JIHO CESKA UNIVERZITA
VvV CESKYCH BUDEJOVICICH
ZEM EDELSKA FAKULTA

Studijni obor: VSeobecné zeédglstvi
Specializace: Genové inzenyrstvi

Katedra: Rostlinné vyroby

DIPLOMOVA PRACE
Hodnoceni SDS-PAGE proteinovych profii hliz pro jejich potencionalni

vyuziti p¥i charakterizaci odrud brambor

(Solanum tuberosunt..).

Vedouci diplomové prace: Autor:
Ing. Jan Barta, Ph.D. Ji PeSina

2007



Jihoceska univerzita v Ceskych Budéjovicich Zemédélska fakulta

Katedra: rostlinné vyroby Akademicky rok: 2004/2005

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Jméno a piijmeni: Jiri PeSina
Studijni program: M4101 Zemedelské inzenyrstvi
Studijni obor: V3Seobecné zemedelstvi

Nazev tématu: i .
Hodnoceni SDS-PAGE proteinovych profila hliz pro jejich
potencialni vyuziti pri charakterizaci odriad brambor

Evaluation of SDS-PAGE tuber protein profiles for their potential
use in potato cultivar characterization

Zasady pro vypracovani:
(v zdsadach pro vypracovani uved'te cil prace a metodicky postup)

Cilem prace bude zhodnoceni vyuziti SDS-PAGE proteinovych profild hliz pro
charakterizaci odrid brambor. Proteiny bramborovych hliz jsou v soudasné dobé
klasifikovany podle molekulové hmotnosti pomoci techniky SDS-PAGE na 3 hlavni skupiny:
1) patatinovy komplex (39-44 kDa), 2) inhibitory proteas (6-24 kDa) a 3) ostatni proteiny.
Prvni dv& skupiny vykazuji na genotypové trovni kvalitativni variabilitu, kterou je potfebné
zhodnotit s ohledem na jeji potencidlni vyuZiti pro charakterizaci odrid brambor. Pro
uvedeny cil budou analyzovény proteinové extrakty hliz souboru vybranych odrid brambor
registrovanych v CR technikou SDS-PAGE. DP bude probihat podle nasledujiciho schématu
aktivit:

1. vybér odriid brambor pro analyzy a ziskéni jejich hliz z UKZUZ

2. extrakce hlizovych proteint

3. elektroforeticka separace proteinovych extrakti technikou SDS-PAGE

4. zpracovani elektroforeogramti pomoci digitalni obrazové analyzy

5. hodnoceni proteinovych profiléi pomoci specidlniho software BioProfil 1 D++

6. zpracovani ziskanych vysledkdi a hodnoceni rozsahu genotypové variability obou
proteinovych systémil — patatinovy komplex a skupina inhibitord proteas.



Rozsah grafickych praci: 10 stran
Rozsah privodni zpravy: 30-40 stran

Seznam odborné literatury:

Westermeier R. (1993): Electrophoresis in Practice. VCH Verlagsgesellschaft mbH,
Weinheim, 277 p.

Shewry P. R. (2003): Tuber storage proteins. Annals of Botany 91: 755-769.

Vilber Lourmat (1999): Bio-Profil, BIO-1D++, Version 99. Image Analysis Software.

Barta J., Curn V., Divis J. (2003): Study of biochemical variability in thirteen European and
five Czech potato (Solanum tuberosum L.) varieties by soluble protein, isoesterase, and
isoperoxidase electrophoretic patterns. Plant Soil Environ., 49 (5): 230-236.

UPOV (2002): Draft test guidelines for potato document TG/23/6(PROIJ.1). 31. Session, Rio
de Janeiro, Brazil, September 23 to 27, 2002.

Vedouci diplomové prace: Ing. Jan Barta, Ph.D.
Datum zadani diplomové prace: 4. inora 2005
Termin odevzdani diplomové prace: duben 2007

doc. Ing. Jif{ Divig, CSc.

doc. Ing. Magdalena Hrabéankova, CSc.
Vedouci katedry

Dékan

V Ceskych Bud&jovicich dne 4. tinora 2005



Prohla3uiji, Ze jsem diplomovou praci na téma ,Hadmd SDS-PAGE proteinovych
profila hliz pro jejich potencionalni vyuZititipcharakterizaci odid brambor $olanum
tuberosum L.)" vypracoval samostatna na zakla#l vlastnich zji&ni a material uvedenych

v seznamu literatury.

ProhlaSuji, ze v souladu s § 47b) zakénd11/1998 Sb. v platném &m souhlasim
se zvéejnenim své diplomové prace a to v nezkracené pédabktronickou cestou ve
vefejré pifstupné ¢asti databaze STAG provozované Jiskou univerzitou Ceskych

Budgjovicich na jejich internetovych strankach.

V Ceskych Budjovicich 30. dubna 2007



Réad bych timto patkoval Ing. Janu Bértovi, Ph.D. za odborné vedeminné rady a
pomoc i vypracovani diplomové prace. Zardvené podkovani pati Ing. Veronice
Hefmanové za pomociplaboratornich analyzach, poskytnuti podkladovyohteriati a

informaci.

Vysledky prace byly ziskany v rdam@Seni grantu NAZV 1B44011.



Annotation:

The use of various types of gel electrophoresiscf@racterization and identifying
plant varieties is well estabilished. This diplomark deals with the possibility characterize
potato cultivar $olanum tuberosum L.) by the help of electrophoretic technique SDS -
PAGE tuber protein profiles. Soluble potato tubest@ins can be classified according to
their molecular weight (kDa) into three groups:sEithe major tuber protein patatin (37 — 44
kDa); second, a group constituted of protease it (6 — 24 kDa); and third group
containing all other proteins. First two group nfiesi genetic variability, which is necessary

evalute for its potential using of potato cultivdraracterization.

KEYWORDS: Solanum tuberosum — Potato — Varietal classification — Storage pnste —
Electrophoresis — SDS - PAGE

Anotace:

Pouzivani iiznych elektroforetickych technik pro charakterizaddentifikaci odid
rostlin je v sodasnosti velmi roz&né. Tato diplomova prace se zabyva mozZnosti
charakterizace ofd brambor elektroforetickou technikou SDS-PAGE dviknych profili
hliz. Zasobni bilkoviny bramborovych hli&{anum tuberosum L.) mohou byt klasifikovany
podle své molekulové hmotnosti (kDa) dbgkupin: Prvni skupina - patatinovy komplex (37
— 44 kDa); druha skupina - inhbibitory proteas-(B4 kDa); aieti skupina ostatni proteiny.
Prvni dw¥ skupiny vykazuji variabilitu na genotypové urovikierou je teba zhodnotit

s ohledem na jeji potenciondlni vyuZiti pkeely charakterizace o@id brambor.

KLICOVA SLOVA: Solanum tuberosum — Brambory — Odrdova klasifikace — Zasobni
bilkoviny — Elektroforéza — SDS - PAGE
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1. Uvod

Brambor hliznaty $olanum tuberosum L.) pati v celos¥tovém ngfitku mezi
nejvyznamijSi hospod#ské plodiny. Brambory maji ro¢#d mimaadny vyznam z hlediska
celos¥tové produkce hliznatych plodin, kterou pokryvajasi 45 % (SHEWRY 2003).

V Ceské republice se {mérna spoteba brambor uvadi na drovni 75 — 80 kg na
obyvatele za rok (DIVIS et al. 2000). Oproti minstip kdy brambory paity k zakladnim
potravinam — spoéba ed 1. swtovou valkou se pohybovala kolem 150 kg na osolnka-
dnes slouzi spiSe jako potravina dipva (PELIKAN, SAKOVA 2001). Dal3im
vyznamnym Gsekem vyuZiti brambor je jejicipiyslové zpracovani na Skrob a lin (DIVIS
et al. 2000).

Z hlediska praktického vyuziti je adia brambor nositelerfady charakteristickych
znaki a vlastnosti, které ovliwji vyznamr moZnost pstované odrdy v danych
podminkach a determinuji vyuZiti hliz brambor zlis&a spatby (DIVIS et al. 2000).
V Ceské republice bylo koncem roku 2005 zapsano veniStadmtidové knize 135
registrovanych odid brambor. Pro srovnéni, ve Spgiém katalogu odid druhi
zemeédélskych rostlin je zapsano asi 980 adrbrambor, které mohou byt mnoZeny a
obchodovany na celém GUzemi Evropského seolstvi (MED 2005).

Odridova pravost brambor je ro¥h jednim z ®kolika kritérii, které sleduje Statni
zemeédélska a potravingka inspekce. Nepatsice mezi parametry, které by mohly ohrozit
zdravi spatebitele, chrani jej vSakipd klamanim. Odida je zékladnim faktorem, ktery
rozhoduje o kvalit a varném typu brambor a rozdily meizzmymi odéidami pak rozhoduji o
jejich postaveni a uplatni na trhu. BZzny spotebitel nema zadnou moznost zjistit, jestli
skut&n¢é nakupuje brambory odpovidajici deklarovanéuaddy resp. varnému typu a tedy i

pozadované kvalit

Problematiku ochrany prav k aggram vCeské republicéesi zakort. 408/2000 Sb. o

ochrarg prav k odiidam, ve ztni pozajSich gedpigi. Podminkou pro pravni ochranu adr



je ¢lenstvi daného statu v Mezinarodni organizaci @coranu odid (dale jen UPOV).
Z hlediska pedpisi UPOV, jsou pro pravni ochranu ady vyZadovany tzv. DUS testy, tj.
zkousky odliSnosti, uniformity a stalosti zria& vlastnosti pomoci vegetdch zkouSek. Tyto
testy jsou mnohdy pro charakterizovani a odliSediid provaény pouze podle
morfologickych znak, coz pro odliSeni odd u rekterych rostlin jiZ nepostaje. Metody
identifikace odéd zaloZzené pouze na morfologickych znacich rosténroviéz jevi jako
neilis objektivni pro zavislostéthto znak na podminkach pragdi. Identifikace odid
brambor na z&kladmorfologickych znak hliz i fyziologickych projew, znaki a vlastnosti

rostlin je zn&né zdlouhava a nevhodna pro sériové pouziti (POPRR,A1993).

Proto byly hledany nové #poby identifikace odid, které by byly rychlé a fingn¢
mére narané. VSechny tyto pozadavky velmi debsphuji genetické markery (na drovni
bilkoviny, DNA). Tyto markery jiz dnes nalézaji aptni pri kontrole odfidové pravosti, ve
Slechtitelské a semeiské praxi, pro &ely obchodu s konzumnimi bramborami
(SYKOROVA 1999).



2. Literarni prehled

2.1. Rivod bramboru hliznatého Solanum tuberosumL.)

Druh (Solanum tuberosum L.) nélezi do rodu lilek —Splanum Tourn.) acelect
lilkovitych (Solanaceae Pers.). Brambor je u nagimé ozn&eni pro kulturni, polokulturni a
piibuzné plané druhy rodu Solanum. V 2eiiské vyrolg se u nas a té&ve vSech zemich
kulturni brambor rozmnoZzuje pouze vegetatidizami (RYBACEK et al. 1988). ¥t3ina
autoi se shoduje vtom, Ze s@msné kulturni tetraploidni formy bramboru (2n = 48
chromozoni) vnikly bud'to kiizenim nebo mutaci z plamostoucich diploidnich forem (2n =
24 chromozom), z nichz se pozgi vyvinul druh Solanum andigenum. Hybridizaci mezi jeho
formami vznikl druhSolanum tuberosum (2n = 48 chromozoi) v Chile a na ostravChiloe
a pilehlém Gzemi kolem 40. rovnébky j.S. Tento druh je také povazovan Zadchidce
evropskych odrd brambor (IIZL et al. 2000).

2.2.  Vyznam odid

Odrnida je soubor rostlin nalezejici k nejnizSimu stupotanickéhofiidéni, ktery Ize
vymezit projevem znak vyplyvajicich z u&itého genotypu nebo kombinace gendtyp
odliSitelny od kazdého jiného souboru rostlin pvej@m nejmén jednoho z &chto znak a
povaZzovany za jednotku rozmnoZovatelnou bezénym(CERKAL et al. 2003). Oduda
vznika zamgrnou ¢innosti ¢lovéka - Slechinim. Odhady rostlin - jsou jednim
z nejvyznamyjSich faktofi rozvoje zemdélstvi. Jejich stale se zvySujici vynosova schopnost
odolnost k chorobadm a &ttcam, umozuji zenedélcam i zpracovatéim dosahovat lepSich
hospod#skych vysledi (SYKOROVA1999).

2.2.1. Registrace novych odid a jejich pravni ochrana

Ochranna prava mohou byt podle zakénd08/2000 Sb. o ochrarprav k odéidam,
ve zréni pozdjSich gedpisi udklena k odidam vSech rail a druhi rostlin, Wetrg jejich
hybridia. Ochranna prava Ize & odrade ktera sphuje tyto podminky:



Novosti (N — newness) — adfa sphuje podminku novosti, jestlize ke dni podani Zadost
udéleni ochrannych prav nebyl jeji rozmnozovaci matemebo material ze skliznodridy
Slechtitelem, poifipact s jeho souhlasem, prodan nebo jinynisgbem poskytnut k vyuZziti

jinym osobam.

Odlisnosti (D — distinctness) — ddta sphuje podminku odliSnosti, jestlizéetelre odliSuje
od kazdé jiné odidy, ktera v den podani Zadosti oélahi ochrannych prav obetznama,

projevem nejméhjednoho znaku vyplyvajiciho z jejiho genotypu n&bmbinace genotyp

Uniformity (U — uniformity) — odiida se povaZzuje za uniformni jestlize je dostatgednotna
Vv projevu znak, které se zahrnuji do zkouSeni odliSnosti, jakedaki pouzivanych k popisu
odrady, s vyhradou odchylek, které Ize oprémé ocekavat v dsledku zvlastnosti jejiho

rozmnozovani.

Stalosti (S — stability) — odda se povaZuje za stalou, jestlize v projevu @regdhrnutych do
zkousSeni odliSnosti, jakoz i ve znacich pouzivar¥gopisu odiidy zistava beze zémy po
opakovaném mnozeni, nebo #igad zvlastniho rozmnozovaciho cyklu na konci kazdého

takového cyklu.

Predpokladem k podanitiplasky k pravni ochran odridy je absolutorium v tzv.
zkouSce DUS, tj. zkouSky odliSnosti, uniformitytalgsti znak a vlastnosti. Zkouska probiha
podle zadsad Mezinarodniho svazu pro ochrandd@ale jen UPOV). \Ceské republice
tyto zkouky organizuje Ustdni kontrolni a zku3ebni Gstav z&f#isky v Brns — odbor
odridového zkuebnictvi (dale jen UKZUZ). Podminkou pravni ochranu odd je lenstvi
statu v organizaci UPOV (GRAMAN;URN 1997).

2.2.2. Vyznam odidy ve vztahu k jakosti a kvalit konzumnich brambor

Brambory se stavaji potravinou v okamziku, kdy jssédiny do okhu k gimému
prodeji spatebiteli a vztahuje se na mustanoveni zadkona o potravinach 110/1997 Sb. ve
zreéni pozajSi predpisi). U dovazenych brambor je povinnosti adhadradu a zemi pvodu,

u konzumnich brambor pozdnich musi byt uveden véypy odiada a pop. zen€ pavodu.



Piipustnd pimés jiné nez deklarované agty miZze c¢init nejvySe 2% hmotnosti
(SYKOROVA 2002).

2.2.3. UPOV - problematika snérnice pro identifikaci odr ad brambor

UPOV je mezivladni organizaci, kter4 se zabyva miraachranou novych odd
zemedélskych plodin. Zakladni principy ochrany aédr jsou dany zéakladnim dokumentem
této organizace, tzv. ,Konvenci“. Ta nema konstamodobu a v ptbéhu let se vlivem
technologického i spotenského vyvoje #mi. Nutno podotknout, Ze proces tétoény je
velmi slozity, neb6 se jedna o mezinarodni dokument, jehoZz sighgdu suverénni staty (v

sourasné dob 46 stat).

Organizace UPOV vydava smice, které jsou zavazné Ushav odifidového
zkuSebnictvi v¢lenskych zemich. U brambor se konkeéfednd o srmérnici z r. 2004
(TG/23/6 - Potato). S#énnice obsahuje pokyny pro DUS testovani shveegistrovanych odd
brambor. Toto testovani zahrnuje asi 50 morfologitkznak (pati mezi & nag. barva
slupky, barva duzniny, typ trsu, tvar hlizy, siled tvar lish, rizné charakteristiky kst
atd.). Pro rychlou identifikaci a verifikaci adt brambor je vSak tento postup nedésjiai.
Proto je zde p#eba modernich ifstupi pro charakterizaci registrovanych oadr(nejen

brambor), mezi které piat

1) digitalni obrazova analyza pro hodnoceni modigkych znak.
2) gelové elektroforéza isoenzyma bilkovin; biochemické bilkovinné markery (BBM).
3) DNA fingerprinting - molekularni markery (BART2002).

2.3.  Genetické markery

Geneticky marker (signalni gen) se pouziva pro &emajasg se fenotypo¥
projevujiciho znaku s jednoduchowdinosti. Ozn&eni marker pak fgdpoklada spojeni
tohoto znaku genovou vazbou s jinymi kvantitativinigh kvalitativnimi znaky CURN,
SAKOVA 1996). V sodasné dob jsou vyuzivany genetické markery na Grovni

biochemickych markdér (bilkovinné markery, isoenzymy a zasobni bilkoyinpastné



kyseliny, sekundarni metabolity) a molekularnichMiarkei (GRAMAN et al. 1999).

Mezi zékladni poZzadavky na genetické biochemickékery pati dostaténa geneticka
a ji odpovidajici fenotypova variabilita. Mezi dalpozadavky kladené na genetické

biochemické markery piat

<> geneticky fixovany a stabilni polymorfismus

X vysoka @divost

X nezavislost na wjSich podminkéch

X vhodny zisob zaloZeni (u molekularnich markéodominantni zalozeni)
X absence pleiotropnich a epistatickych interakci

X projev markeru v semeni nebo na Urovnémkiirostlinky

X vhodna sepatai a detekni technika

2.3.1 Charakterizace odiid brambor pomoci genetickych markef

Pro rychlou identifikaci a verifikaci od brambor existuji v s@asnosti dva fistupy.
Prvnim z nich jsou bilkovinné markery. Jedna seasobni, ve vatlrozpustné bilkoviny,
které jsou obsazeny v hlizach brambor. SpektrukoWih je odfidow specifické. @innou
metodou pro vyuZzitiéchto market je elektroforéza. Bilkoviny extrahované z hlizdsé ve
stejnosmirném elektrickém poli na gelovém néis{polyakrylamid), podle velikosti a tvaru
molekuly a také elektrického ndboje. Po obarvemi ¢me pozorovat pruhy, jakysiarovy
kdd, ktery je specificky pro danou ddiu (PTACEK et al. 2004).

Druhy pistup je zaloZzen na vyuziti DNA markeiNejznangjSi je DNA fingerprinting
pouzivany pro rozliSenitznych genotyfp, odrid, ¢i pro determinaci genetickéistoty.
DalSim vyuzitim DNA marker je testovani gamet (ragl), sledovani fenosu zajimavych
piinosnych getn béhem Slechini, vyhledavani hospotiky vyznamnych zndk Velice
oblibenou metodou je PCR, ktera existuje v mnohalifikacich. Techniky, u nichz je
identifikace genotypu zaloZena jiz na DNA markérgsou techniky RFLP a AFLP. DalSi
acinnou technikou je analyza mikrosatelitnich sekvarebo téZz jednoduchych repetitivnich

sekvenci (SSR). Jedna se o kratké sekvence jedmblpii nukleotidi, které se tandemeév



opakuji a jsou rovnodmné rozptyleny v eukaryotickém genomu. Tyto sekvence s
kodominantni ddi¢nosti se vyznauji hojnosti a polymorfismem, ktery sfiga ve
variabilnim pd@tu repetitivnich elemeft Tento pistup je zaloZzen na metO&®CR a vyZaduje
proto znalost sekvence DNA. Technika RAPD je zalezaa amplifikaci genomové DNA
metodou PCR za pouziti kratkych oligonukleétigbbvykle dekamei) nahodné sekvence.
Tato metoda je schopna odhalit polymorfismus egionech DNA, u nichZ neni znama
sekvence, funkce nebo lokalizace na chromozomuA(FEK et al. 2004). Uziti mikrosatelit
(SSR) pro fylogenetické a fingerprintové analyzpprambor studovali (ASHKENAZI et al.
2001). (McGREGOR et al. 2000) hodnotili navzajemznmasti molekularnich markeer-
RAPD, AFLP, ISSR a SSR - pro fingerprinting ddrbrambor na modelovém souboru 39
odrad. Zjistili, Ze vSechny techniky jsou schopné réizlvSechny odrdy tohoto souboru,
nicmére jednotlivé techniky se liSily hodnotou tzv. genmdyého indexu (pro AFLP GI =
1,0; RAPD GI = 0,53; ISSR Gl = 0,47 a pro SSR @,36), (BARTA 2002). Srovnani mezi
jednotlivymi druhy genetickych markepopisuje Tabulka.1:

Tab. 1: Porovnani Bilkovinnych a DNA markeni

Bilkovinné markery DNA markery
Isoenzymy| Zasobni | RAPD SSRs RFLP AFLP
bilkoviny
Polymorfismus nizky vysoky nizky az | velmi vysoky| nizky az velmi vysoky
Vvysoky Vvysoky
Environmentalni | stredni vysoka vysoka Vysoka vysoka vysoka
stabilita
Pocet lokusi Stredni nizky vysoky Stedni vysoky Vysoky
(<50 lokusy)| (< 10
lokusi)
Molekularni zéklad| Jednoduchy komplexnkomplexnil Komplexni | intermediarnj komplexni
polymorfismu
Rychlost a cena | rychld, rychld, rychla, rychla, drahd pomald, velnl Rychla, velm
analyzy stredni levna drahéa drah& drah&

Prevzato a upraveno podle (POSVEC, KRUKDVA 1999; BARTA 2002).



2.4. Charakterizace odiad brambor biochemickymi bilkovinnymi markery

2.4.1. Hic¢iny polymorfismu bilkovin

Polymorfismus bilkovin znamené sk&mest, Ze u jedinc prislusnych ke stejnému
biologickému druhu, v jeho tkanich (pletivech), @mgch a dokonce i vuznych
kompartmentech téze tky se mohou vyskytovat dwebo vice bilkovin se stejnou funkci.
Tyto bilkoviny se od sebe odliSuji svou struktuldisledekiizeni Gznymi geny) a také v
nekterych detailnich vlastnostech - mnébtmé formy takovychto bilkovin jsou nazyvany
isobilkovinami. Jako ifklad isobilkovin Ize uvést isoenzymy (VODRAZKA 189
Variabilita bilkovin je dana zemami v jejich priméarni strukte, pdtem prostetickych
skupin, velikosti a celkovym usfaanim molekuly, zgmami ve velikosti elektrickeého
naboje. Tyto zmny zpisobuji @i klasické analyze polymorfismu bilkovin, kterou je
elektroforéza na Skrobovém, agar6zovém nebo akigitarém gelu #iznou rychlost migrace
jednotlivych variant, které se vyskytuji v ramdié¢ systémuREHOUT 2001).

Biochemicka variabilita, tj. jak se jednotlivé polprfni varianty chovaji v organismu
zavisi na nie a charakteru odlidnostREHOUT 2001). Mezi zéakladni typy biochemické

variability pati:

1) Variabilita bez detekovatelné zmy aktivity — dojde ke z#n¢ struktury bilkoviny, avSak
jeji funkénost v organismu neni naruSena. Nastava tehdy, kuyace zfisobi znénu ve
strukture bilkoviny mimo jeji aktivni centrum (misto, ktetéterminuje prostorovou strukturu

nag. vznikem disulfidickych mstk, upina se na&pprosteticka skupina apod.)

2) Syntéza strukturatnodlisné bilkoviny s odliSnymi vlastnostmi (snizealdivita). Tento typ
biochemické variability je relativn velmi casty. Ricinou je zamina aminokyseliny

v aktivnim centru nebo jeho blizkosti.

3) Syntéza strukturatn odlisSné bilkoviny se stejnymi vlastnostmi, aleiZSh stabilitou.

Dusledkem je niz8i mnozstvi bilkoviny.



4) Zména kvantity syntetizovaného genového produktuisapena mutaci na regtfdm

signélu pislusného genu, struktura bilkoviny neniénéna.

5) Mutace jiného genu, ktery modifikuje aktivitu olkiny.

6) Nepritomnost bilkoviny — doSlo k mutaci, ktera bloktyerbu bilkoviny.

Zajimavym pipadem polymorfismu bilkovin je vznik tzv. hybrighi bilkovin. Mize
k nému dochazet tehdy, je-li bilkovina dimerem neboypwrem REHOUT 2001).

2.4.2. Zakladni charakteristika biochemickych bilkawinnych markera (BBM)

Bilkoviny mohou velmi dofe sphovat kritéria pro BBM, nehd se vyznauji
vysokym stupsm geneticky fixovaného polymorfismu, kodominantniédidnosti,
rozliSitelnosti alel v individuich, jistou mirou révislosti na v#Sich podminkach. Vhodné
tak mohou byt zasobni bilkoviny a isoenzymy (moléku formy enzyni). V principu
vSechny bilkoviny vykazujici geneticky polymorfissjumohou byt vyuzity jako diferéni
markery u odid, a to s ¥3im efektem neZ klasické morfologické markery (SXROVA,
HADACOVA 1992).

2.4.3. Moznosti charakterizace odid brambor pomoci bilkovinnych markera

Zasobni bilkoviny nebaizné molekularni formy enzyin- isoenzymy, se mohou také
uplatnit jako markery. Vykazuji geneticky polymarfius, kodominantni édi¢nost,
rozliSitelnost alel v individuich, nezavislost najgich podminkach. Proto mohou byt vyuZzity
jako diferegni markery a to s mnohenttgim efektem nez klasické morfologické znaky
(NIELSEN 1985).

Moznosti rychlé identifikace odd brambor jsou zkoumany jizékolik desetileti.
Mezi prvnimi, ktéi se zabyvali rychlou identifikaci ot brambor pomoci elektroforetickych
technik byli v 60. letech Desborough a Peloquin K®ROVA, HADACOVA 1992). Jako
genetické markery vyuzili rozpustné bilkoviny himmbor (DESBOROUGH, PELOQUIN
1966), dale enzymové systemy, hadpST (DESBOROUGH, PELOQUIN 1967) a kombinace



bilkovin EST a PER (DESBOROUGH, PELOQUIN 1968). && pracich OLIVER,
MARTINEZ — ZAPATER (1985) ze zkou3enych 25 isoenpyych systérh vybrali
vhodnych sedm (EST, PER, PGI, GOT, ADH, PGM, 6-PQ@3ré umoznily na zaklad
analyzy klastar isoenzyni rozliSit 74 severoamerickych adl brambor. NIETO et al. (1990)
vypracovali identifik&ni test 50 odrd brambor obchodovanych ve Spksku zaloZzeny na
spektrech isoenzyinperoxidaz po separaci PAGE a IEF. Techniku SDS-PA® analyzu
bilkovinnych spekter 119 linii bramborovych mikri#gk pouZzili RAJAPAKSE et al. (1991).

V Ceské republice se studiem variability @drbrambor pomoci biochemickych
bilkovinnych market zabyvalo hned &kolik autofi. BARTA et al. (2003) se zabyvali
studiem biochemické variability 13 zahr&mich a 5 ¢eskych odid brambor pomoci
elektroforetickych spekter rozpustnych bilkovinesteraz a izoperoxidaz. Vyuzitim bilkovin
a enzynid brambor jako genetickych markepro genetické analyzy, Sle¢ht, identifikaci
odrid a kontrolu odidové pravosti v obchodu se zabyvala SYKOROVA (1998todiku
pouziti polyakrylmidové gelové elektroforézy hliZah bilkovin a enzyrm za &elem
charakterizace odd brambor rov&Z obsahuje sgmnice organizace UPOV z roku 2002 —
TG/23/6 (PROJ.1).
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2. 5. Charakteristika hlizovych bilkovin

Hlizové bilkoviny tvdi spolu s aminokyselinami, amidy,aianymi bazemi a
anorganickymi slogeninami komplex dusikatych latek bramborovych HUEZL et al.
2000). Obsah dusikatych latekeins bilkovin v hlizach brambor zavisterevsim na oddg,
hnojeni, agrotechnickych a klimatickych podminké8RHEWRY 2003). Poditisté bilkoviny
v obsahu dusikatych latekae kolisat pod vlivem vySe zngimych faktofi v rozpeti od 34
do 70% (SHEWRY 2003).

2.5.1. Klasifikace hlizovych bilkovin

V minulosti se upednostiovala klasifikace hlizovych bilkovin podle rozpussti —
rozckleni na albuminovou, globulinovou, prolaminovou latglinovou frakci. S rozvojem
elektroforetickych a chromatografickych technik kem 60. let z&ala byt preferovana a
v sowtasné dob prevazuje klasifikace bilkovin podle molekulové hnudt. Na jejim

zaklad se hlizoveé bilkoviny &li na ti hlavni skupiny (POTS et al. 1999a):

1. patatin (téZ patatinovy komplex, rodina patatirah bilkovin);
2. bramborové inhibitory proteas;

3. ostatni bilkoviny (hlawhbilkoviny s enzymovoudastni na syntéze Skrobu).

2.6. Rodina patatinovych bilkovin

Glykoprotein patatin tvid 20-40 % rozpustnych bilkovin bramborovych hlilg hyl
uveden je&t vySSi podil - az 60 %. Patatin je v nativni férmpovazovan za dimer
s pibliznou molekulovou hmotnosti 80 kDa, resp. 88 KIBARTA, CURN 2004).
Patatinovy komplex i@stavuje skupinu imunologicky identickych glykomiofi s pivodns
zjisttnou molekulovou hmotnosti 40 000 Da (SHEWRY 203)zdji bylo zjisténo, ze
patatin je pravépodobrt in vivo syntetizovan jako #Si* prekurzor s molekulovou
hmotnosti 43 kDa a nésletlje upravovan od&penim signalniho peptidu, ktery je tea 23
aminokyselinami (MIGNERY et al. 1984). V ng8ich publikacich je uv&tha molekulova
hmotnost &chto bilkovin v rozmezi 40 — 43 kDa (POTS et al9#8)9
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2.6.1. Fyziologické vlastnosti a genovéa exprese

Patatin je #ejm¢ pritomny ve vakuolach parenchymu ve vSechuddch brambor
(BARTA, CURN 2004). Vzhledem k vysoké akumulaci v hlizachpgerazovan za zasobni
bilkovinu (TONON et al. 2001). Potvrzuje to i skirtest, ze v pibéhu skladovani hliz aip
jejich kliceni dochazi k postupnému sniZzovani obsahu tétowillk (POTS et al. 1999a).
V listech, stoncich a Kenech se vyskytuje pouze ve stopovych mnozZstvidi, je
charakteristické pro zasobni bilkoviny (SHEWRY 20 hlediska genové exprese existuji
dvé tiidy geri kddujici patatinové bilkoviny (BARTACURN 2004). Multigenova rodina
tiidy | je exprimovana vyhradnv hlizach (v 50 — 100 krat vysSich hladinach),imab
multigenova genovéridy 1l je exprimovana v nizkych hladinach v cetistting. V préaci
(TWELL, OOMS 1988) se uvadi, Ze @ kopii ,patatinového” genu na haploidni genom je
10 — 18 v zAvislosti na ol (BARTA 2002).

2.6.2. Rozdily v molekulové hmotnosti patatinu

Pomoci vysoceigsné analytické techniky kaavani molekulové hmotnosti bilkovin
(MALDI-TOF MS) bylo zjiSt€no, ze patatin u oddy Bintje (40,4 a 41,7 kDa) a Desiree
(41,9 a 42,9 kDa) se sklada ze dvou isanmemizné hmotnosti. Rozdily mezi hmotnostmi
jsou @iblizn¢ 1,3 kDa (Bintje) a 1 kDa (Desiree). Patatiriz® mit jedno, d& nebo fi
glykosylani mista. Navazani sacharidow@sti na bilkovinnou¢ast makromolekuly je
uskuté&néno prostednictvim dvou zbytk asparaginu v pozicich 60. a 90. aminokyseliny od
N-konce fetézce. Navazani sacharidow@sti na jedno glykosyéami misto nize zngnit
relativni hmotnost patatinu o 1,2 kDa (viz. Tah. 2ydil sacharidovéasti patatinu tak i¥e
¢init od 2,9% do 5,5% z relativni hmotnosti makrdekoly (POTS 1999b). Rozdily
v molekulové hmotnosti patatinu #gpbené navazanim sacharidovésti na bilkovinu
ukazuje Tabulkg. 2.

2.6.3. Biochemické vlastnosti

PrestozZe jsou jednotlivé isoformy patatinu imunoléagiedentickeé, byla mezi nimi na
drovni odid zjid&na nabojova heterogenita (BARTAURN 2004). B elektroforetické
separaci bilkovin hliz (SDS-PAGE)uxe byt v patatinové oblasti zfivan rozdilny poet
pruhi. Existuje az 15 imunologicky identickych glykopeotovych isoforem s podobnou
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hodnotou p a pribliznou molekulovou hmotnosti monomeru 40 kDa (B%R CURN 2004).
Isoformy patatinu, detaitnstudované u oddy Bintje (Tab. 3.), byly roztleny doc¢tyi skupin
A, B, C, D, gicemz isoforma A zaujimala 62 %, isoforma B 26 % a@fosny C a D
zaujimaly 5 % a 7 % (POTS et al. 1999c). Bioché#éiglastnosti rodiny patatinovych

bilkovin a isoforem A, B a D u odldy Bintje jsou uvedeny v Tabulge3.

Tab. 2: Molekulova hmotnost (kDa) vypditena z primarni sekvence patatinu (Mingnery et al.,1984;
Stiekama et al., 1988) bez sacharidoveéhtetézce a s 1, 2 nebo 3 sacharidovynietézci o priblizné
hmotnosti 1,2 kDa.

Molekulova hmotnost patatinu (kDa)
bez s 1. sacharidovym| se 2. sacharidovyn| se 3. sacharidovymi
sacharidového retézcem retézci retézci
retézce
Stiekama et al., 39,8 40,9 42,1 43,3
1988
Mingnery et al., 39,5 40,7 41,9 43,0
1984 39,6 40,8 42,0 43,2

Prevzato a upraveno dle (POTS 1999b).

Tab 3: Biochemické vlastnosti rodiny patatinovych flkovin a isoforem A, B a D u odiidy Bintje

Analyticka technika Rodina Isoforma
patatinovych A B D
bilkovin
SDS - PAGE 43 kDa 43 kDa 43 kDa 43 kDa
IEF 6 pruhi, pH 4,6 -[ 2 pruhy, pH 5, 2 pruhy, pH 4,6 — 4,7 1 pruh, pH 4,7
5,2 -52
PAGE (nativni 2 pruhy 1 pruh 1 pruh 1 pruh
elektroforéza) (horni) (dolni) (dolni)
MALDI TOF -MS ? 40 354 Da 40 405 Da 40 330 Da 40 473 Da
41 590 Da 41 631 Da 41 599 Da 41 703 Da
LAH - aktivita® 3,72+0,14 3,66 0,08 3,55 +0,12 3,80 £0,14

2 MALDI TOF — MS neieni bylo provedeno vedch opakovanich: specificka aktivita yumol. min*. mg"
bilkoviny * standardni odchylkai®zato od (BARTACURN 2004)
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Zawrem lze tedy konstatovat, Ze patatin se skladavaa imotnostnich isomirjez
mohou byt dale rozdeny dle fiznych isoforem, nepatérse liSicich primarni sekvenci (obr.
1). Je velice pravgbodobné, Ze tyto isoformy maji podobné bodové nef20TS 1999b).

Obr. 1 Symbolické znazorrni rodiny patatinovych bilkovin

+1 sacharidovy
retézec o

Patatin (

+2 sacharidové
fetézce

* |soformy vykazujici podobnosti v Grovni ndbojgeRzato a upraveno dle (POTS 1999b)
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2.7. Inhibitory proteas

Kvantitativneé nemég vyznamnou skupinou bilkovin bramborovych hliz jsou
inhibitory proteas. Inhibitory proteas jsou ternadsini bilkoviny o molekulové hmotnosti od
3 do 23 kDa (vyjma inhibitdr proteas o molekulové hmotnosti od 36 do 85 kDahabé na
cystein, jez hraji vyznamnou roli v obranych medésiamech brambor. Inhibitory proteas
predstavuji 20 — 30 % extrahovatelnych bilkovin Hifambor a jsou &deny do ti podtid
(POVREAU et al. 2001). Pordtla I. mimo jiné obsahuje bilkovinu s molekulovaudtnosti
8,1 kDa, podida Il. obsahuje bilkovinu s molekulovou hmotnds2i3 kDa a Ill. podida
obsahuje inhibitory proteas otzné molekulové hmotnosti (BARTACURN 2004).
POVREAU et al. (2001) analyzovali inhibitory proteas odfidy Elkana a dosli k
prekvapujicimu z&uu, Ze reprezentuji asi 50% celkovych rozpustnydkobin hlizové
Stavy. Po provedené purifikaci klasifikovali proteaganhibitory hliz do sedmi odliSnych
skupin (POVREAU et al. 2001; KONINGSVELD 2001):

- bramborovy inhibitor I (PI-1),

- bramborovy inhibitor 11 (PI-2),

- cystein proteasovy inhibitor (PCPI)

- asparatovy proteasovy inhibitor (PAPI)
- proteasovy inhibitor typu Kunitz (PKPI)
- ostatni serinové inhibitory (OSPI)

- bramborové inhibitory karboxypeptidaz (PCPI)

Oproti rodiré patatinovych bilkovin jsou inhibitory proteas vigeznorodou skupinou
bilkovin. Nejpa@etrgjSi skupinu tvei inhibitory Kunitzova typu, kteréipdstavuji piblizné
44% ze vSech bramborovych inhibiioproteas (POVREAU 2004).i€hled hlavnich typ

inhibitora proteas ukazuje Tabulkad.
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Tab.4 Prehled hlavnich typi inhibitor @ proteas v hlizach brambor

molekulova pocet podtFida inhibitoru
Typy inhibiotor & proteas hmotnost | podjednotek poteaz
(kDa)
Serinove inhibitory proteas
Kunitz typ 21-23 1 Il.
Bramborovy inhibitor | (PI-1) 40 4-5 l.
Bramborovy inhibitor 1l (PI-2) 20-21 2 1.
Cysteinové inhibitory proteas
Multicystatins 85 1
Kunitz typ 20-21 1 Il.
Asparéatové inhibitory proteas
Kunitz typ 19,9-22 1 Il.
Metaloproteasové inhibitory
Bramborovy inhibitor karboxypeptidaz 4 1 Il.

Prevazato a upraveno dle (POVREAU 2004)

2.7.1. Genova exprese

Jak jiz bylo uvedeno, jednim z nejznggich inhibitofi proteas brambor je inhibitor
typu Kunitz o Mr = 22 kDa, ktery se syntetizuje gafireprotein o Mr = 27 kDa.rRomnost
preproteinové formy byla nejpetnsjSi v porarnych listech (lokalni odpa@d’) a dale také
v neporaginych listech (systemickd odpad) — tzn. Zejmé v misg porargni ve smyslu
lokalni odpo¥di rostlin, ale i ve nepor&nych tkanich rostliny ve smyslu systémoveée
odpowdi rostliny. S vyuZitim protilatky proti zralé forn byly v hlizové bilkovig
detekovany bilkoviny v rozmezi 22 — 24 kDa, zatimcbstech poragnych listi byly
detekovany bilkoviny s vy$Si molekulovou hmotn@2% — 28 kDa). Z uvedeného vyplyva, ze
genova exprese rodiny inhibitobrambor o Mr = 22 kDA (Kunitz typ) je pod diferen@nou
posttranslani kontrolou v zavislosti na misvyskytu (listy, hlizy) (BARTA,CURN 2004)
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2.8.  Ostatni bilkoviny

Do této skupiny hlizovych bilkovin jsouiz@ovany vSechny bilkoviny, jez nefialo
patatinové rodiny nebo nevykazuji aktivitu inhibitgroteas. POVREAU et al. (2001) radn
analyzovali tyto bilkoviny u oddy Elkana a doSli k z&w, Ze reprezentuji asi 12%
celkovych rozpustnych bilkovin hlizové&vy. Do této skupiny p#t piredevsim bilkoviny
s vySSi molekulovou hmotnostni, mapektin (65,5 kDa), enzymydastnici na syntézy
Skrobu (140 kDa), isoenzymy fosforylaz (180 — 6@&) protein kindzy a dalsi (POVREAU
et al. 2004).

2.9. Elektroforetické metody

Elektroforetické sepaéai metody jsou zaloZeny na nestejné pohyblivdsktacky
nabitychéastic v jednosirném elektrickém poli. Mira pohyblivosti (mobilitgastice zavisi
na gradientu naii, na velikosti gistého“ nabojecastice, velikosti¢astice, jejim tvaru, na
iontové sile, viskoz#t a teplot média, ve kterém se molekuly pohybuji arippc gelové
elektroforézy i na fipadnych interakcich mezi nésm a castici (ANDREWS 1993;
ANONYM 3. 1994).

2.9.1. SDS polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE

Pokud chceme porovnavat molekuly Wi jen podle jejich velkosti, iZeme pouZit
elektroforézu na polyakrylamidovém gelu isdavkem dodecylsulfatu sodného (SDS)
analyzu bilkovin, protoZe fe byt pouZzita k separaciznych typi bilkovin, wetrg téch,
které jsou nerozpustné ve W@ALBERTS et al. 2004). Tato technika je zaloZera n
piitomnosti aniontového detergentu (SDS), ktery slicim systému SDS-PAGE pevn
vaze k bilkovinam, vytwd komplex SDS-protein. Touto interakci dochazi pdk denaturaci
kvartérni struktury na jednotlivé podjednotky arjek k gekryti vliastnich nabdj proteiri
negativnim nabojem detergentu. Vazbou SDS na bifikoziskava cely komplex valcovitou
podobu. \&tSina bilkovin vaze SDS ve stejném pom asi 1,4g SDS/g bilkoviny, coz
odpovida zhruba jedné molekule na dva aminokysediraytky. Z vySe uvedeného vyplyva,

Ze proteiny pokryté SDS maji shodné goymnaboji ke své hmotnosti (délce) a podobny tvar
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(BARTA 1997). Nasledkem toho sefipelektroforéze v gelech obsahujicich SDSli d
bilkoviny pisobenim gelové filtrace na zakéadvé molekulové hmotnosti (ANDREWS
1993; WESTERMEIER 1993). Porovnani SDS-PAGE s pitat elektroforetickymi

technikami a moznostmi aplikace poskytuje (Takh) na nasledujici stran

Tabulka. 5 Pfehled nefastji pouzivanych elektroforetickych technik a jejich aplikace

aplikace PAGE |PAGE |SDS- PGGE |2D- IEF |Acetyl |SGE
HB MPB PAGE PAGE Cel.
analyza nezndmeé ssi ) ) ° ° ° ° °
porovnani znamého a ) ) ° ° °

neznamého vzorku

membranové bilkoviny ) ° ° °

Testovangistoty ) ° ° °

(homogenity) vzorku

uréeni molekulové hmotnostj e ° °

isoenzymové analyza ) ) ° ° °

Prevzato od BARTA (2002)

2.10. Vyhodnocovani genetickych markar

Vyznamny je také zisob vyhodnocovani ziskanych elektroforetickych aaisob
jejich interpretace. Vysledné spektrum prouiia gelu se nazyva elektroforeticky fenotyp.
Tento fenotyp je zraé pronmenlivy ve své komplex#, zavisi naract faktoni, nag. druhu
organismu, tka® analyzovaného enzymu nebo bilkoviny. &kterych gipadech je tvien
pouze jednim nebogkolika nevariabilnimi prouzky, totoznymi ve vSechovcich. Naopak
n¢které enzymy mohou byt kddovany vice geny a zobirasupak jako komplexni fenotyp
s 15 — 20 i vice prouzky u jednoho jedince. Nagleddaktory se povazuji za primarni
determinanty p&tu pozorovanych prouik pocet kddujicich gein jejich alelicky stav
(homozygotni nebo heterozygotni), (WENDEL, WEEDE}9).
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2.10.1. Vyhodnocovani ziskanych elektroforeograiin

Pro vyhodnocovani vyslekpo elektroforéze je pouzivan@da metod. Mezi
jednodussi metody vhodnéi pnalém mnoZstvi analyzovanych vzérk malém mnoZstvi
prouzki je ruini prongreni geli a stanoveni relativni pohyblivosti jednotlivyctoésmzynt
nebo bilkovinnych pruln Rf (relativni pohyblivost) se zjisti jako pém vzdalenosti
sledovaného pruhu &ela elektroforézy od startu. Pozici protzke i graficky znazornit
(GRAMAN et al. 1995). Ziskané Rf jsou uvny ve forn¢ tabulek nebo gréf ve wtsine
pripadi je pri vyhodnocovani vysledkpouzivano jen kvalitativni kritérium {ppomnost, resp.
negitomnost pruhu). Ziskana data je mozné dale stdystzpracovat. Vysledkem je pak
vypocet podobnosti (dle aenych algoritnd, zavislych na pouzité metddvypaitu),
uspdadani koeficierit podobnosti matice a pomoci clusterové analyzy i#fami dat do
formy dendogramu(QURN, SAKOVA 1999).

2.10.2. Digitalni obrazova analyza gél

Pontrné dokonalych vysledk Ize dosahnout pouttladrejSi obrazové analyze gel
Pro paitatové zpracovani elektroforeogram bilkovinnych a isoenzymovych spekter
ziskanych po elektroforéze, je pouzivan barevnyinstgcaner s vysokou rozliSovaci
schopnosti a specialni software - hdpelManager nebo BioProfil 1D++.

Tyto programy jsou weny zejména pro analyzu a objektivni porovnavani
jednorozrdrnych elektroforetickych spekter. Uniafe konstrukci rozsahlych databazi
“fingerprinti”, které pak mohou byt porovnavany. VyuzZiti ma z&j@a v epidemiologickych
studiich, identifikaci genotyp systematice, ekologii, populai genetice, klinické biochemii
a biotechnologickych aplikacichCURN, SAKOVA 1999). Digitalni obrazovou analyzu
s vyuzitim programu BioProfil 1D++ pouzili DMACEK a CURN (2003) pi hodnoceni

bilkovinnych frakci jako biochemickych markepro identifikaci odiéid pSenice Spaldy.

2.10.3. Clusterova analyza

Celkem pehlednym a ilustrativnim vysledkem analyzy spektemoznost seskupeni
(sgrupovani) podobnych spekter na zaklagpaoitu podobnostni matice — koeficiént
podobnosti kazdého vzorku se vSemi ostatnimi zarydrdatabéze. Vysledky matice jsou pak

podrobeny clusterové analyze a vysledky zobrazeky jdendrogram (GRAMAN et al.
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1995). Dendrogramy pak vyjagi miru podobnosti mezi jednotlivymi analyzovanymi
spektry, resp. skupinami spekter. Na ose x je utiwaira podobnosti nebo korelace (od 0,0
do 1,0). Spektra s korelaci nad 0,9 jsou obewerozliSitelna v fipac, Ze vzorky budou
separovany na jednom gel@ RN, SAKOVA 1999). Vyhodnocovani dels vyuZitim
UPGMA clusterové analyzy je rovh ¢asto vyuzivanou metodou pro studium biochemické
variability odifid brambor. Tento Zgob vyhodnocovani brambor vyuZili fatORMUTAK

et al. (1999) a BARTA et al.(2003).
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3. Cil prace

Cilem prace bylo posoudit vhodnost techniky SDSsIFAbilkovinnych profilh hliz pro
jeji potenciondlni vyuZiti ip charakterizaci odid brambor olanum tuberosum L.). Hlavni

Ukoly prace byly zagteny na:
- zhodnoceni pouzitych analytickych technik

- vyhodnocovani variability obou skupin zasobnidkdyin hliz

- porovnani metod vyhodnocovani wel
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4.1.

Jako vychozi material byly pro uvedeny cil ziskdnizy brambor s deklarovanou

4. Material a metodika

Material pro charakterizaci spekter hlizovychbilkovin technikou SDS - PAGE

odridovou ffislusnosti z UKZUZ v Bré, pracovid Hlavni odfidové zkusebny brambor

Lipa u Havlékova Brodu. Fehled s charakteristikou vybranych adiposkytuje Tabulké.6:

Tab. 6: Zakladni charakteristika hodnocenych odiid brambor

Prevzato a upraveno dle (MED 2005; ANONYM 1. 2002;@NYM 2. 2004)

Jméno |Kddové |Roditovska kombinace| Rannost |DrZitel Slechtitelskych prav, zen& | yzitkovy
odridy |oznateni pivodu Smer
Rebel 2/L2 ROESLAU x G 33/75| Rana Vesa Velhartice, Slectti a Skrobnaté
mnoZeni brambor, a.s., KolindeR
Agria 3/L3 QUARTA x SEMLO | Polorana| AGRICO B.A., Emeloord, NL | Smazené|+
konzumni
Bettina 4/14 NEUVEDENO Polorana| EUROPLANT Pflanzenzucht |Smazené +
GmbH, Luneburg, D konzumni
Bolesta 5/L5 | BM 1345-77 x AGRIA Poloranga AGRICQAB Emeloord, NL Konzumni
Filea 6/L6 CINJA x STAMM Polorana| Nordkartoffel-Zuchtges.mbH, |Konzumni
77/300 Lineburg, D
Granola | 7/L7 3333/60 x 267.04 | Polorana |[SAKA-RAGIS Pflanzenzucht GbRKonzumni
Hamburg, D
Lenka 8/L8 BINTJE x QUARTA | Polorana | N.O. Saatbaugenossenschaft red<onzumni
(Ditta) Gen.m.bH., Windigsteig, A
Milva 9/L9 DUNJA x NENA Polorana| Nordkartoffel-Zuchtges.mbH, |Konzumni
Lineburg, D
Provento| 10/L10 ELVIRA x ESCORT Polorana AGRICQAB Emeloord, NL | Konzumn
Quarta |[11/L11 114/67 x Off.65/42 | Polorana Kartoffelzucht Béhm, KG, Smazené +
Liineburg, D konzumni
Redstar |12/ L12| BILDSTAR x VDW 76-| Polorand| HZPC Holland B.V., Joure, NL | SmaZeng +
30 konzumni
Remarka| 13/ L13 | EDZINA x SVP AM 664 Polorana| HZPC Holland B.V., Joure, NL | SmaZeng +
42 konzumni
Amylex |14/L14| ZVIKOV x 126/11-67 | Polopozdni  Selekta Pacov, a.s, Pasov Skrobnaté
Apolena |15/ L15 NORA x SIRA Polopozdn Vysatina Vyklantice, a.s., Lupinky
Vyklantice,CR
Asterix |16/ L16 | CARDINAL x Svp. VE |Polopozdn{ HZPC Holland B.V., Joure, NL | Smazeng +
70-9 Konzumni
Bionta |17 /L17| FRANZI x GRANOLA | Pozdni | N.O. Saatbaugenossenschaft red<onzumni
Gen.m.bH., Windigsteig, A
Kuras 18/L18| PG 285 x AR 69-491 | Velmi AGRICO B.A., Emeloord, NL Skrobnatg
pozdni
Lady 19/L19| CARDINAL x VTN 62- [Polopozdn| Meijer Seedpotatoes and Resear@krobnaté
Rosetta 63-3 B.V., Kruiningen, NL
Marena |20/ L20| 1325/77/2620 x AGRIA Pozdni Kartoffelzucht Bohm, KG, Konzumni
Lineburg, D
Markies | 21/ 121 FIANNA x AGRIA Pozdni AGRICO B.AEmeloord, NL | Konzumn
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4.2. Metodika charakterizace hlizovych bilkovin poroci elektroforetické techniky
SDS - PAGE

4.2.1. Hiprava vzorku

Hlizy byly dikladré omyty, ususeny, zmrazeny a po jejichétopném rozmrznuti z
nich byla ziskanatava z celého jejich profilu. K 5 mtdvy bylo gidano 100ul konzervantu
(Na&SO; + N&S,03) a poté byla provedena centrifugace (5 mintito®00 ot./min, i 4°C),
supernatant byl pouzit k denattim& extrakci bilkovin. Od kazdé aity byla provedena
extrakce ze 4 hliz.

4.2.2. Extrakce bilkovin

200 ul centrifugované hlizovétavy, bylo promichano v mikrocentrifuga tubs (1,5
ml) spolu s 20Qul extrakéniho pufru (0.0625 M Tris-HCI, pH 6.8, 5 % 2-meri@gthanol, 2
% SDS). Snss byla ponechana po dobu 4 hodintpplot 4°C. Po centrifugaci (3 miniipl4
000 g) byl¢iry supernatant (20Ql) ptenesen do nové mikrocentrifuigd zkumavky s 5Qu
nanaseciho pufru (5 x NP: 5 ml 1.25 M Tris-HCI, 618, 2.3 g SDS, 10 ml glycerol, 5 mg
Bromophenol Blue; k 500l pufru se &sne pred pouzitim pda 170ul 2-merkaptoethanolu).
Pred nanesenim na gel v mnoZstvild @yly vzorky 2 minuty v&eny ve vodni lazni.

4.2.3. Elektroforeticka separace (SDS-PAGE)

Pro vlastni elektroforetickou separaci byla pouditkontinuélni deskova denattind
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (SE 600eftdq USA) - 4 % zaostvaci gel
(0.125 M Tris-HCI, pH 6.8 + SDS) a 10 % segaiagel (0.375 M Tris-HCI, pH 8.8 + SDS) -
v prostedi systému 0.025 M Tris + 0.192 M glycine (pH 83 SDS. Podrobné slozeni
gelovych systérin a elektrodového pufru je uvedeno v tab. 7. Sepapacbihala $ proudu
40 mA na gel, nafti 200 V a pi teplo 4°C po dobu 4-5 hod (1 cm od spodniho okraje gelu)
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Tab. 7: SloZeni roztok pro diskontinualni SDS-PAGE (denaturani systém).

komponenta jednotka SEPARACNI GEL (10 %) ZAOSTROVACI GEL (3,75 %)

redestilovand voda ml 21 12,15
AC/BIS ml 13,3 2,5

pufr A ml 5 -

pufr B ml - 5

SDS ul 400 200
sifi¢itan sodny ul 110 50
persiran amonny ul 200 150
TEMED ul 20 20

POZNAMKY :

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

pufr A: 36,3 g Tris (Trizma), 48 ml 1 M HCI, pH 8,800 ml

pufr B: 6 g Tris (Trizma), 48 ml 1 M HCI, pH 6,800 ml
Na,SOs: nasyceny vodny roztok

(NH,)»S,0g: 15 % roztok

SDS 10 % roztok

elektrodovy pufr: 144 g glycin, 30,3 g Tris (Trizjpd0 g SDS, pH 8,3/ 1000 ml
AC/BIS uchovévat ve t#a v chladnu, roztok staly cca 3 tydny

gelové pufry

uchovavat ve tha v chladnu, stalé

persiran amonny

Ize uchovéavat vestawv chladnu 1 tyden

SDS

uchovévat ve tihasi jeden résic

elektrodovy pufr

pipravovat jako 10 x koncentrovany roztok, uchovasatne a v chladnu

Ptevzato od BARTA 2005 (nepubl.)
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4.2.4. Detekce separovanych bilkovin na gelu

Detekce bilkovin byla provedena barvenim roztokeoor@assie Brilliant Blue igs
noc (smés methanol, ledova kyselina octova, voda v pam5:1:4 + 0.1 % Coomassie
Brilliant Blue R-250, Sigma Co.). Po detekci byldbarveno nespecifické pozadi (pouzita
smes ethanol : kyselina octova : voda v pom?2,5:1:16,5; s vygnou kEhem odbarveni 2 - 3
X) a provedena fixace a dehydratace veéssm5 % ethanolu + 3 % glycerolu po dobu 2 — 3
hodin. Nésled& byly gely suSeny v celofanu na skl laboratorni teplat na vzduchu po 2 -
3 dny.

4.2.5. Zpracovani elektroforetickych dat
Elektroforeticka spektra (profily) bilkovin byla mrovana progédnictvim digitalni

obrazoveé analyzy. Proces probihal v nasledujiciobi&h:

1) Transformace dat- z gelu do elektronické podoby prgstnictvim stolniho scanneruii{p
200 dpi).

2) Uprava primarnino zaznamu - Gprava pozadi, volba vhodné velikosti obrazoipa
forméatu (TIFF), transformace do stiipSedi a nasledna inverze (Gprava pro software BIO
1D++ (BioProfil) - pomoci programu Adobe Photogher. 7).

3) Vlastni hodnoceni bylo provedeno:

a) pomoci specidlniho software Bio 1D++ (BioHjofivzajemné porovnani spekter
zaloZené na principu pamu shodnych prulhobou hodnocenych spekter ku celkovémitpo
pruhi obou spekter, tzv. simple matching (Nei & Li podobtni koeficient; konfidemi
interval 3%), vystupem je matice podobnostnich iteitt nebo dendrogram (VILBER
LOURMAT, 1999).

b) Vizualnim vyhodnocenim jednotlivych spekter Zaioém na stejném principu jako
v bod® a) — hodnoti seiffifomnost (1)i negitomnost (0) pruhu v konkrétni pozici na gelu a
vystupem je matice. Takto ziskana matice je dassicky zpracovana clusterovou analyzou
pomoci software: STATISTICA (verze. 6) - (Algoritstuunweighted pair-group average;

percent disagreement — procenta nepodobnosti), MWSP (verze 3.1) - (Algoritmus:
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unweighted pair-group average; percent similarityprecenta podobnosti). Vystupem je
matice podobnostnich koeficiént a dendrogram. #® vyhodnocovani programem
STATISTICA je tabulka statistickych koeficigntorocent nepodobnosti zaalem lepSiho
porovnani transformovana. Transformovani se provedetenim ¢isla 1 od hodnoty
koeficienti vypoctenych statistickym algoritmem UPGMA - percent digsement. Vysledky

se poté vynasobi hodnotou —100.
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5. Vysledky

5.1. Charakterizace bilkovinnych profili hliz programem Bio 1D++(BioProfil)

5.1.1. Z&kladni udaje k pokusu

Prvni krok — nejprve se vyhodnoti variabilita obou skupinzévych bilkovin
(patatinovy komplex; inhibitory proteas) dohromgolymoci programu BIO 1D++
(BioProfil). Stanovi se molekulové hmotnosti hligola bilkovin a jejich relativni
elektroforetickd mobilita. Dale se vytkiotabulka podobnostnich koeficiénta

dendrogram odid.

Druhy krok — v dalSim kroku se vyhodnoti variabilita hlizofaybilkovin pro oblast
inhibitora proteas (6 — 24 kDa). Vytyvibse tabulka podobnostnich koeficiemhezi

odradami a dendrogram o
Treti krok — nakonec se vyhodnoti variabilita hlizovych biilko v oblasti

patatinového komplexu (39 — 44 kDa). Vyivse tabulka podobnostnich koeficignt

mezi odiidami a dendrogram oit.
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5.1.2. Zhodnoceni variability bilkovinnych profila hliz programem BIO 1D++

(BioProfil)

Vysledek elektroforetické separace pomoci SDS - PAG zvolenych odid
znazotiuje (Obr.3). Na obrazku je patrné spektrum zasdbbitkovin v obou sledovanych
oblastech. Horni Sipka ozthige patatin, ktery se u zvolenych édmachazi fiblizné v oblasti
40 — 43 kDa. Inhibitory proteas (zbyvajici Sipkg) s testovanych otld nachazeji v oblasti o
priblizné hmotnosti 10 — 24 kDa. Ze ziskanych bilkowich profili (Obr. 4) byla pomoci
softwaru BIO 1D++ (BioProfil) vyp&tena molekulova hmotnost a relativni elektrofoiadic
mobilita zasobnich bilkovin hliz v obou sledovanytitastech (Tab.8, Tab.9).

Pri spol&éném vyhodnocovani obou oblastélennejnizsi poet pruhi odrida Granola
a Markies (6). Naopak nevysSi gad prutli byl zaznamenan u oibly Amylex (12).
Genetickou podobnost mezi hodnocenymitodmi na Urovni obou sledovanych oblasti
vyjadiuje matice s koeficienty podobnosti (Tab. 10) adiegram (Obr. 5). Mira genetické
podobnosti se mezi jednotlivymi adtami pohybuje fiblizn¢ kolem 80 %. Nevyssi mira
genetické podobnostinila 100% (Agria — Redstar; Bettina — Asterix).dfidé z dvojice odid,
vykazujici stoprocentni miru vzajemné genetickéobodsti nemla spol€éného rodie a
zarovei nepochazela od stejné Slechtitelské firmy (Tal©®r.8, Obr.9). NejnizSi mira

genetické podobnosti mezi adiamicinila 59% (odfidy Agria — Granola), (Tab.10).

Obr. 3: Vysledek elektroforetické separace hlizovye bilkovin technikou SDS-PAGE

205 .
Patatin

— , 116
97.4
84
— 66
5 .
= — 4 Inhibitory proteas

-‘...—».—
M 23 4 5 6

M - hmotnostni marker; 2 — Rebel; 3 — Agria; 4 ettiha; 5 — Bolesta; 6 — Filea; 7 — Granola; 8 Akag
(Ditta); 9 — Milva; 10 — Provento; 11 — Quarta; 2ZRedstar; 13 — Remarka; 14 — Amylex; 1Bpolena;
16 — Asterix; 17 — Bionta; 18 — Kuras; 19 — LadysBita; 20 — Marena; 21 — Markies. M- hmotnostni
marker.
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Obr. 4: Bio profil ziskanych spekter hlizovych billovin — slouzi k vyp@&tu molekulovych hmotnosti

7 7 3 [ 5 3 7 5 5 70 77 i 73 i 75 i3 77 75 iE 7 77 Z

1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 1415 16 17 18 19 20 222

1 — Marker 1; 2 — Rebel; 3 — Agria; 4 — Bettina- Bolesta; 6 — Filea; 7 — Granola; 8 — Lenka (Djtfa
Milva; 10 — Provento; 11 — Quarta; 12 — Redstar-ERemarka; 14 — Amylex; 15 — Apolena; 18sterix; 17
— Bionta; 18 — Kuras; 19 — Lady Rosetta; 20 — Mar@1 — Markies; 22 — Marker.

Tab. 8: Molekulové hmotnosti hlizovych bilkovin dlesledovanych oblasti; prvni skupina patatinovy,
komplex (39 — 44 kDa); druha skupina - inhbibitoryproteas (6 — 24 kDa).

L1 L2 L3 L4 L5 LG L7 LB L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 L19 L20 L21 L22
205000 33218 | 42484 | 416508 | 41.743 | 43986 | 40102 | 43231 | 41268 | 40795 | 30.004 | 43231 | 42051 | 43231 | 42081 | 42901 | 43231 | 42732 | 42732 | 42981 | 41.268 | 206.000
116000 21613 | 39434 | 38794 | 39.218 | 41.030 | 20868 | 39434 | 39654 | 36385 | 21.774 | 38794 | 40562 | 38794 | 36794 | 39.004 | 41.749 | 39.004 | 39004 | 39.004 | 39.654 | 116000

97.400 | 20542 | 22718 | 21939 ) 20.860 | 39434 | 20254 | 23170 | 38668 | 21450 | 20542 22108 | 36794 | 21378 | 20733 | 21533 | 39877 | 20733 | 21774 | 23261 | 21613 | 57400
84.000 | 19915 | 20481 | 20868 | 20.200 | 21.933 | 20006 | 21.693 | 23079 | 20481 | 19836 | 20364 | 21152 | 20422 | 20700 | 200668 | 21.301 | 20149 | 20865 | 22193 | 20668 | 84.000
BE.000 | 19575 | 19836 | 20100 ) 19.797 | 20937 | 19683 | 20422 | 20422 | 19962 | 19505 | 19683 | 20,364 | 19.877 | 19797 | 204145 | 20364 | 19.435 | 20201 | 21.455 | 20.006 | 66.000
BA.000 | 19062 | 19283 | 19683 | 19.540 | 20254 | 19052 | 19758 | 19836 | 19505 | 18.327 | 19936 | 19683 | 19540 | 19.399 | 19720 | 20052 | 19.095 | 19758 | 20542 | 19176 | 56.000
45000 | 15722 | 18596 | 19251 | 19363 | 19877 | 15722 | 19363 | 19253 | 19136 | 18.860 | 18534 | 19095 [ 19.291 | 16.963 | 19009 | 19540 | 16.765 | 19363 | 19.750 | 16.347 | 45000
36000 ) 14412 | 17.945 | 19052 | 16450 | 19435 18868 | 18765 | 18.5606 | 17.015 | 17.945 | 18654 | 19136 | 17571 | 18654 | 19052 | 17.260 | 18917 | 18.327 36.000
9| 23000 16490 [ 16199 | 15.009 | 15722 16762 | 18.404 | 15562 | 14617 | 17468 | 17571 | 18818 | 15722 | 14816 | 15552 | 14816 | 16045 | 15552 29,000
18] 24.000 14817 15377 | 16722 | 13.292 14617 | 15.009 | 17.765 | 11.768 13758 24,000
1] 20000 14412 12803 | 16430 20100
12| 14.200 14200 14,200
13] 6500 E.500

== S S S

L1 — Marker 1; L2 — Rebel; L3 — Agria; L4 — Bettinab — Bolesta; L6 — Filea; L7 — Granola; L8Lenks
(Ditta); L9 — Milva; L10 — Provento; L11 — Quartal2 — Redstar; L13 — Remarka; L14 — Amylex; L1
Apolena; L16 — Asterix; L17 — Bionta; L18 — Kurds}9 — Lady Rosetta; L 20 — Marena; L21Markies
L22 — Marker 2.
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Tab. 9: Relativni elektroforetickd mobilita hmotnosti hlizovych bilkovin dle sledovanych oblasti; prvi
skupina - patatinovy komplex (39 — 44 kDa); druhalsupina - inhbibitory proteas (6 — 24 kDa).

L1 127 L3 L4 L5 L& L7 L8 L3 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L& L7 Lig L3 Lan L21 L22
T 0060 | 0450 | 0424 | 0431 | 0425 | 0412 | 0443 | 0416 | 0433 | 0437 | 0453 | 0418 | 0420 | 0418 | 0420 | 0420 | 0418 | 0422 | 0422 | 0420 | 0433 | 0060
2 0139 | 0679 | 0443 | 0455 | 0451 | 0435 | 0698 | 0443 | 0447 | 0458 | 0675 | 0455 | 0439 | 0455 | 0455 [ 0453 | 0429 | 0453 | 0453 | 0453 | 0447 | D039
3| 0180 | 0708 | 0BS54 | OE71 | DRSS | 0443 | 0718 | 0644 | 0485 | ORB3 | 0708 | 0667 | 0485 | 0B85 | 0702 | O6R1 | 0445 | 0702 | 0B75 | 0642 | 0673 | 0180
df oz [ o | 070 | 0638 | 0720 [ oA | 077 | 0677 | OB46 | 00 | 073 | 074 | 0691 | 072 | 0723 | 0704 | 068 | 0721 | 0693 | 0685 | 0704 | 0z
S| 0259 | 0749 | 0735 | 0723 | 0737 | 063 | 0743 | 0712 | 0712 | 0723 | 0752 | 073 | o074 | 0733 | 0737 [ ovar | 074 | 0756 | o720 | 0683 | 077 | 0259
E
7
E]

0360 | 0776 | 0766 | 0743 | 0750 | 078 | 0776 | 0739 | 0735 | 0752 | 0762 | 0772 | 0743 | 0760 | 0788 | 0741 | 0726 | 0774 | 0733 | 0708 | 0770 | 0360
0404 | 0845 | 0793 | 0764 | 0760 | 0733 | 0845 | 0760 | 0766 | 0772 | 0783 | 0735 | 0774 | O0ve4 | 0779 | 0778 | 0750 | 087 | 0760 | 0733 | 0838 | 0404

0485 | 0853 | 0810 | 0776 | 0836 | 0756 0783 | 0787 | 0793 | 0828 | 0810 | 07591 | 0772 | 0818 | 079 | 0776 | 0.824 | 0781 | 0762 0,485
3| 053 0836 | 0839 | 0853 | 0845 0832 | 07599 | 0847 | 0857 | 0820 | 0818 | 0785 | 00845 | 0855 | 0847 | 0856 | 0841 | 0847 (.556
10| nezx7 0.857 0843 | 0845 | D868 0857 | 0853 | 0814 | 0880 0.865 0.627
1] 073 0859 0872 | 083 0723
12] 0881 0861 (0.861
13] ng1s 0.915

L1 — Marker 1; L2 — Rebel; L3 — Agria; L4 — Bettinab — Bolesta; L6 — Filea; L7 — Granola; L8Lenkg
(Ditta); L9 — Milva; L10 — Provento; L11 — Quartal2 — Redstar; L13 — Remarka; L14 — Amylex; L1
Apolena; L16 — Asterix; L17 — Bionta; L18 — Kurds]9 — Lady Rosetta; L 20 — Marena; L21 -alMies
L22 — Marker 2.

Tab. 10: Koeficienty podobnosti v obou sledovanychblastech.

L2 L3 L4 L5 LE L7 Lg L3 Lo ) Lt 12 | 113 | 14 | 115 | L16 | W17 | 118 | 119 | L20 | LA
[ 1.00
L3 083 [1.00
L4 082 (084 100
L& 094 [0.84 083 [1.00
L& 071 (074 (083 078 |1.00
L7 033 (053|075 [0B& (075|100
L& 083 [050 084 085 074 082 100
L3 084 (055 (080 080 |070 |067 (086 |1.00
Li0 (083|080 085 (095 074 [0B2  [0.90 095|100
L11 094 (084 0B 078 |0EF 075 084 [0.80 (095 |1.00
L12 [078 (100 084 (095 |074 071|050 095 (080 |0.84 [1.00
L13 [0.74 085 [0B0 (090|080 [0EBF |0.B6 |082 086 [0.80 |OBE  [1.00
L4 [0.80 0891 085 (086 067 074 (082 087 081 (086 |09 087 [1.00
L15 [078 |050 [0B4 (095 |0.F4 [0.B2 080 |08 |0.50 (084 |080 095 (091|100
Li6  [0.82 o84 100 (083 |08 |07Fs 084 080 055 (083 |084 080 (08 (084 [1.00
L17 [0582 084 |07 (0683 |08 (083 084 |0OF0 084 |0FS |074 (080 (076 (074 (083 [1.00
L8 ([082 084 [0BI (089 078 075 084|090 0595 (089|095 |00 (086 |084 083 (078|100
L189 [0.83 080 085 (085 084 082 080 |08E J080 [085 |080 086 (082 080 055 (084 |085 [1.00
L20 [071 |074 083 (078 |08 075|084 |0F0 (074 |0E7 |074 |0F0 |0E7 074 078 (078|067 074 (100
L1 080 (082 |oBe [07s 088 |0BE 082 078 (082 |07h [082 |078 074|071 (088 jO8s [0vs o082 o088 [1.00

L1 — Marker 1; L2 — Rebel; L3 — Agria; L4 — Bettinab — Bolesta; L6 — Filea; L7 — Granola; L8Lenke
(Ditta); L9 — Milva; L10 — Provento; L11 — Quarthl2 — Redstar; L13 — Remarka; L14 — Amylex; L1
Apolena; L16 — Asterix; L17 — Bionta; L18 — Kurdsl9 — Lady Rosetta; L 20 — Marena; L21Markies
L22 — Marker 2.
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Obr. 5: Dendrogram odrid pro obé sledované oblasti.

2 — Rebel; 3 — Agria; 4 — Bettina; 5 — Bolesta; Bilea; 7 — Granola; 8 — Lenka (Ditta); 9 — Mili) —
Provento; 11 — Quarta; 12 — Redstar; 13 — Remdrka;: Amylex; 15 — Apolena; 16 — Asterix; 17

Bionta; 18 — Kuras; 19 — Lady Rosetta; 20 — Mar@da— Markies.
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5.1.3. Zhodnoceni variability bilkovin inhibitorda proteas programem BIO 1D++

(BioProfil)

V oblasti inhibitofi proteas byl nejvyssi pet pruti (10) nalezen u oddy Amylex.
Naopak nejmensi et pruti (5) byl zaznamenan u adt Markies (Tab. 11). Né&asgji
nameétené hodnoty molekulovych hmotnosti se pohybovalpzamezi od 19 do 23 kDa.
odridy Marena (23.261 kDa), (Tab.11). Mira genetickéqimosti se mezi jednotlivymi
odradami pohybuje od 57 do 100% (Tab. 12). Z dendrog&dtr.6) je patrné, Ze celkem 7
vykazovalo ugitou miru odliSnosti od vSech ostatnich lr

Tab. 11: Molekulové hmotnosti hlizovych bilkovin voblasti inhbibitor @ proteas.

L1 L2 L3 L4 L5 LG L7 L3 [&] Lin L1 L1z L13 L14 L15 L1k L17 L1g L13 120 LA L2

1| 206.000) 21813 22718 | 21.939 | 20868 | 21.939 | 20868 | 23170| 23079 | 21455 | 21774 | 22108 | 21152 | 21,378 | 20733 | 21833 | 21300 | 20733 | 21774 | 23261 | 21613 | 206,000
2| 116.000) 20542 | 20481 | 20.868 | 20201 | 20937 | 20254 | 21653 | 20422 | 20481 | 20542 | 20364 | 20364 | 20422 [ 20100 | 20868 | 20354 | 207149 | 20868 | 22193 | 20688 | 116.000
3| 97400 19919 19836 | 20100 | 19797 | 20254 | 20006 | 20422 | 19836 | 19.962 | 19.836 | 19683 | 19.603 | 19.877 | 19797 | 20149 | 20052 | 19435 | 20.201 | 21.455| 20006 | 57.400
4| 84000 | 19575 | 19253 | 19683 | 19.540| 19877 [ 19.683 | 19.758 | 19263 | 19.505 | 13505 | 19136 | 19.095 | 19540 19399 | 13720 | 19540 | 19095 | 19758 | 20542 | 19176 | 84.000
5| B6.000 | 13052 | 18536 | 19.291 | 13363 | 19435 | 19.052 | 19383 | 18785 | 13136 | 19.327 | 18534 | 16.854 [ 19.291 [ 18963 | 13.003 | 13052 | 18765 | 19.363 | 13.758 | 16.347 | B6.000
B 55.000 | 15722 | 17945 | 19.052 | 18490 15722 | 15.722 | 18865 | 15.404 | 16.59 | 18.889 | 17.945 | 17.571 | 19136 | 17571 | 18694 | 15552 | 17.250 | 18.917 | 13.327 B5.000
7| 45.000 | 14.412| 16490 | 16199 | 15.009 16762 | 16722 | 16562 | 17016 | 17468 | 15.003 | 18818 | 15722 | 14818 14816 | 16.045 | 15662 45.000
8] 36.000 14517 16377 | 14412 | 13292 [ 14617 | 14617 | 12803 [ 17765 | 11.768 13.758 36.000
4 23,000 16.430 25,000
10 24.000 14.200 24.000
11 20100 20100
12| 14.200 14.200
13| B500 £.500

L1 — Marker 1; L2 — Rebel; L3 — Agria; L4 — Bettjnsb — Bolesta; L6 — Filea; L7 — Granola; L8 enkg
(Ditta); L9 — Milva; L10 — Provento; L11 — Quartal2 — Redstar; L13 — Remarka; L14 — Amylex; L15 —
Apolena; L16 — Asterix; L17 — Bionta; L18 — Kurdst9 — Lady Rosetta; L 20 — Marena; L2IMarkies
L22 — Marker 2.
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Tab. 12: Koeficienty podobnosti mezi odédami v oblasti inhibitora proteas.

L2 L3 L4 LS LE L7 Lg L Lo | LI [ L12 | K13 ) L4 | L5 ) L16 | 17 | L1g | L18 | 2o | L&A
L2 1.00
L3 053 |00
L4 086|080 [1.00
LG 1.00 |080 |oBe  |1.00
LG 077 |07 (082 (077 [1.00
L7 0.92 [057 [077 (0892 1083|100
L& 053 088 |080 |083 |071 (086 [1.00
L3 053 |1.00 |o080 |o80 071 [071 [0.88 {100
Li0  |083 (088 (053 (053 (071 |08 088 100 [1.00
L1l  |093 (088 (0593 (080 |07 |01 088 100 (.00 [1.00
L1z |080 (100 (o080 (083 (071 071 088 (100|088 |083 |1.00
L1 |080 (100 (o080 (053 |071 071 088 (083 |083 |083 |088 |1.00
Li4 |082 [0B3 (082 (082 |063 075 078 (083 |0B3 |083 |089 (083 |100
L1& |080 (088 (080 (0583 |0/ 086 |05 (088 |082 |083 |088 100 (083 |1.00
L1E  [086 (080 (100 |0.86 |0.92 077 080 (080 (093 (093 (080 |0.80 082 080 |1.00
L17 082 086 077 082 |083 (100 (085 |07 086 |08 (071 |07 |07 071|082 [1.00
L18 086 08B0 086 086 |077 [0F7 [080 093 |053 [053 (083 (0533 082 |080 086 077 100
L1 |053 (088 (053 [0.53 [0.B6 |08 083 |083 [083 [100 (083 [0.B8 078 088 |0S53 |OB6 |083 [1.00
L20 |0 [067 (086 (071 [0.592 077|080 |OKF [067 [067 067 [0.67 063 067 |07 |077 |067 [06F  [1.00
L1 |083 [o077 fo83 [067 [0.91 oo 077 077 (077 [0F7 (077 077 J0E7 062 083|051 |Oe7 |077 083 [100

L2 — Rebel; L3 — Agria; L4 — Bettina; L5 — Bolestsh — Filea; L7 — Granola; L8 — Lenka (Ditta); LY —
Milva; L10 — Provento; L11 — Quarta; L12 — Redstat3 — Remarka; L14 — Amylex; L15 — Apolena; L16 —

Asterix, L17 — Bionta; L18 — Kuras; L19 — Lady RaseL 20 — Marena; L21 — Markies

Obr. 6: Dendrogram odrid pro oblast inhbitora proteas.

Tenlenloe

] B A e
uJ

purgpry
==

| =
=@

[z e

EIRE =

(5]
=1t

2 — Rebel; 3 — Agria; 4 — Bettina; 5 — Bolesta; Eilea; 7 — Granola; 8 — Lenka (Ditta); 9 — MilvH) —
Provento; 11 — Quarta; 12 — Redstar; 13 — Remdrka; Amylex; 15 — Apolena; 16 — Asterix; 17 — Biant

18 — Kuras; 19 — Lady Rosetta; 20 — Marena; 21ardés.
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5.1.4. Zhodnoceni variability patatinovych bilkovinprogramem BIO 1D++ (BioProfil)

V této oblasti byly zaznamenany maxima hmotnostni izomery patatinu (u adr

Filea, Milva, Remarka a Bionta), (Tab.13). U ostettnodiid bylo zaznamenéno od jedné do

e

(38.588 kDa) a nejvyssi u adty Filea (43.986 kDa), (Tab.13). Hmotnostni vatitdbije
oproti inhibitolim proteas velmi nizka a hodnoty jednotlivych hmstnéch izomek se

negastji pohybuji kolem hodnot 39, 41 a 43 kDa. Mira g@l&€ podobnosti se mezi
jednotlivymi odiadami pohybuje od 50 do 100% (Tab. 14). Dle dendanogr (Obr.7), pouze
jedna odiida vykazovala nepodobnost se vSemi ostatnimi (Mildlbyvajici odédy byly

programem roz&leny do 3 skupin vzajendrsi podobnych odid.

Tab. 13: Molekulové hmotnosti hlizovych bilkovin vpatatinové oblasti.

U L2

8

L4

5]

L6

L7

Ld

L9

L10

LN

112

113

L14

115

L16

L7

L18

113

L2

L2

12 |

06000 A28

124

41508

1749

4396

40102

a3

41.268

4079

39,004

4323

4259

4223

4250

4299

329

£272

£2732

4299

41.268

208,000

116000

9434

30794

1218

41.030

19434

19654

38385

38794

40562

0794

8794

33,004

41743

39004

33004

33004

39654

116,000

37400

44

0598

079

0L

740

84,000

B4.000

B6.000

55,000

55000

45,000

45,000

1

2

3

4

5| 66000
]

ii

8| 000
|

36.000

23000

23000

24,000

24000

20100

20100

0
1
2| 14200
i

14200

£.500

B.500

— Marker 2.

L1 — Marker 1; L2 — Rebel; L3 — Agria; L4 — Bettinab — Bolesta; L6 — Filea; L7 — Granola; L8Lenke
(Ditta); L9 — Milva; L10 — Provento; L11 — Quarth12 — Redstar; L13 — Remarka; L14 — Amylex; L1
Apolena; L16 — Asterix; L17 — Bionta; L18 — Kurdst9 — Lady Rosetta; L 20 — Marena; L2Markies; L27
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Tab. 14: Koeficienty podobnosti mezi odéidami pro oblast patatinového komplexu.

L2 L3 L4 L5 LE L7 Lg L3 Lo | L leflis eleliaes anleten el el el el e el e el S e o S e
L2 1.00
L3 067 |1.00
L4 067 |1.00 |1.00
L5 067 |1.00 |1.00 |1.00
LE 050 |0.80 |0.80 |0.80 |1.00
L7 1.00 067|067 067 (050 |1.00
Le 067 |1.00 |1.00 |1.00 |0.80 067 |1.00
L3 050 080 080 |0.80 067 050 |0.80 |1.00
Lo 067 |1.00 |1.00 |7.00 080 |0.67 |1.00 |0.80 |1.00
L11 1.00 |0E7 |0E7 |07 050 |1.00 067 050 |0.6¥ [1.00
L12 067 |1.00 100 |1.00 080 |0.67 |1.00 |0.80 |1.00 [067 [1.00
L13  |050 080 080 |0.80 |1.00 050 |0.80 067 |0.80 (050 (080 [1.00
L14 067 |1.00 |1.00 |1.00 080 |0.67 |1.00 |0.80 |1.00 [067 [1.00 [0.80 [1.00
L1 067 |1.00 |1.00 |1.00 |0.80 |0.67 |1.00 |0.80 |1.00 [067 [1.00 [0.80 [1.00 [1.00
L1e  |067 |1.00 |1.00 |1.00 |0.80 |0.67 |1.00 |0.80 |1.00 [067 (100 [0.80 [1.00 [1.00 [1.00
L1# 050 080 080 |0.80 |1.00 050 |0.80 067 |0.80 (050 (o080 [1.00 (080 (080 (o0.80  [1.00
L1g 067 |1.00 |1.00 |1.00 |0.80 |0.67 |1.00 |0.80 |1.00 |OEF [100 |080 (100 (100 |7.00 |0.80 |1.00
L13  |0E67 |1.00 |1.00 |1.00 |0.80 |0.67 |1.00 |0.80 |1.00 |OBF |100 |080 (100 (100 |7.00 |0.80 (100 |1.00
L20 067 |1.00 |1.00 |1.00 |0.80 |0O.67 |1.00 |0.80 |1.00 |OBF [100 |080 (100 (100 |7.00 |0.80 |1.00 |7.00 |1.00
L21 067 100 |100 |1.00 080 067 |1.00 |080 |100 JOBF |100 j080 |100 j100 |7.00 |0.80 (100 |1.00 )7100 |1.00

L2 — Rebel, L3 — Agria, L4 — Bettina, L5 — Bolest& — Filea, L7 — Granola, L8 — Lenka (Ditta),
Milva, L10 — Provento, L11 — Quarta, L12 — Redstdr3 — Remarka, L14 — Amylex, L15 — Apolena,
— Asterix, L17 — Bionta, L18 — Kuras, L19 — Ladydetta, L 20 — Marena, L21 — Markies

16

Obr. 7 : Dendrogram odrid pro oblast patatinového komplexu.

@

2 — Rebel; 3 — Agria; 4 — Bettina; 5 — Bolesta; Bilea; 7 — Granola; 8 — Lenka (Ditta); 9 — Mili) —

Provento; 11 — Quarta; 12 — Redstar; 13 — Remdrka; Amylex; 15 — Apolena; 16 — Asterix; 17 — Biant

18 — Kuras; 19 — Lady Rosetta; 20 — Marena; 21ardés.
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5.2.

5.2.1.

Charakterizace bilkovinnych profili statistickymi programy MVSP a
STATISTICA po vizualni detekci

Z&kladni udaje k pokusu

Prvni krok — vizuélni detekce jednotlivych praty obou sledovanych oblastech —
hodnoti se fitomnost (1Xi negtitomnost (0) pruhu u zkoumanych adrv konkrétni
pozici dle molekulové hmotnosti markerVystupem je matice. Pro patatinovy
komplex byly zvoleny 3 oblasti ofiplizné molekulové hmotnosti 43, 41 a 39 kDa.
Pro oblast inhibitar proteas bylo zvoleno 8 oblasti tilizné molekulové hmotnosti
23,22, 21, 20, 19, 18, 16 a 14 kDa.

Druhy krok — cela matice se podrobi clusterové analyze pordeol zmisohi
statistickych hodnoceni. Prvnitgob vyhodnocovéani se provede v programu MVSP
(Algoritmus: Unweighted pair-group average; perceimilarity). Druhy zgsob
vyhodnocovani se provede pomoci programu STATISTIGAIgoritmus:
Unweighted pair-group average, percent disagreeméegistupem je dendrogram a
tabulka podobnostnich  koeficiént V pripace  vyhodnocovani  programu
STATISTICA je navic tabulka statistickych koefictén algoritmu percent

disagreement zat@lem lepSiho porovnani transformovana, viz. kapifdl2.5, 3b).

Treti krok — vysledky matice pro oblast inhibifoproteas se podrobi clusterové
analyze stejnymi Zjsoby statistického vyhodnocovani, jaké jsou uvedeny

v druhém kroku.
Ctvrty krok — vysledky matice pro oblast patatinovych bilkovie podrobi

clusterové analyze stejnymiigoby statistického vyhodnocovani, jaké jsou uvedeny

v druhém kroku.
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5.2.2. Charakterizace bilkovinnych profifi hliz po vizualni detekci

Vysledkem vizuélni detekce gelu v obou sledovangblastech je matice uvedena
v (Tab. 15). Pro patatinovy komplex byly zvolengl#asti o piblizné molekulové hmotnosti
43, 41 a 39 kDa. Pro oblast inhibiigproteas bylo zvoleno 8 oblasti @ilghizné molekulové
hmotnosti 23, 22, 21, 20, 19, 18, 16 a 14 kDa.

Tab.15: Vychozi matice pro clusterovou analyz

Pritomnost/nep‘itomnost pruha v konkrétni pozici na gelu (kDa)
Nazev odiidy | Kéd Patatin Inhibitory proteas
43 41 39 23| 22| 211 20 19 18  1p 14

Rebel 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1
Agria 2 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1
Bettina 3 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0
Bolesta 4 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0
Filea 5 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0
Granola 6 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0
Lenka (Ditta) 7 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0
Milva 8 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1
Provento 9 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1
Quarta 10 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1
Redstar 11 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1
Remarka 12 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1
Amylex 13 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1
Apolena 14 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1
Asterix 15 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1
Bionta 16 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0
Kuras 17 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1
Lady Rosetta 18 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1
Marena 19 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0
Markies 20 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0
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5.2.3. Clusterova analyza bilkovinnych profi hliz

zastoupeni proufkodmida Granola (4). Naopak nejvice protz{8), neélo celkem sedm
odrad (Agria, Lenka, Milva, Provento, Remarka, Amyldxady Rosetta). Pomoci programu
MVSP byla zjiSéna 100% mira genetické podobnosti mézdvojic odiid (Amylex - Lady
Rosetta; Bettina - Markies; Filea - Bionta). Stejmysledek byl dosazen i programem
STATISTICA (Obr. 8, Obr. 9). Na zakladvypcitu podobnostni matice koeficiénbyla

e

nejnizSi miry genetické podobnosti (36,36 %) bytsaFeno i programem STATISTICA,
celkem u 4 dvojic odid (Bettina - Redstar; Redstar - Markies; Granofesterix; Granola —
Redstar), (Tab.17). Zadna z dvojiceidir které vykazovaly stoprocentni miru vzajemné
genetické podobnosti, n&ta spol€éného rodie a zarovie nepochazela od stejné Slechtitelské
firmy (Tab.6, Obr.8, Obr.9).
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Obr. 8: Dendrogram vychozi matice odfid vytvoieny programem MVSP.
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Obr. 9: Dendrogram vychozi matice vytv@#eny programem STATISTICA.
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Tab. 16: Podobnostni matice odid vypoétena programem MVSF

1

2

3

4

5

6

7

8

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

100.00

61.54

100.00

72.73

57.14

100.00

60.00

61.54

90.91

100.00

66.67

66.67

92.31

83.33

100.00

44.44

50.00

80.00

88.89

72.73

100.00

61.54

75.00

71.43

61.54

80.00

50.00

100.00

61.54

75.00

71.43

76.92

66.67

66.67

75.00

100.00

© |0 (N | [0~ W N |-
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85.71

76.92

80.00
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75.00
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100.00

[E=Y
o

90.91

71.43

66.67

54.55

61.54

40.00

71.43

71.43

85.71

100.00

=Y
=Y

66.67

93.33

46.15
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57.14
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66.67

76.92
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N
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80.00

50.00

75.00
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85.71
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=
w
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87.50
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61.54

80.00

50.00
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100.00

=
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83.33
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1 — Rebel; 2 — Agria; 3 — Bettina; 4 — Bolesta; Bilea; 6 — Granola; 7 — Lenka (Ditta); 8 — Mik&;- Provento; 10 — Quarta; 11 — Redstar; 12 — Riesmar

13 — Amylex; 14 — Apolena; 15 — Asterix; 16 — Bianl7 — Kuras; 18 — Lady Rosetta; 19 — Marena: Rlarkies.a
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Tab. 17: Podobnostni matice odid vypoétend programem STATISTICA

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

100.00

54.55

100.00

72.73

45.45

100.00

63.64
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90.91

100.00

63.64
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63.64

54.55

72.73

45.45

100.00

54.55

63.64
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54.55
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72.73

45.45

81.82

45.45

45.45

45.45

54.55

45.45

63.64

54.55

54.55
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45.45

63.64

100.00
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72.73

45.45

100.00

90.91

90.91

81.82

63.64

63.64

81.82

63.64

36.36

63.64

63.64

54.55

54.55

90.91

45.45

63.64

63.64

100.0(

1 — Rebel; 2 — Agria; 3 — Bettina; 4 — Bolesta; Bilea; 6 — Granola; 7 — Lenka (Ditta); 8 — Mi&;- Provento; 10 — Quarta; 11 — Redstar; 12 — Riesmar
13 — Amylex; 14 — Apolena; 15 — Asterix; 16 — Bianl7 — Kuras; 18 — Lady Rosetta; 19 — Marena; Rarkies.a




5.2.4. Clusterova analyza odid v oblasti inhibitor @ proteas

prouzki odrida Granola (4). Naopak nejvice prot46), melo celkem sedm odd (Agria,
Lenka, Milva, Provento, Amylex, Lady Rosetta, Magn(Tab.15). Pomoci programu
MVSP bylo zjis¢no, Ze celkem 12 odd vykazuje 100% miru vzajemné geneticke
podobnosti sé&kterou z ostatnich odd. Identicky vysledek byl dosazen programem
STATISTICA (Obr. 10, Obr. 11). Na zakladypaitu podobnostni matice koeficiénbyla
(Tab.18). Stejny vysledek nejnizSi miry genetickédgbnosti byl zji&n programem
STATISTICA (Tab.19).
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Obr. 10: Inhibitory proteas - dendrogram odriad vytvofeny programem MVSP.
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Obr. 11: Inhibitory proteas - dendrogram vytvoieny programem STATISTICA.
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T'ab. 18: Podobnostni matice odid pro oblast inhibitor @ proteas vypdtena programer MVSP

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

100.00
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1 - Rebel; 2 — Agria; 3 — Bettina; 4 — Bolesta; Bilea; 6 — Granola; 7 — Lenka (Ditta); 8 — Mil@:- Provento; 10 — Quarta; 11 — Redstar; 12 — Riemar
13 — Amylex; 14 — Apolena; 15 — Asterix; 16 — Bianl7 — Kuras; 18 — Lady Rosetta; 19 — Marena; Rarkies.a
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Tab. 19: Podobnostni matice odid pro oblast inhibitora proteas vyp@&tena programem STATISTICA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 [100.00
2 150.00/100.00
3 175.00{50.00/100.00
4 |[62.50]|62.50|87.50(100.00
5 175.00{50.00/100.00 87.50]100.00
6 62.50|62.50|87.50]100.00 87.50100.00
7 150.00|50.00|75.00]62.50|75.00|62.50{100.00
8 150.00|75.00|50.00|62.50|50.00|62.50|75.00|100.00
9 |75.00|75.00|75.00]62.50|75.00|62.50|75.00|75.00{100.00
10 [87.50|62.50|62.50(50.00|62.50|50.00|62.50|62.50|87.50100.09
11 162.50|87.50|37.50|50.00|37.50|50.00|37.50{62.50| 62.50| 75.00|100.0Q
12 187.50|62.50|62.50|50.00|62.50|50.00|62.50|62.50| 87.50|100.00 75.00|100.00
13 |75.00|75.00|75.00|62.50|75.00|62.50| 75.00| 75.00|100.070 87.50|62.50| 87.50100.00
14 162.50|87.50|62.50| 75.00|62.50| 75.00|62.50|87.50| 87.50| 75.00| 75.00| 75.00| 87.50]100.00
15 |87.50|62.50|62.50|50.00|62.50|50.00|62.50|62.50| 87.50(100.00 75.00|100.09 87.50| 75.00|100.00
16 |75.00|50.00]100.00 87.50|100.00 87.50| 75.00| 50.00| 75.00| 62.50| 37.50|62.50| 75.00| 62.50| 62.50|100.00
17 [75.00]|75.00|50.00|62.50|50.00|62.50|50.00|75.00| 75.00|87.50|87.50|87.50| 75.00| 87.50| 87.50|50.00|100.00
18 |75.00|75.00|75.00|62.50|75.00|62.50|75.00|75.00|100.00 87.50|62.50|87.50|100.00 87.50|87.50| 75.00| 75.00|100.00
19 |50.00|50.00|75.00|62.50|75.00|62.50| 75.00|50.00|50.00|37.50|37.50|37.50|50.00| 37.50{37.50| 75.00| 25.00{ 50.00|100.00
20 ]75.00(50.00{100.00 87.50{100.00 87.50| 75.00| 50.00| 75.00| 62.50| 37.50| 62.50| 75.00| 62.50| 62.50{100.00 50.00| 75.00| 75.00|100.0(

1 — Rebel; 2 — Agria; 3 — Bettina; 4 — Bolesta; Bilea; 6 — Granola; 7 — Lenka (Ditta); 8 — Mi&;- Provento; 10 — Quarta; 11 — Redstar; 12 — Riesmar
13 — Amylex; 14 — Apolena; 15 — Asterix; 16 — Bianl7 — Kuras; 18 — Lady Rosetta; 19 — Marena; Rarkies.a




5.2.5. Clusterovéa analyza odid v oblasti patatinového komplexu

Pri vizualnim vyhodnocovani gelu v oblasti patatinowékomplexu se pohyboval
pocet prouzk od 1 do 3 (Tab.15). Pomoci programu MVSP byl&t&jio, Ze vSechny
odrady krome odridy Granola vykazuji 100% miru vzijemné genetické&obmosti
s rekterou z ostatnich ofld. Identického vysledku bylo dosaZzeno i pomoci paow
STATISTICA (Obr. 12, Obr. 13). Na zakladypaitu podobnostni matice koeficiénbyla
programem MVSP stanovena nejnizSi mira geneticldoipoosti mezi odidami na 0 %,
celkem v 11 fpadech (Tab.20). Podobné vysledky byly Zp§t i programem
STATISTICA. Nejniz§i mira genetické podobnosinila 0 %, celkem v 9 ippadech
(Tab.21).
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Obr. 12: Patatinovy komplex - dendrogram odiid vytvoieny programem MVSP.
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Obr. 13: Patatinovy komplex - dendrogram vytvaeny programem STATISTICA.
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Tab. 20: Podobnostni matice odid pro oblast patatinovych bilkovin vypaitena programem MVSP

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 ]100.00
2 |66.67]100.00
3 |66.67]50.00/100.00
4 ]66.67|50.00(100.00100.00
5 [50.00|80.00/80.00|80.00|100.00
6 0.00 | 0.00 |66.67|66.67|50.00|100.00
7 |66.67]100.00 50.00|50.00|80.00| 0.00 {100.00
8 |66.67]50.00|100.00100.00 80.00|66.67|50.00|100.00
9 |66.67]50.00/100.00100.00 80.00|66.67|50.00|100.00100.00
10 |100.00 66.67|66.67|66.67|50.00| 0.00 |66.67|66.67|66.67|100.0Q
11 |66.67]|100.00 50.00{50.00|80.00| 0.00 |100.00 50.00|50.00|66.67|100.00
12 |50.00|80.00|80.00{80.00/100.040 50.00|80.00|80.00|80.00|50.00|80.00|100.00
13 |66.67]100.00 50.00|50.00|80.00| 0.00 |100.00 50.00|50.00|66.67|100.0¢ 80.00100.00
14 |66.67]100.00 50.00|50.00|80.00| 0.00 |100.00 50.00|50.00|66.67]100.04 80.00|100.00100.00
15 |66.67]|100.00 50.00|{50.00|80.00| 0.00 |100.00 50.00|50.00|66.67|100.04 80.00|100.00100.00100.00
16 |50.00|80.00|80.00|80.00|100.00 50.00|80.00|80.00| 80.00|50.00|80.00|100.09 80.00| 80.00| 80.00{100.00
17 |66.67]100.00 50.00|50.00|80.00| 0.00 |100.00 50.00|50.00|66.67|100.0¢ 80.00(100.00100.00100.079 80.00|100.00
18 |66.67]100.00 50.00|50.00|80.00| 0.00 |100.00 50.00|50.00|66.67|100.04 80.00|100.00100.00100.079 80.00|100.00100.00
19 |66.67]100.00 50.00|50.00|80.00| 0.00 |100.00 50.00|50.00|66.67|100.04 80.00|100.00100.00100.070 80.00/100.00100.04100.00
20 ]66.67)/50.00{100.00100.00 80.00|66.67|50.00/100.00100.04 66.67|50.00| 80.00|50.00| 50.00| 50.00| 80.00|50.00| 50.00| 50.00100.0(¢

1 - Rebel; 2 — Agria; 3 — Bettina; 4 — Bolesta; Bilea; 6 — Granola; 7 — Lenka (Ditta); 8 — Mil@:- Provento; 10 — Quarta; 11 — Redstar; 12 — Riemar

13 — Amylex; 14 — Apolena; 15 — Asterix; 16 — Bianl7 — Kuras; 18 — Lady Rosetta; 19 — Marena: RAarkies.a
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Tab. 21: Podobnostni matice odid pro oblast patatinovych bilkovin vypaitena programem STATISTICA
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1 — Rebel; 2 — Agria; 3 — Bettina; 4 — Bolesta; Bilea; 6 — Granola; 7 — Lenka (Ditta); 8 — Mi&;- Provento; 10 — Quarta; 11 — Redstar; 12 — Riesmar
13 — Amylex; 14 — Apolena; 15 — Asterix; 16 — Bianl7 — Kuras; 18 — Lady Rosetta; 19 — Marena; Rarkies.a




6. Diskuse

Pred vyslovenim jakychkoliv z&vwi vyplyvajicich z charakterizace ddr brambor
technikou SDS-PAGE je nutné diskutovat o jednotlvyfaktorech, které maji vliv na
dosazené vysledky. Mezi tyto faktory figiredevSim extralni, separéni a dete&ni metody.
Mezi dalSi faktory pa&t mira variability zasobnich protéinhliz a pouzité metody
vyhodnocovani gél

6.1. Extrakéni metody

Z davoda zachovani enzymatické aktivity je nutné vSechrokirprovadt pii nizké
teplog€, pomerné rychle, a pipadré pouzivat latky blokujici proteasy (GRAMAN et al.
1995). RoveZ je nutné veskeré pracovni operace prévad nejpéliveji — hrozi nebezpg
kontaminace jednotlivych vzolk Rozpracované vzorky je gebné udrzovatip pracovnich
operacich (i v intervalech mezi nimijipeplot do 4°C (nejlépe v ledové&isti). Nedodrzeni

téchto podminek by mohlo mit vliv na vysledna separndvspektra.

6.2. Separa&ni metody

Pro vlastni elektroforetickou separaci byla pouditkontinualni deskova denattna
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. Polyakmyildovy gel ma oproti jinym no&im
fadu vyhod ale i nezadoucich vlastnosti. Mezi vyhtahto geli pati dle ANDREWS
(1993) a ANONYM 3. (1994):

- pruznost a termostabilita dgel
- presné regulace velikosti a mnozstvigpor
- polyakrylamidovy gel je mozné po vysuSeni truadbovat

- gel je pfihledny, coz umaiuje lepSi vyhodnoceni
Elektroforetické separace na polyakrylamidovém gedji tedyradu grednosti. Jejich

uskalim by mohla byt rizikovost pouzivanych cherikéterou Ize snizit pouzivanim

hotovych komemich roztok akrylamidu a BIS (odpadd manipulacé pavazovani).
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Vi s

pouZiti hotovych komenich geti, provedeni elektroforézy je pak ale podstattandardgsi
(BRADOVA, SYKOROVA 2006). V této diplomové préaci mgy pro elektroforetickou
separaci pouzity standardni kor@r gely ani hotové komeéni roztoky akrylamidu a BIS.
Jednotlivé gely se tak mohou mirfiSit svym sloZzenim. To fiZe mit za néasledek
nerovnongrnou velikost pdk u jednotlivych gelugimz se niZze snizovat opakovatelnost
vysledki. Dale je teba zminit méhcinnou kvalitu separace bilkovin, jeZ byla zaznamena
v oblasti inhibitoti proteas, fedevsSim v oblasti od 19 do 24 kDa. To jésgbeno tim, Ze
inhibitory proteas maji v této oblasti nefednejSi zastoupeni (POVREAU 2004) a jejich
jasné oddeni od sebe je nad moznosti pouziteho 10% seépéma gelu. LepSi separace
bilkovin v oblasti inhibito&i proteas by mohla byt dosazena pouzitim hustSifo; 16%
separaéniho gelu (1 X crosslinker - AC/bis = 48/1.5 ghoe2 x crosslinker - AC/bis = 48/3
g), Vv kombinaci s tris tricinovym vanovym pufrerth § Tris, 1 M Tricine, 1 % SDS), jez
doporiuje JUDD (2002) k SDS analyze pepitid

6.3. Detekni metody

Pro detekci spektra zasobnich hlizovych bilkovidabgouzita technika barveni
Coomassie Blue (s¢t8 methanol, ledova kyselina octova, voda v panb:1:4 + 0.1 %
Coomassie Brilliant Blue R-250, Sigma Co.)¢itbu nevyhodou techniky odbarvovani wel
pomoci Coomassie Blue je jeji nizSi citlivost a @olbdbarvovani. Doba detekce
separovanych bilkovin a nasledné vysouSeni g&8 delSi dobu (5 - 7 dni). Rychlejsiho
postupu vSak Ize docilit barvenim gelu po dobu 4dutnve sngsi 0,1% Coomassie Blue R-
250, 0,1% siranu &’natého v 25% isopropanolu a 10% kys. octové. Gelpaté nechaji
pies noc v 25% ethanolu a 10% kys. octové, naslednoplachnou v destilované vod
pondi do acetonu. Porjgani acetonu dochazi k dehydrataci a stnisgelu a objevuje se
bilé pozadi, porrné¢ dokre vyniknou i slabSi modré bilkovinné prouzky. Obuadiého
vysledku Ize dosahnout i precipitaci absolutnimaethem CURN 2003). K rychlejSimu
vysouseni gelu Ize ro¥n pouzit komemeé dostupné sudky (ANONYM 4. 2007).

Pro identifikaci bilkovin Ize také pouzit koloidalato nebo barveni ibrem. Tyto
techniky se wtSinou pouzivaji pro detekci bilkovin o velmi nizkéolekulové hmotnosti
(ALBERTS et al. 2004). GRAMAN et al. (1995) uvid Ze techniky barveni gelu koloidnim
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zlatem nebo sibrem skytaji citli¥jSi a gesrEjSi zpisob detekce oproti technice Coomassie
Blue. Barveni stbrem je Udajs az 100 krat citligjSi neZ Coomassie Blue (GRAMAN et al.
1995). Je vSak nutnéfipomenout, Ze ab techniky jsou podstaindrazsi nezZ technika
Coomassie Blue. Barveni pomoci Coomassie Blue&owouzil pro analyzu bilkovinnych
spekter 119 linii bramborovych mikrohlizek RAJAPBK et al. (1991).

6.4. Variabilita zasobnich bilkovin

6.4.1. Variabilita zasobnich bilkovin v oblasti pa&tinového komplexu

V oblasti patatinového komplexu byly u jedné iatir zaznamenany maximéilr8
hmotnostni izomery zasobnich bilkovin. Hmotnostmiriabilita v oblasti patatinovych
bilkovin je velmi nizka. Molekulové hmotnosti jedheych patatinovych izomér se
negastji pohybovaly kolem hodnot 39, 41 a 43 kDa, cozmddad hodnotam uvédym
v nowjSich publikacich (POTS et al. 1999a). ProtozZe Ipsdcharidovésasti ¢ini asi 4%
z relativni hmotnosti patatinové makromolekuly (FEDTL999b), je pravgbodobné, ze
pii¢cinou variability v molekulovych hmotnostech @drje rozdilny peéet glykosylaci u
jednotlivych izomel patatinovych proteiin

Mirné odchylky od &chto molekulovych hmotnosti byly zaznamenany uuddr
Milva (38.588 kDa) a naopak nejvySSi u wdly Filea (43.986 kDa). iRinou t&chto
odchylek u vySe uvedenych d@dr miZze byt bodova mutace, nizky, nebo naopak vysoky
pocet glykosylaci (POTS 1999b). Je re¥ntreba zminit, Ze POTS et al. (1999a) pro své
meéreni pouzil vysoce citlivou analytickou techniku pstanoveni molekulové hmotnosti
bilkovin (MALDI TOF — MS), a to pouze ditodrid. Dale je teba uvést, Ze POTS (1999b)
uvadi hodnoty molekulovych hmotnosti jednotlivyclatagiinovych izomer vypcoitené
z primarni sekvence patatinu, coz je nad mozntesthniky SDS-PAGE, kterou jsem pouzil

ve své diplomové praci.
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6.4.2. Variabilita zasobnich bilkovin v oblasti infibitor @ proteas

V pripadt oblasti inhibitofi proteas byl u vSech sledovanychimipozorovan o ¢co
vySSi p@et pruhi, coz je zfisobeno tim, Ze inhibitory proteas jsou oproti régiatatinovych
bilkovin vice fiznorodou skupinou (POVREAU 2004). Inhibitory pratese podle najySich
publikaci &li do sedmi odliSnych skupin podle specializaceuridty typ proteasy. Ry
pruhi se u zkoumanych ofill pohybovaly odityi (v pripack vizualniho vyhodnocovani) do
deseti (v pipad vyhodnocovani pomoci digitalni obrazové analyyariabilita €chto
bilkovin je tedy daleko vysSi nez u patétictemuz odpovidaji i vysledné dendrogramy
sestavené pro jednotlivé oblasti. Bagtji namérené hodnoty molekulovych hmotnosti se
pohybovaly v rozmezi od 19 do 23 kDa. Prgyatobré se jedna o inhibitory proteas typu
Kunitz, které maji fiblizn¢ stejnou molekulovou hmotnost aepstavuji nejpeetnsjsi
skupinu inhibitofi proteas (POVREAU 2004; KONINGSVELD 2001).

6.5. Metody vyhodnocovani spekter zasobnich bilkn

6.5.1. Vyhodnocovani gelu digitalni obrazovou anakpu pomoci programu BIO 1D++

(BioProfil)

Ziskané elektroforegramy byly digitalizovany a pmmh Nei a Li koeficientu
podobnosti byl vyhodnocen vztah mezi sledovanymiggpy odfid. Ve své praci jsem timto
programem sledoval biochemickou variabilitu zasobrilkovin u celkem 20 odd. Mira
genetické podobnosti se mezi jednotlivymi immi pohybovala iblizné¢ kolem 80 %.
NevysSi mira genetické podobnastiila 100% a byla nalezena celkem u dvou dvojiciddr
(Agria — Redstar; Bettina — Asterix). Zadna z deajdiid, které vykazovaly stoprocentni
miru vzajemné genetické podobnosti, gEmspoléného rodie a zarove nepochézela od
stejné Slechtitelské firmy. U zasobnich bilkovin sepotvrdila vysSi mira genetické
podobnosti mezi oddami pochazejicimi od stejné Slechtitelské firmgréu zjistili BARTA
et al. (2003) f studiu biochemické variability izoesteraz a isapedaz.

Mezi vyhody digitalni obrazové analyzy oproti véimimu hodnoceni gél pati
presrgjSi a objektivijSi vyhodnocovani jednotlivych prouZkna gelu a moznost volby

konfidertniho intervalu. Pomoci programu BioProfil byle siedovanych oblastech u jedné
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odnidy zjiS€no az 12 proudk zatimco pi vizualnim hodnoceni geléinil detekovany poet
maximalré 8 prouzki. Program BioProfil rovéZ dokazal |épe odliSit ofdy se 100% mirou
genetické podobnosti.

Mezi nevyhody programu BioProfil gajeho nekompatibilita s ostatnimi programy.
DalSi nevyhodou iize byt a také to, Ze hodnocené prouzky jsou progmarhodnoceny
pouze podle fitomnosti prouzku v dané pozici na gelu. Neni ta&nkh v Gvahu intenzita
pruhi, kterd niize byt ovliviena rozdilnou genovou davkou. Genova davkazenm byt
ovlivnéna funknosti nebo nefurtkiosti sady alel tetraploidnich édr brambor druhu
Solanum Tuberosum L.. MuzZze se také liSit pgem kopii jednotlivych gein které jsou
zodpo¥dné za syntézu bilkovin. NApTWELL a OOMS (1988) uvagi, Zze paet kopii
.patatinového” genu na haploidni genom je 10 — Hawislosti na odrdé. Diky raizné mie
genoveé davky tak vznikd mezi jednotlivymi édami brambor dalSi variabilita, kterd vSak
neni programem hodnocena.

Tento zgisob vyhodnocovani gelrovrgz pouzili DVORACEK a CURN (2003) i
hodnoceni bilkovinnych frakci jako biochemickychrkeaii pro identifikaci odiéd pSenice

Spaldy.

6.5.2. Vizualni vyhodnocovani gelu pomoci progratinMVSP a STATISTICA

Jako doplgk k digitalni obrazové analyze bylo provedeno viau&yhodnocovani
gelu s vyuZzitim clusterové analyzy. Pro vyhodnociwéariability zasobnich bilkovin otid
brambor jsem v tomtoifpact pouZzil izné statistické programy. Prvnitgmb statistického
vyhodnocovani byl proveden pomoci programu MVSRydidmus UPGMA - percent
similarity). Druhy zmsob vyhodnocovani byl proveden programem STATISTICA
(algoritmus UPGMA - percent disagreement). Oba oy shoda odliSily odmidy, které
vykazovaly 100% podobnost pro vSechny sledovanastibbilkovinného spektra. Dosazené
vysledky rozliSeni odid se mezi programy minliSily ve vypaitu podobnostnich
koeficienti odrid, coz je zppsobeno pouzitim rozdilnych algoritm

Mezi nevyhody vizuélniho hodnoceni, oproti jinymetodam, pa&t silngjSi
subjektivita gi hodnoceni gél . Mezi vyhody paf vétsi jednoduchost a rychlost provedeni
(CURN, SAKOVA 1999).
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Vyhodnocovani gél s vyuzitim UPGMA clusterové analyzy je ra¥n ¢asto
vyuZivanou metodou pro studium biochemické varigbibdrid brambor. Tento Zfsob
vyhodnocovani brambor pouzili nagkORMUTAK et al. (1999) a BARTA et al. (2003).
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7. Zaver

Z vysledki dosazenych v této diplomové praci Ize vyvozovateddujici zavry:

V oblasti patatinovych bilkovin byly zaznamenangximalre 3 hmotnostni izomery
(u odiid Filea, Milva, Remarka a Bionta). U ostatnichtadbyly zaznamenany jeden nebo
(38.588 kDa) a nejvyssSi u adly Filea (43.986 kDa). Hodnoty jednotlivych hmotimdsh
izomelli se najastji pohybuji kolem hodnot 39, 41 a 43 kDa. Varidhilzasobnich bilkovin
v oblasti patatinového komplexu je velmi nizka.

VysSi variabilita byla zaznamenana u bilkovin Vash inhibitoffi proteas. Nejvyssi
pocet pruhii (10) v této oblasti byl nalezen u ady Amylex. Naopak nejmensi pet pruhi
(5) byl zaznamenan u adty Markies. V pipac vizualniho hodnoceni byl nejmenSicpbd
pruhi (4) nalezen u oddy Granola. Nejasgji namétené hodnoty molekulovych hmotnosti
pro oblast inhibitok proteas se pohybovaly v rozmezi od 19 do 23 knikSi molekulova
hmotnost byla zaznamenana u i@tr Apolena (11.768 kDa) a nejvysSi u adly Marena
(23.261 kDa). VysSi variabilita ihibitdrproteas oproti patatinovym bilkovinam je patrnd i

z vyslednych dendrograim

Pfi vyhodnocovani celkového bilkovinného spektra tdigi obrazovou analyzou byla
100% mira genetické podobnosti nalezena u dvouidweajtid (Agria — Redstar; Bettina —
Asterix). V pipac vizualniho vyhodnocovani dgelbyla 100% mira genetické podobnosti
nalezena uif dvojic odid (Amylex - Lady Rosetta; Bettina - Markies; FileBionta).

VhodrgjSim zpmsobem pro vyhodnocovani jednotlivych elektrofoletah spekter
zasobnich bilkovin technikou SDS-PAGE je digitablirazova analyza zZidoda vySSi
presnosti a objektivity ziskanych vysladkNevyhody programu BioProfil 1D++ procély
digitalni obrazové analyzy Ize spatat v jeho nekompatibilits ostatnimi programy a také v
tom, Ze neni schopenétit intenzitu jednotlivych prouzk na geluéimz se ztraci éita c¢ast

odradové variability vyuZitelna k odliSeni aidi.
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Na zéklad vysledki analyzy mezi 17 evropskymi a &skymi odéidami brambor
elektroforetickou technikou SDS - PAGBEo(anum tuberosum L.) se prokazala biochemicka
variabilita zasobnich bilkovin na agfové Urovni. B charakterizaci jednotlivych odid
brambor touto technikou se mi neptitaod sebe odliSit vSechny zvolené ady. Pouziti
techniky SDS-PAGE bilkovinnych profil hliz na modelovém souboru dvaceti wdir
brambor tak nazrtaje, Ze je tato metoda pouzitelna pro odliSovatiragych dvojic odid.
Pro jednoznénou identifikaci konkrétni oddy v ramci velkého souboru agt bude rejmeé
potrebné komplexni pouziti vice proteinovych a isoenayyeh systéra v kombinaci s DNA

markery.
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9. Prilohy

Seznam pouzitych zkratek:

2D-PAGE
6-PGD
AC

ACETYL. CEL.

ADH

BBM

BIS

EST

GOT

IEF

PAGE HB
PAGE MPB
PER

PGGE

PGI

PGM

SDS
SDS-PAGE
SGE
TEMED
TRIS

dvourozina polyakrylamidova gelova elektroforéza
6-Fosfogukonat dehydrogenaza
akrylamid
elektroforéza na acetylceluloze
alkohol dehydrogenaza
biochemické bilkovinné markery
N, N"-methylén-bis-akrylamid (bisakrylamid)
esteraza
glutamat — oxalocetéat transaminaza
isoelektricka fokusace
polyakrylamidova elektroforéza v haygeanim pufrovém systému
polyakrylamidova elektroforéza v midziovém pufrovém systému
peroxidaza
polyakrylamidova koncegtragradientova elektroforéza
fosfoglukoizomeraza
fosfoglukomutaza
dodecyl sulfat sodny
polyakrylamidova elektroforézarit@mnosti detergentu SDS
Skrobova elektroforéza
N, N, N",N" -tetramethylethyléndiamin

tris — (hydroxymethyl)-aminomethan
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