XIV. Pocty izoforem se
pohybovaly od tii (Bionta) do Sesti (Karin).

U amfoternich iontd, jako jsou bilkoviny, zavisi velikost ndboje na pH (PROSSER et al.
1989). Tohoto faktu bylo kromé Nativni PAGE vyuZzito jeSt¢ pii hodnoceni variability
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nabojovych izoforem patatinu prostiednictvim Izoelektrick¢é fokusace. Variabilita byla
pozorovana v ménicim se gradientu pH, kdy dochdzelo k rozdé€leni izoforem podle jejich
izoelektrickych bodt (Obr. XIV). Pocet zon (ndbojovych izoforem) na gelu se u jednotlivych
odrtid pohyboval od tfi (Merkur) do deviti (Westamyl), variabilita byla tedy znateln¢ vyssi nez

pii déleni podle molekulové hmotnosti.

6.3. HONOCENI VLIVU CELKOVEHO PROTEINU A PATATINU NA
VYBRANE DRUHY FYTOPATOGENNICH HUB

Nekteré proteiny z hliz brambor vykazuji antifungalni aktivitu (THEIS & STAHL
2004, SELITRENNIKOFF 2001). Tato aktivita byla pozorovana u nasledujicich druht
fytopatogennich hub: Fusarium solani (oba testované kmeny - kmen 1036, kmen8079),
Alternaria solani.

Po aplikaci celkového hlizového proteinu bylo u houby Fusarium solani (kmen 1036)
pozorovano vyrazné tmav$i zbarveni mycelia v misté kontaktu s proteinem ze vSech
testovanych odrid - viz Tab. XI, XII a XIII. Jak ve své praci uvad¢ji HONG & MENG
(2003), vykazuji n¢které proteiny vyssich rostlin aktivitu 3-1,3—glukandzy. Jsou tedy schopné
katalyzovat hydrolyzu B-1,3—glykosidickych vazeb [-1,3—glukant, nejhojnéjsi slozky
bunécnych stén hub. Tak je oslabena mechanicka pevnost bunéénych stén, coz obycejné vyusti
az v lyzi houbovych bunék. Lyze bunky je spojena se ztratou vody, kterd by teoreticky mohla
byt pfi¢inou tmavsiho zbarveni v misté kontaktu mycelia s bramborovym proteinem. U houby
Fusarium solani (kmen 8079) se zmény ve zbarveni mycelia neobjevily, doslo vSak k tvorbé
inhibi¢nich zén v blizkosti tercikii s proteinem z odriid Bionta, Westamyl a Tomensa, jak je
patrné z Tab. XI a XII. U druhtt Alternaria solani, Trichoderma viride a Rhizoctonia solani
nebyla zaznamenana zadna reakce - viz Tab. X1, XII a XIII.

Po aplikaci patatinu byl na citlivé druhy hub (Fusarium solani (kmen 1036), Fusarium
solani (kmen 8079) a Alternaria solani) pozorovéan vyraznéjsi inhibi¢ni efekt nez po aplikaci
celkového proteinu. Divodem je pravdépodobné vyssi koncentrace Cistého patatinu, ktery je
schopen omezit riist hub testovanych in vitro (TONON et al. 2001). Jak je patrné z Tab. XIX a
XX, druh Fusarium solani (kmen 1036) vykazal opét u vSech testovanych odriild tmavsi
zbarveni mycelia v mist¢ kontaktu s proteinem. Na rozdil od testd s celkovym proteinem se

navic objevila tvorba inhibi¢nich zén v blizkosti tercikti s patatinem ze vSech sledovanych

odrtd (nejvetsi rozdil byl patrny po 48 hodinach kultivace). Stejné reakce byla zaznamenéana u
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druhu Fusarium solani (kmen 8079), u kterého byla rovnéz pozorovana tvorba inhibi¢nich zén
v blizkosti vSech ter¢ikil s patatinem (Tab. XIX a XX). Kli¢ivost byla vyrazné sniZena v oblasti
aplikace proteinu z odriid Bionta a Merkur (Tab. XXI). Vyssi efekt patatinu oproti celkovému
proteinu se projevil i u druhu Alternaria solani, u kterého doslo k vytvofeni inhibi¢nich zén
v blizkosti tercikl s proteinem z odriid Bionta, Merkur a Westamyl (Tab. XIX a XX). U druht
Fusarium oxysporum, Trichoderma viride a Rhizoctonia solani nebyla zaznamenana zadna
reakce (Tab. XIX a XX).

Protoze kultivace uvedenych druhd hub probihala pti 25 °C, je pravdépodobné, ze v této
vysoké teploté postupné dochazelo k degradaci aplikovaného proteinu. To je ziejm¢ diivodem,
pro¢ jiz po 60 a 72 hodinach kultivace nebyly u zadné ze zkoumanych hub pozorovany zmény.

Nejvetsi antifungalni efekt v ramcei testovanych odrid vykazal patatin z odrid Bionta a
Merkur. Zajimavé je, ze tyto dvé odridy zaroven vynikaji oproti ostatnim testovanym odriidam
vysokou odolnosti proti Plisni bramborové v nati a také odolnosti proti plisnové hnilobé hliz
(ANONYM 4. 2004). Tato odolnost by teoreticky mohla mit urCitou souvislost s odolnosti
proti napadeni jinymi druhy fytopatogennich hub (napt. Fusarium solani a Alternaria solani),
jak napovidaji vysledky antifungalnich testd. TONON et al. (2001) uvadi, Ze patatin disponuje
mj. aktivitou B-1,3-glukandzy. Prostfednictvim tohoto enzymu se pravdépodobné brambory
brani vii¢i napadeni Plisni bramborovou (TONON et al. 2002).

Jako mozna pficina zjiSténého vysSiho antifungalniho efektu u odriid Bionta a Merkur
se jevi pfitomnost izoformy patatinu vykazujici vysokou B-1,3-glukanazovou aktivitu. Zda se
tedy, ze pro obranyschopnost rostliny vi¢i napadeni patogennimi houbami neni pfilis
vyznamna kvantita patatinu (Bionta obsahovala pouhych 12,87%), nybrz jeho kvalita — tzn.
pfitomnost takové patatinové izoformy, ktera je schopna vyvolat antifungalni efekt.

K potvrzeni této hypotézy je vSak zapotiebi hlubsi studium.
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7. ZAVER
Na zéklad¢ vysledka diplomové prace lze uvést nasledujici zavéry:

e Nejvétsi podil bramborovych proteinti predstavuji patatin a inhibitory proteaz. Obsah
patatinu se u sledovanych odriid pohyboval piiblizné mezi 13 % (Bionta) a 28 % (Tomensa)
z celkového proteinu. Nejvyssi obsah inhibitorti protedz byl zjiStén u odridy Bionta (80 %),
nejnizsi u odridy Symfonia (46 %).

e Pouzity purifikaéni postup patatinu zahrnujici v prvnim kroku iontovyménnou a
v druhém afinitni chromatografii byl shledan Gspésnym.

e Patatin byl u odridy Karin a Westamyl zji§tén ve 3 hmotnostnich izoformach, u
zbyvajicich odrid pouze ve dvou hmotnostnich izoforméach. Primérné molekulové hmotnosti
patatinu u jednotlivych odrad €inily: 41,1 kDa (Symfonia, Tomensa), 41,4 kDa (Merkur), 41,9
kDa (Karin), 42,1 kDa (Bionta) a 42,2 kDa (Westamyl). Hmotnostni variabilita jednotlivych
izoforem mezi odridami byla velmi nizka. Nabojova variabilita patatinovych bilkovin byla
naopak pomérné vysokd, pohybovala se od 3 (Merkur) do 9 izoforem (Westamyl). V oblasti
esterazové aktivity patatinu byla pozorovéna variabilita na urovni 3 (Bionta) az 6 (Karin)
izoforem. Stoprocentni genetickou podobnost na Grovni purifikovanych esterdz vykazaly odrady
Merkur a Tomensa, naopak odrida Bionta byla charakterem elektroforetického fenotypu
pfiblizné€ z 50 % odliSné od ostatnich hodnocenych odrid.

e Inhibi¢ni vliv bramborovych proteini byl pozorovan na nasledujici druhy hub:
Fusarium solani a Alternaria solani. U hub druhlQ Trichoderma viride, Rhizoctonia solani a
Fusarium oxysporum nebyly zaznamenany zadné zmény. V porovnani s celkovym proteinem byl
vliv patatinu na vySe uvedené druhy vyraznéjsi, pfi¢emz u patatinu z odriid Bionta a Merkur byly
zaznamenany nejlepsi vysledky (procento kli¢ivosti spor kultury Fusarium solani - kmen 8079 -
po 24 hodinach kultivace v pfitomnosti patatinu purifikovaného z odridy Bionta bylo 87%, z
odridy Merkur pouhych 72%; v blizkosti mista aplikace patatinu z obou téchto odriid byla
pozorovana u druhit Alternaria solani a Fusarium solani tvorba inhibi¢nich zén a u druhu

Fusarium solani — predev§im u kmene 1036 - zmény ve zbarveni mycelia).
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