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Anotace

Tato diplomova prace se zabyva inhibitory proteas izolovanych z hliz bramboru
hliznatého (Solanum tuberosum L.) a hodnocenim jejich antifunglnich vlastnosti.
Teoreticka ¢ast pojednava o inhibitorech proteas, které maji antifungalni ucinek. Jako
material pro izolaci inhibitorti proteas pomoci separacnich technik byly pouzity odriudy
Adéla, Ornella a Eurostarch. Proteinové frakce byly testovany proti vybranym
mikroskopickym houbam rodu Rhizoctonia a rodu Fusarium, které jsou vyznamnymi

patogeny v zeméd¢lstvi. Jejich aktivita byla vyhodnocena a statisticky zpracovana.

Klicova slova

Odridy bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.), antifungalni proteiny,

Fusarium, Rhizoctonia, inhibitory proteas
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Abstract

This diploma thesis is concerned on protease inhibitors isolated from potato
(Solanum tuberosum L..) tubers and evaluation of their antifungal properties. Theoretical
part of the thesis deals with protease inhibitors which have an antifungal effect. Tubers
of potato cultivars — Adéla, Ornella, Eurostarch - were used for protease inhibitors
isolation. Antifungal activity of isolated protein fractions were evaluated versus fungi
from genus Rhizoctonia and Fusarium that are important pathogens in agriculture. Their

activity was also evaluated statistically.

Key words

Varieties of potato tuberous (Solanum tuberosum L.), Antifungal proteins,

Fusarium, Rhizoctonia, protease inhibitors
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1 Uvod

Vyskyt mykotoxinti zpiisobuje zna¢né problémy v zeméd¢lské produkei na celém
svété. I pfi pouzivani preventivnich opatfeni na poli a béhem skladovani, nelze jejich
vyskytu v krmnych komoditach zcela zabranit. Diky zvySenému zajmu o vyzkum v této
oblasti bylo modernimi analytickymi metodami identifikovano jiz vice nez 400 rtiznych
mykotoxinii. Toxicita riiznych mykotoxinti pfedstavuje vazny problém pro lidi i zvitata.
Mykotoxikézy jsou nemoci zvifat a lidi zplisobené pozienim mykotoxind, jejich
inhalaci nebo kontaktem s klizi. Rozsah negativniho vlivu mykotoxinti od imunosuprese
a vlivu na uzitkovost po hepatotoxicky, nefrotoxicky, neurotoxicky, karcinogenni,
reprodukéni, teratogenni a gastrointestindlni efekt zavisi pfedev§im na druhu a véku
zvitat, celkovém zdravotnim stavu, dale na faktorech prostiedi (hygiena, teplota,

koncentrace zvifat), druhu mykotoxinti, tirovni kontaminace krmiva a dobé ptisobeni.

Mykotoxiny jsou vysoce toxické sekunddrni metabolity mikroskopickych hub
ptedevs$im rodu Fusarium. Pravé na tento z negativniho hlediska nejvyznamnéjsi rod
nezabiraji bézné prodavana antimykotika. Proto je vyzkum zaméfen na hledani novych
latek, které by mohly rlst téchto patogenti eliminovat. Velky potencial by mohly mit
proteiny z bramborovych hliz, a to inhibitory proteas. Pravé inhibitorim proteas se tato
prace vénuje a hodnoti jejich antifungalni aktivitu a potencial vyuZiti jako prostfedku

proti nebezpecnym patogentim.
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2 Literarni prehled

2.1 Hlizové proteiny bramboru hliznatého (Solanum
tuberosum L..)

Brambor hliznaty je celosvétoveé vyznamnou plodinou, jejiz hlizy slouzi k vyziveé
lidstva, zvitat a pro primysl (Barta & Curn, 2004). Hlizu tvoii primémé 75% vody
a susina (Hanusova & Curn, 2006). Dalsi latky obsazené v hlize podléhaji vyznamné
variabilité, kterd zavisi na odridé a prostiedi ve kterém hlizy rostly. V suSiné se
mimo Skrob, hlavni zasobni latku, nachdzeji 1 dalsi polysacharidy jako je vldknina,
hemicelul6za, pektiny, hezozany, pentézany. Déle suSina obsahuje oligo- a
monosacharidy, glykoalkaloidy (solanin), vitamin C, mineralni latky, bilkovinné a
nebilkovinné dusikaté latky (volné aminokyseliny, amidy, asparagin, glutamin).
Obsah dusikatych latek v susing hlizy kolisa vlivem genotypu a prostiedi ve znacném

rozpéti od 34 do 70% (Barta & Curn, 2004).

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

V Tab. 1 jsou uvedeny skupiny hlizovych proteini s charakteristickymi
vlastnostmi pro jejich skupinu mimo inhibitory proteas, jejichz podrobng&jsi
charakteristika je niZe. Patatin tvoii pfiblizn€ 40 % vSech bilkovin v hlize (procento

se mize li§it na zakladé odlisnosti genotypu odriid) (Barta & Curn, 2004).

Tab. 1 Skupiny Alizovych proteinii (Barta & Bdrtovd, 2007)

Skupina Molekulova Aktivita enzymi | Funkce
hmotnost
lipidacylhydrolasy | Obranna funkce
(LAH aktivita) (hypotéza zatim
nepotvrzena)
cytosolové Zasobni, ucast na
Monomer 40 - 43 | fosfolipasy A; a A, | signalni transdukci, ktera
Patatin (45) kDa (PLA; aPLA)) vyvolava obrannou

reakci pfi napadeni.
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Dimer 80 - B-1,2-xylosidasy Neni zcela znama.
88kDa kyselé p-1,3- Obranna funkce,
glukanasy (GLU- antifungalni aktivita.
40)
Lektin 100 kDa v Schopnost redukovat rist
nativnim stavu n¢kterych larev.
(50 % sacharid)
Polynoloxidasy | 60 a 69 kDa polynoloxidasy
Kinasa Nad 45 kDa
Fosforylasové
iIsoenzymy

2.2 Inhibitory proteas

Inhibitory proteas predstavuji ptiblizné¢ 20 — 30% a Vv odridé Elkana az 50%
proteinit z celkového mnozstvi v bramborové stavé (Barta & Bartova, 2007;

Pouvreau, 2004).

Inhibitory proteas tvoii v hlizach bramboru velmi rozsédhlou skupinu (az 40 %
vSech extrahovatelnych proteini hliz) s vysokou mirou strukturni i funkéni
variability (Bartova et al., 2012). Rostlinné inhibitory proteas jsou charakterizovany
jako proteiny majici schopnost inhibovat proteolytické enzymy mikroorganismil a
hub, ale rostlinné proteasy (enzymy vlastni rostlin€¢) jsou inhibovany jen vyjimec¢né
(Barta & Bartova, 2007). Vyznamny podil maji také na regulaci mnoha vyvojovych

procest véetné programované bunécné smrti (Hraska et al., 2006).

Jsou to proteiny, které se vyznamné podili na obrané rostliny vii¢i napadeni
hmyzem a patogeny (Barta & Bartova, 2007; Jongsma, 1995). Nartst koncentrace
inhibitorl je pozorovan jak v misté napadeni, tak i v celé rostling€, inhibitory proteas

piisobi systémové (Hanusova & Curn, 2006).

Hliza obsahuje vysoké mmnoZstvi téchto proteind i bez predchozi indukce
poranénim ¢i patogenem, proto jsou povazovany za zasobni latky (Barta & Béartova,
2007; Hanusova & Curn, 2006; Pouvreau, 2004). Ale je velmi pravdépodobné, Ze
tento protein ma 1 jiné fyziologické funkce (Barta & Bartova, 2007). Neékteré
inhibitory proteas z hliz brambor jsou termorezistentni a zachovavaji si svou aktivitu

1 pti aplikaci vysokych teplot.

12
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2.2.1 Déleni inhibitori proteas

Inhibitory proteas jsou klasifikovany na zakladé typi enzymt, které inhibuji.
Nasledna klasifikace tedy vychdzi z kompozice aktivniho mista proteas, které
inhibuji. Na zéklad¢ tohoto principu je délime naptiklad jako (Barta & Bartova,
2007; Jongsma, 1995):

e serinové (serin ¢i histidin v aktivnim misté proteasy);

e cysteinové (cystein v aktivnim miste);

e aspartatové (aspartatova skupina v aktivnim mist¢);

e metaloproteasové (s kovovym iontem v aktivnim mist¢)

Déleni do skupin mtize byt také komplikovano strukturou aktivniho mista ¢i

homologii sekvenci (Barta & Bartova, 2007).

Pots (1999); Barta & Bartova (2007) déli inhibitory proteas do tii téid. Prvni
ttidu tvoti bramborovy inhibitor I (PI-1), coz je inhibitor serinovych proteas. Tento
protein je pentamer, slozeny z isoinhibitorovych promotorovych podjednotek. Jeho
celkova molekulova hmotnost je 40 kDa. Predstavitelem druhé tfidy je bramborovy
inhibitor Il (P1-2). Tato skupina je tvofena dimery inhibitort serinovych proteas. Obé
podjednotky se chovaji jako jednodoménovy protein. Proteiny o molekulové
hmotnosti 20 az 22 kDa jsou ¢leny tieti tfidy. Tato tfida se dale déli do 4 odlisnych
trid:

inhibitory proteas Kunitzova typu,

inhibitory cysteinovych proteas,

inhibitory aspartatovych proteas

inhibitor karboxypeptidasy.

Vsechny inhibitory proteas zafazené do této tiidy jsou monomery. Lisi se typem
proteasy, kterou inhibuji, a po¢tem cysteinovych zbytkd na podjednotku (Hanusova
& Curn, 2006).

Pouvreau et al. (2001) dé¢li inhibitory proteas do 7 skupin. Déleni se zaklada na
rozdilu molekulové hmotnosti, stavby molekuly, hodnoty isoelektrického bodu a
poctu sulfidickych mustkt v molekule. Podle téchto kritérii Ize rozdélit inhibitory
proteas do nasledujicich skupin (Hanusova & Curn, 2006; Barta & Bértova, 2007):

13
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e inhibitor | z bramboru (PI-1),

e inhibitor 1l z bramboru (PI-2),

e inhibitor karboxypeptidasy z bramboru (PCI),

¢ inhibitor aspartatovych proteas z bramboru (PAPI),
e inhibitor cysteinovych proteas z bramboru (PCPI),

¢ inhibitor proteas Kunitzova typu z bramboru (PKPI)

e ostatni inhibitory serinovych proteas (OSPI)

Nejvice zastoupenymi skupinami inhibitord jsou PI-2 a PCPI, které¢ predstavuji

22 a 12% ze viech proteind v hlize bramboru (Hanusova & Curn, 2006).

Navic bylo zjisténo, ze kyseliny jasmonova a arachidonova aktivuji akumulaci
chymotrypsinovych inhibitorti (PI-1 a PI-2) (Barta & Curn, 2004; Valueva et al.,
2001).

2.2.2 Bramborovy inhibitor I (PI-1)

Je to serinovy inhibitor proteas. Skladd se z péti podjednotek (pentametr) o
velikosti 7,7 — 7,9 kDa. Predstavuji 4,5% z celkovych proteinti ze $tavy brambor.
Zatim bylo objeveno 8 forem této tfidy. Hodnota isoelektrick¢ho bodu se pohybuje
vrozmezi pH 5,1 az 7,8. Vykazuji trypsinovou, chymotrypsinovou aktivitu,
antimikrobidlni a insekticidni U€inky pro mozné vyuziti v genovém inZenyrstvi

(Barta & Bartova, 2007).

2.2.3 Bramborovy inhibitor I (PI-2)

Je to serinovy inhibitor proteas, ktery se sklada ze dvou podjednotek (dimer) o
velikosti 10,2 kDa. Podjednotky jsou spojeny disulfidickymi mustky (Barta &
Bartova, 2007; Lee et al., 1999). Ve §tavé brambor je zastoupena 7 formami, které
predstavuji 22% z celkovych proteini. Hodnota isoelektrického bodu je pH 5,5 az
6,9. Vykazuji trypsinovou, chymotrypsinovou aktivitu, antimikrobidlni a insekticidni

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

14
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2.2.4 Bramborovy cysteinovy inhibitor (PCPI)

Skupina ptedstavuje 12% z celkovych proteinii ze Stavy brambor (Pouvreau et
al., 2001). Tato skupina se sklada z 9 riznych inhibitort o velikosti 20,1 — 22,8 kDa
a o hodnot¢ isoelektrického bodu 5,8 - 9. Jsou to inhibitory cysteinovych proteas

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

2.2.5 Bramborovy aspartatovy inhibitor proteas (PAPI)

Sklada se z 6 skupin riznych inhibitord, ptedstavuji 6% z celkovych proteint ze
Stavy brambor. Hodnota isoelektrického bodu se pohybuje v rozmezi pH 6,2 — 8,7
(Barta & Bartova, 2007). Velikost se pohybuje v rozmezi 19,9 — 22 kDa. Vykazuji
inhibi¢ni aktivitu proteas kathepsinu D, chymotrypsinovou a trypsinovou aktivitu
(Barta & Bartova, 2007; Pouvreau et al., 2001).

2.2.6 Bramborové inhibitory proteas Kunitzova typu (PKPI)

Tato skupina je jedna z nejzndméjsich inhibitorti proteas u brambor (Barta &
Curn, 2004). Jsou sloZeny ze dvou proteinti o molekulové hmotnosti 20,2 kDa (22
kDa) (Barta & Bartova, 2007; Barta & Curn, 2004). Syntetizuje se jako preperotein
o molekulové hmotnosti 27 kDa. Piitomnost preproteinové formy byla nejpocetnéjsi
v poranénych listech (lokalni odpovéd’) a dale také v neporanénych listech
(systematicka odpovéd’). S vyuzitim protilatky proti ,,zralé" formé byly v hlizové
bilkoviné detekovany bilkoviny v rozmezi 22—24 kDa, zatimco v listech poranénych
rostlin byly detekovany bilkoviny s vys$§i molekulovou hmotnosti (27-28 kDa). Z
uvedeného vyplyva, Ze genova exprese rodiny inhibitord brambor o cca 22 kDa (typ
Kunitz) je pod diferencovanou posttranslacni kontrolou v zavislosti na misté vyskytu
(listy, hlizy). Toto zjisténi patrné potvrzuje rozdilné funkce uvedenych bilkovin v
listech (indukce po poranéni, soucast obranného mechanismu) a hlizach (zasobni
bilkovina) (Barta & Curn, 2004; Suh et al., 1999).

Hodnota isoelektrického bodu je vrozmezi pH 8 az 9. Prestavuji 4% z
celkovych extrahovatelnych proteini ze S$tavy brambor. Maji trypsinovou a
chymotrypsinovou aktivitu. Mohou byt detekovany v poSkozenych i neposkozenych
nadzemnich ¢astech rostliny. Byl popsan inhibi¢ni vliv na rist a vyvoj patogenni

houby Fusarium culmorum (Barta & Bartova, 2007).
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2.2.7 Ostatni serinové inhibitory proteas (OSPI)

Zahrnuji dv€ skupiny inhibitori proteas, které ptedstavuji 1,5% z celkovych
proteinit ze Stavy brambor. Molekulova hmotnost prvni skupiny je 21 kDa a 21,8
kDa a jejich isoelektricky bod je v rozpéti hodnot pH 7,5 az 8,8 (Barta & Bartova,
2007). Vykazuji aktivitu proti elastdze, trypsinovou a chymotrypsinovou aktivitu

(Pouvreau et al., 2001).

2.2.8 Bramborovy karboxypeptidasovy inhibitor proteas (PCI)

Sklada se z jedin¢ho zastupce o velikosti 4,3 kDa a ptedstavuje 1% z celkovych
extrahovatelnych proteini ze S§tavy brambor. Vykazuje aktivitu vuci
karboxypeptidaze A. Specifickou vlastnosti tohoto proteinu je odolnost vuéi teplu,

ktera je zpusobena ptitomnosti téi disulfidickych mustkt (Barta & Bartova, 2007).

2.2.9 Izolace hlizovych proteinii

Hliza bramboru obsahuje pfiblizné¢ 2 % dusikatych latek v erstvé hmot¢ a z
toho tvofi 34 az 70 % bilkoviny, které nejsou z hlediska vyzivy zanedbatelné (Barta
& Curn, 2004). Ale hlizy neslouzi jen k vyzivé lidi a hospodaiskych zvitat, jsou také
nenahraditelnym zdrojem pro zpracovatelsky primysl, pfedev§im pro Skrobarensky
prumysl. Ve Skrobarenském primyslu se hlizy hodnoti podle obsahu Skrobu.
Zastoupeni bilkovin ve vstupni suroviné bylo doposud vniméno spiSe negativng,
nebot’ bilkoviny prechazeji do vedlejSich produkti (pfedevsim do tzv. hlizové vody -
PFJ) a zplsobuji problémy pii konecné likvidaci tohoto odpadniho materialu (Barta

et al., 2008).

Odpadni hlizovou vodu lze v Ceské Republice vyuZit pouze jako dusikato-
draselné organické hnojivo, které se aplikuje v blizkosti Skrobarenskych provozi. I
toto pouziti mize byt problematické. PFJ hnojeni pfi rozkladu velmi zapaché a svym
zapachem obtéZzuje okoli hnojenych oblasti. Dal$im problémem je v soucasné dobé i
to, ze se smi hlizovéa voda vyvazet na pole v dasledku platnosti ,,nitratové smérnice*
jen do 15.11.. Nyni se pohled na tento odpad za¢ina ménit. A hlizova voda jiz zac¢ina
byt chipana jako surovina s potencidlem produkce nutricné kvalitnich a

obchodovatelnych bilkovin (Barta et al., 2007).
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2.2.10 Izolace bilkovin pomoci srazeni

Izolace peptidovych frakci 1ze provést podle metodiky v kapitole 4.2 Pfiprava

proteinu.

Izolace hlizovych bilkovin pomoci srazecich €inidel - izolace bilkovin z hlizové
vody brambor pomoci jejich vysrazeni je z hlediska primyslového vyuziti
perspektivni zptlisob, nebot’ v zavislosti na typu pouzitého srazeciho ¢inidla Ize timto
zpusobem ziskat dostatecné mnozstvi nedenaturovanych bilkovin. Pro tento typ
izolace hlizovych bilkovin byly testovany organické i anorganické kyseliny
(Koningsveld et al., 2001), jejichz G¢innost z hlediska vytéznosti izolovanych
bilkovin byla nejvyssi pii dosazeni pH 3. Uspésnost vyuziti organickych
rozpoustédel (etanol, metanol, aceton, 2-propanol) je velmi silné zavisla na rezimu
teplot, za kterych izolacni postup probiha. Béhem srazeni pomoci organickych
rozpoustédel dochdzi k uvolnéni tepla, coz je pravdépodobné hlavnim divodem
nizké vytéznosti i zpétné rozpustnosti vysrazenych bilkovin. Ptipadné primyslové
vyuziti téchto Cinidel tedy musi ve svém technologickém feSeni bezpodminecné
pocitat s nutnosti snizit teplotu reakéni smési minimalné¢ pod 10 °C. Vysoka
vytéznost izolovanych bilkovin se zachovanim zpétné rozpustnosti byla
zaznamenana také pii pouziti soli kovl (FeCl3, ZnCI2, FeSO4). Pii pouziti téchto
sraZecich cinidel nebyla pozorovana tak vysoka citlivost vici teploté. Vytéznost
1zola¢niho postupu a rozpustnosti izolovanych bilkovin je velmi vysoka, zvIasté pak
pii pouziti trojmocnych kovt, jako to je naptiklad u FeCl3 (Koningsveld 2001; Barta
& Bartova, 2008). Technologicky nevyfeSenym problémem izolace hlizovych
bilkovin pomoci dvojmocnych a trojmocnych kovl je odstranéni téchto iontl z
vysledného bilkovinného koncentratu, coz znehodnocuje jeho dalsi vyuziti (Barta et

al., 2007; Kristinova, 2011).

2.2.11 Izolace bilkovin pomoci separa¢nich metod

Chromatografické metody

Chromatografie je fyzikalné¢ chemicka separa¢ni metoda selektivniho déleni
slozek smési zaloZena na rozdilné rychlosti migrace rozpusténych latek. Konkrétné
jde o migraci v systému dvou fazi, z nichz obvykle je jedna faze nepohybliva
(stacionarni) a jedna pohybliva (mobilni). Chromatografické déleni nastava, uvede-li

se jedna faze do pohybu proti druhé, kde je proudénim naruSovana a diftzi zpétné
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ziskavana rovnovédha mezi latkami rozpuSténymi stacionarni a mobilni fazi

chromatografickém systému (Anonym 5).

Chromatografické metody tvori Siroka Skala skupin metod, zalozenych na
rizném principu separace. NejCastéji se podle charakteru fazi rozd¢€luji
chromatografické¢ techniky na dvé metody a to na plynovou chromatografii a
kapalinovou. Kapalinova je v systémech kapalina - kapalina nebo kapalina - pevna
latka (Anonym 5).V praxi se v Nizozemi pouziva v pramyslové podob¢ obdoba
adsorp¢ni chromatografe pro ziskavani nativnich proteinti z hlizové vody. Jinak se
ostatni chromatografické metody pouzivaji spiSe jen na Grovni laboratofi — vyvoj a

vyzkum.

FPLC
Sttedotlaka kapalinova chromatografie (FPLC - fast protein liquid
chromatography) je forma vysoce vykonné chromatografie, ktera vyuziva vysoké
rozliSeni, ktery byl umoznén malym primérem stacionarnich fazi (Madadlou et al.,
2011). Stiedotlaka chromatografie vyuziva Cerpadlo, které fidi rychlost, kterou
mobilni fdze prochazi stacionarni fazi. Systém FPLC byl vyvinut v roce 1982, od té

doby bylo vyvinuto mnoho riiznych systému FPLC (Anonym 4).

FPLC tekuté systémy se obvykle skladaji z Cerpadla, UV detektoru, méfice
vodivosti a sbérafe frakci pfi provoznim tlaku 24 MPa. Obecné schéma prichodu

mobilni faze FPLC systémem je zobrazeno na obr. 1 (Anonym 4).

Vzorky se mohou do smycky nanaset manudlné ¢i automatickou injekci. Nékteré
systétmy maji detektory pro sledovani vzorku s multi-vinovymi délkami. To je

vhodné zejména pro fluorescencné znacené proteiny (Anonym  4).
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and reverss flow

Obr. 1:0becné schéma cesty FPLC (Anonym 4)
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,»Size exclusion® efekt
Size Exclusion Chromatography (SEC) od sebe odd¢€luje molekuly na zaklade

jejich velikosti filtraci pies gel. Gel se sklada ze sférickych kuli¢ek obsahujicich pory
o specifickém rozdéleni velikosti. Mal¢ molekuly difunduji do pért a jejich pratok
kolonou je zpomalen podle jejich velikosti. Velké molekuly nemohou do port
vstoupit a protékaji kolonou rychle - vylouceny jako prvni frakce. Molekuly jsou

tedy eluovany v pofadi od vétSich molekul po molekuly s malou molekulovou

hmotnosti viz obr. 2 (Anonym 6).

SEC je velmi vyhodné k separaci molekul, 1ze ji dobfe vyuzit v piipadech, kdy
jiné techniky nefunguji (IEX nebo HIC). RozliSeni separace zavisi na velikosti ¢astic,
velikosti port, prutoku, délce kolony a objemu vzorku. Obecné plati, ze nejvyssi
rozliSeni mezi dvéma frakcemi je docileno v kolondch s mirnymi prutoky, Vv
dlouhych, v uzkych sloupcich, s malymi velikostmi ¢astic gelu, s malymi objemy
vzorku (1 -5 % z celkového objemu kolony) a viskozita vzorku, ktera je stejna jako

eluentu (Anonym 6).
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Obr. 2: Obecné schéma pritbéhu SEC (Anonym 7)
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Efekt iontové sily

Efekt iontové sily vyuziva ionto-vyménna chromatografie - separace ionti a
polarnich molekul na zéklad¢ jejich afinity k ionexu. Lze pouzit k oddéleni proteinu,
aminokyselin nebo nukleotidii. V zévislosti na pH prostfedi mohou proteiny nést
pozitivni naboj, Cisty negativni naboj nebo zadny naboj. PH, pifi kterém nema
molekula zadny naboj, se nazyva izoelektricky bod nebo pl. Hodnotu pl 1ze vypocitat
na zaklad¢ primarni sekvence molekuly - volba pufru (pH) urcuje naboj proteinu
podle schéma, které je uvedené na obr. 3. Podle naboje jsou poté frakce zachyceny
na anexu i katexu a po té je Ize eluovat roztokem se zvysenou koncentraci kladné
nebo zaporné nabitymi ionty s vysSi silou (vys$i afinitou k anexu ¢i katexu)

(Anonym 8).

Iontovou vyménnou chromatografii mize byt rozdélena na chromatografie na
katexu, ve kterém kladné nabité ionty se vazi na negativné nabité pryskyfice a
vymeéna aniontli chromatografie, ve které jsou vazebné ionty negativni, a
imobilizované funk¢ni skupiny jsou pozitivni. Poté, co jsou rozpusténé latky vazany,
se kolona promyje do rovnovazného stavu.

+ N ~ COOH

binds denaturation

: stability range
Net cation exchanger
HN COOH ' '
Protein |2 - 10

pl ‘
l(\ CO0 p}‘

Charge 1 ’ A
I - o3
stabllity range =
binds

: 3t}
| denaturation anion exchanger

Obr. 3:Zména naboje proteinu v zavislosti na pH (Anonym 8)
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2.3 Obranné mechanismy rostlin vii¢i houbam

Rostliny jsou neustidle vystaveny vlivim okolniho prostiedi a utokim
patogennich organismu. Preziti za t€chto podminek vyzaduje rychlé obranné reakce,
které omezuji Sifeni patogenii po pocateni infekci, a tim dochazi k omezeni
onemocnéni (Portieles et al., 2006). Vztah mezi patogenem a hostitelem se neustale
vyviji. V prubéhu koevoluce se vyvinuly systémy, pomoci kterych mtlize patogen
ucinnéji napadnout hostitele a vniknout do néj, a zaroven rostliny ziskaly schopnost

se témto infek¢nim agens U¢inngji branit (Hefmanova et al., 2006).

Obranné mechanismy rostlin se 1isi podle druhu. V nésledujicich kapitolach
bude popsana hlavné aktivni chemickou obranou (tedy syntézou obranych latek,
které potlacuji rast ¢i pfimo usmrcuji patogenni houby) a pasivni chemickou obranou

(ptirozené se vyskytujici latky, které brani v rstu patogenu).

2.3.1 Rozdéleni obrannych mechanismi

Odpovédi obranného mechanismu na stres jsou dvojiho typu:

e pasivni (konstitutivni)
e aktivni (rostlina na stres reaguje zménou metabolismu).

Pasivni obrana rostlin je v prvni fad¢ tvotfena bariérami pletiv rostlin s riznymi
specialnimi prvky, jako jsou naptiklad vosky, které plisné nemohou stravit a tedy ani
skrz né€ projit, nebo pfitomnost silnych materialt jako je lignin, kiira a pokozka. Déle
ji tvofi metabolity, které jsou specifické pro rizné druhy rostlin (béZn¢ se v rostliné
vyskytuji - neni to reakce na stres jako u aktivni obrany). Mezi sekundarni
metabolity patii tfisloviny, rizné alkaloidy, fenoly a jiné¢ latky, které pusobi
inhibi¢né na patogeny (brani priiniku patogenu do rostliny a pteziti v rostling€). Tyto
latky maji mimo pro nés sledovaného antifungalniho ucinku i G¢inek insekticidni,
antimikrobidlni a antibakteridlni. Mimo uvedené latky mohou mit také antifungalni

ucinek i proteiny, napfiklad inhibitory proteas (Prochazka et al., 1998).

Aktivni obrana se od pasivni li§i hlavné v tom, Ze dand obrand odpovéd’ neni
pfed napadenim patogenem k dispozici (bézné¢ se v rostliné nevyskytuje). Pfi
napadeni patogenem je v rostliné spuSténa signalni kaskada, kterd vede k syntéze
latek, které¢ jsou pro dany patogen toxické. Je zadouci, aby pfi této reakci bylo

zabranéno priniku dal$ich infekénich agens. Jednou moZznosti aktivni obrany je
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hypersenzitivni reakce v oblasti napadeni - nastava poSkozeni bun¢k a hromadi se v
nich metabolity. Takto poskozené buiiky nejsou pro patogeny vhodné a zpomaluje se

tak postup infekce (Prochazka et al., 1998).

Jako piiklad aktivni obrany lze uvést syntézu latek zvanych fytoalexiny. Jsou to
nizkomolekularni latky, které se zacnou syntetizovat po napadeni rostliny.

Fytoalexiny jsou velmi toxické pro houby i bakterie (Prochédzka et al., 1998).

2.3.2 Antifungalni proteiny

Antifungélni proteiny jsou specifické¢ stresové obranné proteiny, které maji
schopnost omezovat az inhibovat rst hub. U vyssich organismi jsou tyto proteiny
prirozenou soucasti sekundarniho obranného mechanismu (Hefmanova et al., 2006).
Tyto peptidy se pohybuji v rozmezi 15 az 40 AMK a vétSina z nich jsou hydrofobni a

kationtové slouceniny, které se podileji na pfirozené imunité (Kim et al., 2009).

Antifungalni proteiny mohou byt klasifikovany na =zakladé¢ struktury,
enzymovych vlastnosti, podobnosti s dfive popsanou skupinou proteini, molekulové
hmotnosti, sérologickych vlastnosti nebo mechanismu G¢inku. VéEtSina autord se
shoduje na rozdéleni nejvyznamnéjSich antifungalnich proteinti rostlin do péti
skupin. Toto ¢lenéni odpovida péti zakladnim tfidam proteinii PR (PR-1,PR-2, PR-3,
PR-4, PR-5), u nichz byla prokazana antifungalni aktivita. Kazda z téchto péti skupin
je délena na zaklad¢ odliSného isoelektrického bodu na dalsi dvé podtiidy. Kyselé
antifungalni proteiny se nachdzeji v extracelularnim prostoru, zatimco bazické

proteiny jsou pfitomny v bunécnych vakuoléach.

K zakladnim péti skupinam rostlinnych antifungélnich proteint jsou dnes fazeny
dalsi skupiny — defensiny, thioniny, proteiny podobné cyklofilinu, proteiny
inaktivujici ribozomy, proteiny ptenosu lipidd a inhibitory proteas (Hefmanova et al.,
2006).

Do skupiny PR proteinii mohou byt zafazeny jen proteiny, jejichZ syntéza je
indukovana ptitomnosti patogenu (Ederva, 2005; Selitrennikoff, 2001; Hefmanova et

al., 2006). V tab. 2 je ptehled zakladnich antifungalnich proteint.
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Tab.2: Prehled antifungalnich proteinit podle (Seletrennikoff, 2001; Hermanova et al., 2006,
Portieles et al., 2006; Castro & Fontes, 2005)

Antifun- Vlastnosti Vyskyt Antifungalni aktivita viici

galni druhtim

proteiny

Proteiny Podobnost Ryze, kukufice, Uromyces fabae, Phytophthora

PR-1 proteinlim tabak, jemen aj. | infestans, Erysiphe graminis,
bohatych na Phytophthora parasitk,
cystein Perenospora tabaci aj.

Proteiny -1,3- Hréach, tabak, Rhizoctonia solani, Candida

PR-2 endoglukanaso- | brambor, obilia | albicans, Phytophtora infestans,
va aktivita zelenina Aspergilus fumigatus aj.

Proteiny Edochitinasova | Tabak, okurky, Trichoderma reesei, Alternaria

PR-3 aktivita hrach, obili aj. solani, A. radicina, Fusarium

oxysporum, Fusarium solani,
Guignardia bidwellii, Coprinus
comatus aj.

Proteiny Maji schopnost | Brambor, tabak, Trichoderma harzianum,

PR-4 vazat se na - jeCmen, raj¢ata aj. | Fusarium culomorum,
chitin vznikajici F.graminearum, Botrytis cinerea
bunécné stény aj.

Proteiny Podobnost Kukufice, soja, Velmi §iroké spektrum

PR-5 primarni ryze, psenice, houbovych patogenii
struktury tabak, rajcata,

s thaumatinem dyng, fazole,
jecmen, len aj.

Defensiny | Na cystein Psenice, Botrytis cinerea, Alternaria
bohaté proteiny, | fedkvicka, brassicola, Fusarium culmorum,
obsahuji 4 okrasné rostliny F. oxysporum, F. solani,
disulfidické (jifina) aj. Candida albicans aj.
mustky

Thioniny | Na siru bohaté | PSenice aj. Thielaviopsis
proteiny paradoxa a Drechslera teres

Proteiny Podobnost Fazole aj. R. solani, F. oxysporum, B.

podobné cyklofilinim cinerea a Coprinus comatus

cyklofilinu

Proteiny N-glykosidasy, | Mirabilis Siroké spektrum houbovych

inaktivuji- | které expansa, hrach patogent

ci odbouravaji skocec, jmeli,

ribozomy | purin z rRNA Momordica

charantia

Proteiny Schopnost Zivotichové, Siroké spektrum houbovych

prenosu prenaset houby a rostliny | patogent

lipidi fosfolipidy mezi
membrany
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Killer Schopnost vazat | Saccharomyces Siroké spektrum houbovych
proteins se na specifické | cerevisiae, patogenti
receptory na Ustilago maydis,
povrchu bunék | Hanseniaspora
hub uvarum,
Zygosaccharomyc
es bailii, Phaffia
rhodozyma,
nékolik Pichia
Inhibitory | Schopnost Brambor, Claviceps, Helminthosporium,
proteas inhibovat obiloviny, Curvularia, Alternaria,
proteiny kukufice aj. Fusarium culmorum,
Candida albicans, Rhizoctonia
solani

U nckolika fytopatogennich hub je znamo, ze produkuji extracelularni
proteinazy. Kim et al. (2009) ve vysledcich své prace uvadi, ze proteinazy hraji
aktivni roli v rozvoji onemocnéni. Fytopatogenni mikroorganismy produkuji
proteinazy, které umoznuji prinik patogenu do rostliny. Jako odpovéd’ na tuto reakci
rostliny syntetizuji inhibitory polypeptidd, které mohou potlacovat aktivitu téchto
enzymi. Tento jev byl poprvé zaznamenan v rajcatech napadenych patogenem
Phytophthora infestans, ve kterych bylo zjisténo, ze zvySené mnozstvi inhibitort
trypsinu a chymotrypsinu  Koreluje  sobrannou reakci rostliny  vaci
patogenu. Bramborové hlizy hromadi protein o molekulové hmotnosti 20 az 24 kDa,
inhibitory serinové proteinazy, jako reakce na mechanické zranéni a infekcim

patogenem P. infestans (Kim et al., 2009).

2.3.3 Inhibitory proteas

Inhibitory proteas jsou vSudyptitomné v hlizach a v semenech rostlin a jsou
obecné povaZovany jako zasobni proteiny a proteiny obranného mechanismu (Kim et
al., 2009). A proto inhibitory proteas patfi k nejcastéji se vyskytujicim antifungalnim

proteiniim rostlin (Hefmanova et al., 2006).

Princip antifungalni aktivity inhibitorti proteas neni znam. Z hlediska ochrany
rostlin je vyznamna i schopnost téchto proteinii inhibovat travici enzymy hmyzich
Skidct a to predevsim trypsin, chymotrypsin a a-amylasu. U inhibitorti proteas byla
popsédna bifunkénost - inhibice travicich enzymii 1 antifungdlni aktivita.

Nejpodrobnéji byla antifungalni aktivita bifunkénich proteinti popsana u proteinu
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zeamatinu (z kukutice Z. mays). Inhibitory proteas, izolované napt. z jeémene nebo

psenice, nebyly z hlediska antifungalni aktivity studovany (Hefmanova et al., 2006).

Pfi napadeni rostliny produkuji patogenni organismy hydrolasy, které¢ usnadnuji
pronikani patogenu do rostlinnych bun¢k. K nejvyznamnéjSim hydrolasam tohoto
typu patii aktivni extracelularni proteinasy, které se podileji na degradaci pektino-
proteinového komplexu bunéénych stén rostlin. Logickym obrannym mechanismem
rostlin je schopnost syntézy inhibitort proteas, které aktivitu proteas snizuji nebo

zcela inhibuji (Ryan, 1990; Bartova et al., 2012).

Ke skupiné inhibitorti proteas pravdépodobné patii i skupina extracelularnich
hlizovych proteinti o nizké molekulové hmotnosti, které popisuji Kovalskaya et al.
(2009), Bartova et al. (2012). Extracelularni protein ziskany z hliz odridy nachylné
vaci C. michiganensis subsp. sepedonicus obsahoval proteiny o velikosti 13, 12 a 11
kDa; u odolné odridy byl zaznamenan navic vyskyt proteinii o velikosti 21,5 a 19,5
kDa. Proteinovy extrakt odolné odrudy také vykazoval vyrazné intenzivngjsi
inhibi¢ni aktivitu viéi patogenu C. michiganensis subsp. sepedonicus (Bartova et al.,
2012).

Inhibitor karboxypeptidasy (PCI) ptfedstavuje nejmensi inhibitor proteas (4,3
kDa; 39 aminokyselinovych zbytkl) hliz bramboru vykazujici vysokou miru
termostability (Pouvreau et al., 2001; Bartova et al., 2012). U tohoto peptidu byla
zjisténa silna antifungdlni aktivita vic¢i vyznamnym patogenum ryze Fusarium
verticillioides a Magnaporte oryzae a z tohoto duvodu byl gen pci vyuzit pro
transgenosu ryze. Rostliny syntetizujici hlizovy inhibitor karboxypeptidasy
vykazovaly zvySenou rezistenci vi¢i zminénym patogenim ryZze i vi¢i hmyzim
Skudcim Chilo suppressalis a Spodoptera littoralis (Quallis et al., 2007; Bartova et
al., 2012)

Cysteinové inhibitory proteas
Cysteinové inhibitory proteas byly izolovany z velkého poctu rostlin a vytvareji
¢tvrtou skupinu cystatinti, tzv. fytocystatiny (Selitrennikoff, 2001). Fytocystatiny
jsou jednoduché polypeptidy o velikosti 10 a 12 kDa, které vykazuji antifungalni
aktivitu viici fadé zastupct fytopatogennich hub (Hefmanova et al., 2006).
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Aspartatové inhibitory proteas
V 90. letech minulého stoleti byla popsana antimikrobidlni a proteolyticka
funkce rostlinnych aspartatovych proteas (APs) (Guevara et al., 2001; Bartova et al.,
2012). U druhu S. tuberosum byly identifikovany tii aspartatové proteasy, z nichz
jedna byla izolovana z hliz (StAP;) a dvé z listi (StAP, a StAPs). Purifikace a
charakterizace byla provedena u proteini StAP; a StAPs;, které oba maji
extracelularni lokalizaci a jsou syntetizovany indukované v reakci na bioticky i
abioticky stres. Zminované proteiny pravdépodobné sehravaji klicovou roli v obrané
vuci P. infestans, nebot’ oba vykazuji velmi silny, inhibi¢ni G¢inek na kli¢eni zoospor
P. infestans a konidii druhu F. solani (Mendieta et al., 2006; Bartova et al., 2012).
Podstatou mechanismu ucinku proteind StAP je pravdépodobné jejich schopnost
interakce s povrchem spor a hyf zmiflovanych patogenti a nasledné zvySeni
permeability buné¢nych membran (Guevara et al., 1999; Bartova et al., 2012).
Molekulova hmotnost aspartatové proteasy izolované z listd bramboru je 40 kDa,
jedna se o monomerni glykoprotein s hodnotou optimalniho pH kolem 3, ktery je
inhibovan pepstatinem (Mendieta et al., 2006; Bartova et al., 2012). Vlastnosti
aspartatové proteasy izolované z hliz jsou podobné — molekulova hmotnost
glykoproteinu 40 kDa, monomerni struktura, optimalni pH 4,5 a inhibice pepstatinem

(Stanford et al., 1989; Bartova et al., 2012).

Inhibitory proteas Kunitzova typu
Inhibitory proteas Kunitzova typu patii k nejvyznamné&jsi skupiné. Jak jiz bylo
uvedeno, pfi napadeni hliz patogenem P. infestans byla zjisténa kumulace inhibitord
Kunitzova typu s ozna¢enim PSPI-21, PSPI-22, PCPI-23 a PKSI (Valueva, 1998;
Bartova et al, 2012).

Inhibitor PSPI-21 je tvofen dvéma polypeptidovymi fetézci o velikosti 16,5 a 4,5
kDa a vykazuje inhibi¢ni aktivitu vii¢i trypsinu, chymotrypsinu a elastase. Protein
PKSI je tvofen pouze jednim polypeptidovym fetézcem 0 velikosti 21 kDa a je
aktivni v0¢i subtilisinu Carlsberg (Revina et al., 2008; Bartova et al., 2012).
Obdobng proteiny PSPI-22 a PCPI-23 jsou tvofeny jednim polypeptidovym fetézcem
0 hmotnosti 22 a 23 kDa (Valueva, 1998; Bartova et al, 2012). Zatimco inhibitor
PSPI-22 inhibuje trypsin a chymotrypsin, PCPI-23 vykazuje aktivitu pouze vuci
papainu. U inhibitort (PSPI-21, PSPI-22 a PKSI) byl zjistén prikazny inhibi¢ni vliv
na rast hyf a kli¢eni zoospor patogena P. infestans; inhibitory PSPI-21 a PKSI
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vykazovaly in vitro inhibi¢ni G¢inky na rist mycelia a kliceni konidii houby

Fusarium culmorum (Revina et al., 2008; Bartova et al., 2012).

Ke skupiné hlizovych inhibitori Kunitzova typu pravdépodobné nalezi také
protein oznaceny jako AFP-J (Mr = 13,5 kDa; inhibice trypsinu, chymotrypsinu a
pepsinu), u kterého byla zjiSténa silna aktivita vi¢i kvasinkam C. albicans,
Trichosporon beigelii a Saccharomyces cerevisiae. Antifungalni aktivita nebyla u

tohoto proteinu zaznamenana (Park et al., 2005; Bartova et al., 2012).

Inhibitory typu Kunitz vykazuji antifungalni aktivitu naptiklad proti druhu
Fusarium culmorum (Barta & Bartova, 2007). Lze je izolovat z hliz bramboru
hliznatého (Solanum tuberosum), které je produkuji pfi pisobeni stresoru. Jejich
molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 18 az 22 kDa a maji disulfidické misto

(Habib & Fazili, 2007).

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

Potamin-1 (PT-1) trypsin, chymotrypsin inhibitory proteas lze izolovat z hlizy
bramboru hliznatého (Solanum tuberosum). Potamin-1 (PT-1) je termostabilni peptid
s antifungalni aktivitou a skladd se =z polypeptidovych fetézci spojenych
disulfidickymi mustky. PT-1 potlacuje rast hub jako je Candida albicans a
Rhizoctonia solani. N-terminalni sekvence je z 62 % homologicka k serinovym

proteasovym inhibitoram, které patii do rodiny Kunitz (Kim et al., 2009).

Geny kodujici inhibitory proteas Kunitzova typu v hlizdch bramboru se déli do
tfi homogennich tfid s oznacenim A, B a C. Antifungélni aktivita, konkrétné viici
houbovému patogenu Fusarium monniliforme, byla zaznamenana u homogenni

skupiny A a B (Heibges et al., 2003; Bartova et al., 2012).
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2.3.4 Prumyslova vyroba antifungalnich peptidi

V posledni dobé se objevuje nékolik primyslové vyrabénych antimikrobidlnich
proteinit a peptidi, které inhibuji rust zemeédélsky vyznamnych patogent,
izolovanych z riznych rostlinnych zdroji (Kim et al., 2009).

Pro primyslovou vyrobu je tfeba znat ptesné slozeni peptidu (strukturu), jeho
sekvenci v DNA a spravnou izolaci potfebnych peptidi. Neméné dilezité je znat
jeho plsobeni na patogen. Jako je mechanismus ucinku potlaceni houby, davkovani,
vedlej§i uCinky a vlastni U¢inky (inhibice ¢i smrt patogenu), synergické a
antagonistické piasobeni latky. Dalsim aspektem, ktery je nutny prozkoumat jsou
ucinky na jednotlivé patogeny.

Vlastni antifungalni peptidy maji Siroké pouziti (Bunkry et al., 2003):

e jako konzervaéni latky krmiv a potravin (zde je tfeba S§irSi vyzkum
ucinki na zvirata a lidi),

e jako léciva (pro 1écbu kiize),

e jako latky zvySujici odolnost plodin a toleranci proti plisnovym
patogeniim

e jako moftidla sadby a osiva.

Aplikace antifungélnich proteinli je mozna vice zptsoby:

e Piima - aplikace extrahovaného proteini pfimo na rostlinu (postiiky,

mofeni osiva) nebo do plidy pomoci granulati.
e Nepiima - aplikace pfipravku, ktery vyvold v rostliné expresi dané
sekvence a syntézu peptidii nebo lze rostlinu pomoci rekombinatnich

konstrukti DNA upravit na tvzn. geneticky modifikovany organismus

(GMO), ktery bude latku syntetizovat.
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2.4 Houby rodu Fusarium

2.4.1 Charakteristika

Rod Fusarium jsou vlaknité houby Siroce rozsitené v rostlinach a pudé¢. Zahrnuje
velké mnozstvi hub (vice nez 20 druhtt), které mohou byt patogenni pro fadu rostlin,
zpusobuji nemoci mnoha zemédélskych plodin a mohou byt Skodlivé pro ¢lovéka a
zvifata (Anonym 1). Mnoho z nich syntetizuje celou fadu biologicky aktivnich
sekundérnich metaboliti (napf. mykotoxiny) s mimoiadnou chemickou rozmanitosti.
Fusariové mykotoxiny mohou byt skodlivé jak pro rostliny, tak i pro zvifata a lidi. U
lidi a zvitat jsou otravy spojeny s rakovinou a dal§imi zavaznymi onemocnénimi.

Otravy vznikaji konzumaci kontaminované potravy (Moretti, 2009).

2.4.2 Taxonomie

Askomycety jsou nejpocetnéjsi vSeobecné rozsifenou skupinou hub. Do této
skupiny patii saprotrofové, parazité, mykorhizni houby a lichenizované houby
(Sedlafova & Vasutova, 2004). Cleni se na cca 40 fadt podle typu plodnic a
ontogeneze plodnic. Od tohoto typu zafazeni se postupné ustupuje a podle
molekularnich znak vznikaji nova tfidéni, jako je v tab. 3 (Luginbuhl, 2010).
Jednotlivé druhy rodu Fusarium jsou rozliSovany podle morfologie, napf. tvaru

makrokonidii a pfitomnosti chlamydospor (Moretti, 2009).

Tab.3:Taxonomie rodu Fusarium (Luginbuhl, 2010)

Rige Houby

Kmen Ascomycota
Podkmen Pezizomycotina
Ttida Sordariomycetes
Podtiida Hypocreomycetidae
Rad Hypocreales

Celed Nectriaceae

Rod Fusarium
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2.4.3 RozmnoZovani a morfologie

Askomycety tvofi septované mycelium s jednoduchymi pory. Houby tohoto
rodu vytvaii tii druhy spor: makrokonidie, mikrokonidie a chlamydospory, které
vyrustaji na tzv. konidioforech. Septované makrokonidie mohou byt produkovany na
monofialidach a polyfialidach nebo také na kratkych specializovanych monofialidach
tzv. sporodochia. Fialidy jsou bunky konidioforu s unikatnimi péry (monofialidy
maji jeden por, polyfialidy maji vice poérti). Makrokonidie se velmi li§i tvarem a
velikosti, jsou vyrabény ve shlucich nebo fetizcich na fialidach. Clamydospory maji
velmi odolnou konstrukci se zesilenymi sténami a vysokym obsahem tuku, mohou se

tvoftit ve stfedu hyf nebo na jejich konci (Moretti, 2009).

Bunééna sténa bunc¢k mycelia tvoii hlavné chitin a polyglukan (Sedlarovd &
Vasutova, 2004). Slozeni bunétné stény hub je velmi rozdilné od slozeni stény
rostlinnych bunék a této vyrazné odli$nosti lze vyuzit v aplikaci antifungalnich latek,
které se zaméfuji pouze na bunécnou sténu hub. Schéma typické bunétné stény je
znazornéno na obr. 4. Je dulezité si uvédomit, ze houby maji znaény vnitini tlak
(turgor), ktery pii sebemensim poskozeni bunécéné stény muze vést k 1yze houbové

bunky (Selitrennikoff, 2001).

plasmaticka membrana

GPI - kotveny &

protein mannoproteiny

‘«—— B (1.6) glukan

chitin

A

B (1.3) glukan

Obr. 4: Schéma stavby bunécné steny hub (Selitrennikoff, 2001)
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2.4.4 Citlivost

Rod Fusarium je jednim =z nejvice rezistentnich rodd  hub.
Mezi Fusarium spp., ma Fusarium solani obecné tendenci byt nejodolnéjsi ze vSech
(Anonym 1). Proti rodu Fusarium je rozsifené pouziti motidel osiva, které chrani
hlavné obiloviny. Antimykotika proti houbam rodu Fusarium, ktera by chranila

okopaniny skoro neexistuji.

Ne¢kolik u¢innych antimikrobialnich peptida bylo purifikovdno z bramborovych
hliz. Napiiklad 5-kDa pseudothionin ze Solanum tuberosum (PTH-St1), u néhoz bylo
zjisténo, ze je ucinny proti bakterialnim a plisnovym patogenim brambor jako je

Fusarium solani (Kim et al., 2009).

2.4.5 Mykotoxiny

Mykotoxiny, sekundarni metabolity hub produkuje mnoho druhi, jako jsou
napiiklad rody Fusarium, Rhizoctonia a Gibberela. Substraty jsou obvykle obiloviny
a okopaniny. Tyto metabolity jsou jedovaté pro zvitata (i pro ¢lovéka), proto je nutné
sledovat jejich vyskyt v potravinach. V kontaminovanych potravinach je obvykle
nachdzime v kombinaci, které casto pusobi hor$i poskozeni nez jednotlivé

mykotoxiny.

Jednotlivé mykotoxiny jsou toxické v fadé sméra - viici jatrim (hepatotoxicita),
ledvinam (nefrotoxicita), nervovému systému (neurotoxicita), ale fada z nich jsou i

ucinnymi karcinomy, pfip. teratogeny (tj. poSkozuji plod) (Kalac, 2001).

RozliSujeme tfi hlavni skupiny fusariovych mykotoxini: trichoteceny,

fumonisiny, zearalenon.

Mykotoxiny jako kontaminanty krmiv a potravin
Mykotoxiny neboli plisiiové jedy, jsou zavazné kontaminanty krmiv a potravin,
vznikajici pfi normdlnim nebo naruseném metabolismu nékterych plisni. Dnes je
znamo pres 300 mykotoxinl,, z nichZ se v potravindch a v krmivech vyskytuji

Vv hladinach, které pfedstavuji zdravotni riziko, jen kolem dvaceti (Kala¢, 2001).

Mykotoxiny lze nejcastéji zjistit v nedostatecné ususeném obili a senu, v silazich
ze zvadlé pice a Spatné skladovanych okopaninach. Houby je obsahuji predevsim
v myceliu, z n¢hoz se vylucuji do substratu, ve kterém roste. Nelze je tedy odstranit

odebranim viditelné plesnivé Casti krmiva ¢i potraviny. Vyskyt plisné¢ v krmivech
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jesté automaticky neznamend piitomnost mykotoxint, avSak riziko jejich vyskytu
existuje. Casteénym feSenim je prevence ristu toxinogennich hub, zejména
vytvofenim anaerobniho prostfedi (Kala¢, 2001). Mykotoxiny jsou velkym
problémem kukuficnych silazi. V roce 2003 - 2005 byl monitorovan obsah
mykotoxinit v silazich a vSechny vykazovali pozitivni vysledky. Nejvice byl
zaznamenan vyskyt deoxinyvalenolu, T2-toxinu a zearalenonu. Jedinou prevenci je
vybér vhodnych vstupnich surovin a pracovnich postupt. Aplikace antimykotik je v
piipadé nalezu mykotoxinii jiz neefektivni, ale existuji latky, které mohou

mykotoxiny v travicim traktu zvifat neutralizovat (Ned¢€lnik et al., 2006).

Pro toxické ucinky mykotoxint, tak jako toxinli obecné, je rozhodujici davka a
doba piisobeni. Akutni otravy byvaji zcela vyjimkou, zato chronické intoxikace jsou
casté a vedou k poskozeni zdravi, snizeni uzitkovosti, pfipadné az k thynu (Kala¢ &

Mika, 1997).

Dusledky ptisobeni mykotoxinil na zivo¢isny organismus jsou velmi riznorodé v
zavislosti na typu toxinu, ddvce a délce doby jeho plsobeni, druhu, stafi, pohlavi a
aktudlnim zdravotnim stavu jedince. Projevuji se napf. snizenim imunity,
alergickymi reakcemi, poruchami reprodukce, poruchami nervové soustavy,
dychaciho ustroji, snizenim konverze a vyuziti krmiv ¢i zvySenou mortalitou v
chovu. Mykotoxiny také poskozuji sliznici stiev, ¢imZ omezuji absorpci zivin a dale
zhorSuji funkci jater, ledvin, reprodukénich organti a imunitniho systému.
Gastrointestinalni absorpci dochézi k pronikani toxini do krevniho fecist€¢ a do
télesnych tkani. Poté, co jsou mykotoxiny zkonzumovany a absorbovany v zazivacim
traktu, dostavaji se do jater, kde dochazi k jejich biologické transformaci. Za
normalnich okolnosti takova biotransformace toxicitu Skodlivych latek snizuje. V
pfipadé mykotoxini vSak nékdy dochédzi paradoxné k jejimu zvySeni a zlepSeni
schopnosti téchto latek pronikat do jedlych télesnych tkdni. V porovnani s
monogastry jsou piezvykavcei vici nékterym mykotoxinim odolnéjsi, protoze jejich
bachorova mikroflora tyto latky rozkladd a likviduje. Bachorové mikroorganismy
jsou schopny nékteré mykotoxiny transformovat, napft. transformace aflatoxinti fady
B na M typ (Bertuzzi et al., 2003, Gimeno& Martins, 2002). Nejcastéjsi dopad
kontaminace krmiva mykotoxiny na Zzivoc¢iSnou produkci je vSak subklinicky.
Prvotni dopad mykotoxinti na zdravi zvitat i lidi je imunosuprese a sniZeni efektivity

fady metabolickych procest a tedy zvysena citlivost k negativnim faktortim prostiedi
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(Danicke, 2001). Mykotoxiny mohou vést k akutni intoxikaci, ale pfedevsim mohou
narusit uzitkovost zvifete tim, Ze snizuji jejich hmotnostni pfirtstek, konverzi krmiva

a odolnost proti infekénim nemocem (Ned¢€lnik et al., 2006).

Mykotoxiny u zvifat zpusobuji pokles uzitkovosti, plodnosti, odolnosti vuci
infekcim a parazitim. Pfi vétSim poziti vyvolavaji onemocnéni mykotoxikozy. O
jejich toxicité sveéd¢i mimotadné nizké piipustné limity v krmivech, které se pro
jednotlivé druhy a kategorie hospodaiskych zvifat pohybuji v jednotkach az
desitkach pg/kg, avSak pro nekteré citlivé druhy napt. pstruhy jen do 0,1 pg/kg
(Kalac, 2001).

Velmi nepiizniva je skutecnost, ze ¢ast mykotoxind prechdzi z krmiva do mléka.
Dal$im problémem je jejich stilost pifi zna¢né vysokych teplotich a v kyselém
prosttedi. Bézné Upravy potravin a krmiv proto nemohou pfitomné mykotoxiny

odstranit (Kala¢, 2001).

Trichoteceny

Trichoteceny tvofi rodiny uzce souvisejicich chemickych sloucenin, nejcastéji
vyskytujici se jsou deoxynivalenol (vomitoxin), nivanelol a T2 toxin (Desjardins &
Proctor, 2007). Jsou cytotoxické ve vétSiné bunck eukaryot - zplsobuji inhibici
syntézy proteinll. Maji lipofilni povahu, kterda zpiisobuje rychlé vstfebavani do
krevniho ob¢hu. Plsobi hematotoxicky — narusuji krvetvorbu a poskozuji lymfatické
tkané. Pti styku s pokozkou mohou vznikat zarudla a podrazdéné mista, az puchyiky.
Pti kontaktu toxinu s okem vznikaji zanéty spojivek a mize dojit az k nevratnému
poskozeni rohovky. Po vniku trichotecenii do krevniho obéhu se projevuje nauzea,
slabost, ztrata koordinace, do 3 hodin vodnaty priijem, pozd¢ji krvavy prijem, do 12-
ti hodin mize dojit k dusnosti, kasli, krvaceni z nosu a bolestem bficha. U tézce
otravenych jedinci muze nastat smrt do n€kolika hodin az dnt. Pro tyto vlastnosti

byl jed vyuzit jako biologicka zbran (Wannemacher et al., 1997).

Vomitoxin mize vyvolavat rakoviny jicnu. Toxin T-2 Vv pivovarském mléatu
vyvolaval zanéty traviciho Ustroji a krvaceni u dojnic, nikoliv vSak u telat a selat

(Kala¢ & Mika, 1997).

Obsah vomitoxinu se podle tdaji z Evropy pohybuje kolem 1 mg/kg, v USA az
50 mg/kg. Nejvyssi tolerovany obsah v krmné dévce podle doporuceni evropské unie

¢inni pii dlouhodobém krmeni prasat 0,2 mg/kg krmiva, vykrmu prasat 0,6 mg/kg,
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chovnych prasat 1,0 mg/kg. Pro kufice je to 2 mg/kg, pro nosnice 5 mg/kg, u
prezvykavcu rovnéz 5 mg/kg. Pokud spolu plsobi vice mykotoxini najednou, je
tteba pocitat s nizsi davkou (Kala¢ & Mika, 1997).

Fumonisiny
Jsou karcinogenni, hepatotoxické a hlavné neurotoxické. Jsou karcinogenni i pro
lidi, zpusobuji karcinom jicnu a u lidského plodu rizné vady. Fumonisiny maji
negativni u¢inek na mozek, plice, jatra, ledviny, slinivku bfisni, varlata a krvetvorbu.
U koni toxin zpusobuje leukoencefalomalacii a u prasat pulmonélni edém. Kon¢, u

kterych se nemoc jiz projevila, uhynou (Vinicelli & Parker, 1995).

Zearalenony
Nejsou akutné toxické a nejsou spojovany se smrtelnymi mykotoxdzami u lidi ¢i
zvifat. Zearalenony jsou nesteroidni estrogenni toxiny. Zpusobuji estrogenni
syndromy u prasat (napiiklad vulvovaginitidy) narusuji cyklus pohlavnich hormont a
zpusobuji poruchy plodnosti (Vinicelli & Parker, 1995). Jiz z ndzvu je patrné, Ze se

tyto toxiny vyskytuji nejcastéji v kukutici (Zea mays).

Hodnoty LDs, pro rizna zvitata jsou velmi vysoké (2 - 10g/kg). U pohlavné
nevyspélych prasni¢ek vykazuje vyrazny hyperestrogenni ué¢inek. Skodlivost
zearalenonu je vyssi u mladych zvifat nez u starSich. Dribez je méné citliva nez
prasata. Krmiva s obsahem pod 0,03 mg/kg nevyvolavala u brojlerti zadny negativni
ucinek. Pii desetindsobné¢ vyS$im obsahu se uz u kritat a kufiCek objevovali
patologické zmény na fitnim otvoru, kloace a vejcovodu. Dospé€lé nosnice
nevykazovaly Zadné ptiznaky ani pii 0,6 mg/kg. Zkrmovani fusariézni kukufice se
vyskytem zearalenonu narusovalo spermiogenezi u houserl. Ptiznaky se dostavuji uz
zpravidla pfi 1 mg zearalenonu na kg krmiva. Jakmile se takové krmivo vytadi

z krmné davky, tak ptiznaky mizi (Kala¢ & Mika, 1997).

Toxicita zearalenonu u skotu je silnéjsi nez u drubeze, ale slabsi nez u prasat. U
samic V prepubertalnim obdobi se jedincim zvétSuje mlécna zlaza, toxin ma silny
uterotrofni efekt (otoky délohy a zevnich pohlavnich organli) a vyvolava atrofii
vajeénikt. U samci se prodluzuji prsni bradavky a varlata zakriiuji. Svého Casu se a-
zearalenon, coz je derivat hydroxyderivat zearalenonu, pouzival jako anabolikum u

skotu (Kala¢ & Mika, 1997).
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Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny zafadila zearalenon do kategorie

,omezen¢ karcinogennich latek* (Kala¢ & Mika, 1997).

Fusariny
Fusarin C je mutagenni latka, ale nebylo prokdzano, ze by zplsobovala

rakovinové bujeni (Desjardins & Proctor, 2007).

Moniliformin
Produkuji ho druhy jako jsou F. oxysporum a F. culmorumn. Vyvolava poruchy
intercelularni osmotické regulace a otoky srde¢niho svalu. Vyskytoval se velice ¢asto

Vv oblastech, kde lidé trpéli Cast&jsi rakovinou jicnu (Kala¢ & Mika, 1997).

2.4.6 Fusarium solani

Druh F. solani je celosvétove rozsifeny v ptudg, v rostlinach i u zivo€ichu. Je to
hlavné patogen rostlin, ale muze napadat i lidi, u kterych zptsobuje keratitidu. Je to
producent fusarové kyseliny. Vyznamny kontaminant skladovanych potravin

zpusobuje skladové hniloby (sucha hniloba bramborovych hliz).

Makroskopické znaky
Kultivace na PDA pud¢. Kolonie jsou velmi rychle rostouci, 4,5 cm za 4 dny.
Mycelium je vzdusné bilé az Sedobilé. Spodni strana je €asto zelenava, modrozelena

& hnéda (Luginbuhl, 2010).

Mikroskopické znaky
Mikrokonidie se hojné tvoii na dlouhych vldknitych monofialidach. Jsou
protahlé se zaoblenymi konci, o velikosti 8 — 6 X 2 — 4 pym. Makrokonidie se tvoii na
bohat¢ vétvenych konidioforech, vietenovité, mirné zakiivené, se 3 - 5 septy, cca 27-
52 x 4,4 - 6,8 um, se zaoblenou koncovou buiikou a nevyrazné pedicelatni bazalni
buitkou. Makrokonidie ze vzdu$ného mycelia jsou mens$i. Chlamydospory se tvofi

interkalarn€ nebo v fetizcich (Luginbuhl, 2010).

Patogenita
Fusarium solani zahrnuje riznorodé a Siroké spektrum hostiteld jako jsou
naptiklad Cucurbata spp., Iusténiny (hniloba kofenu a stonku hrachu, syndrom
nahlého umrti soji) a Solanum tuberosum (sucha hniloba hliz). Nékteré kmeny

mohou zpiisobovat infekei 1 u lidi (Luginbuhl, 2010).

35



Jana Reiserova 2014

2.4.7 Fusarium oxysporum

Je celosvétove rozsifena houba. Nékteré podruhy jsou saprofyté a jiné ryze
parazitické, které jsou puvodci né€kterych rostlinnych chorob. Kolonie jsou rychle

rostouci, 4,5 cm do 4 dnu.

Makroskopické znaky

Makroskopickd morfologie se mize vyrazné¢ lisit v riznych médiich. Na PDA
pudeé ma rychly riist. Kolonie jsou zpocatku bilé, ale ve stafi se zbarvuji fialové az
oranzov¢ (Sutton et al., 1998). Mycelium je pravidelné a uspotadané do husté

rozvétvenych uskupeni (Anonym 2).

Mikroskopické znaky

Hyfy jsou pfepazeny a hyalinni. Konidiofory jsou kratké a jednoduché.
Makrokonidie jsou hojné, srpovité a tenkosténné buiiky. Jsou tii az péti pfepazené
méfici 23 - 54 x 3 - 4,5 um (Sutton et al., 1998). Vyskytuji se bézné na povrchu
rostlin usmrcenych touto houbou (Anonym 3). Mikrokonidie jsou vétSinou
nepiepazené, elipsoidni az valcovité, nepatrné zakiivené nebo rovné, 5 - 12 X 2,3 -
3,5 um velké, vyskytujici se na kratkych monofialidach (Sutton et al., 1998). Houba
je produkuje za vSech okolnosti, proto jsou to nejcastéji se vyskytujici asexudlni
spory. Vznikaji v cévach infikovanych rostlin (Anonym 3). Chlamydospory jsou
piitomné a ¢asto hojné, vyskytujici se jednotlivé a ve dvojicich. (Sutton et al., 1998;
Anonym 2). Vznikaji ve star§im myceliu. V pidé mohou pietrvat az 30 let (Anonym
3).

Patogenita
Fusarium oxysporum postihuje Sirokou $kalu hostitelti v jakémkoliv véku. Rajce,
tabdk, lusténiny, tykvovité, brambory a banany jsou jen nékteré z nachylnych rostlin,
ale mohou se také nakazit ostatni rostliny. Nakaza Fusarium oxysporum ma
symptomy, jako je vadnuti, chlorézy a nekrézy a zhnédnuti cévniho systému

(Moretti, 2009).

Spory se mohou S$ifit na krat§i vzdalenosti naptiklad zavlahovou vodou,
zneciStenymi  zemédeElskymi stroji. Na dlouhé vzdalenosti je lze pienést na

kontaminovanych sazenicich, semen ¢i je muze prenaset vitr (Argrios, 1988).
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Mezi zatim nejlepSi opatieni patii dekontaminace plidy a rozmnozovaciho
materidlu zeleniny s fungicidy, stfidani plodin a pouzivani odolnych odrad (Argrios,
1988).

2.4.8 Fusarium graminearum

Je vyznamny patogen obilnych zrn znamy také pod nazvem Gibberella zeae. Ma
vyznamné ekonomické dopady v zeméd€lském priamyslu. Odhaduje se, ze 50 % ztrat

na obili je zptisobeno pravé timto patogenem (Gilchrist & Dubin, 2002).

Mikroskopické znaky
Fusarium graminearum maji vyrazny makrokonidie ve tvaru bananu. Tyto
konidia obsahuji septa. Jakmile jsou podminky pfiznivé, tato konidia produkuji
askospory na podporu jejich rozptyleni (Goswami, 2004).

Patogenita
Tento patogen napada rizné zrniny (kukufice, ryZe, pSenice, oves) a zpusobuje
strupovitost. Produkuje mykotoxiny deoxynivalenoly (DON) a zearalenony (Marasas
et al., 1984). DON muze snizit ptijem krmiv prasaty. Pfi vysokych koncentracich

vyvolava zvraceni, problémy s plodnosti a otékani vulvy (Trenholm et al., 1984).

Pro ¢loveka jsou mykotoxiny produkované timto patogenem nebezpecné hlavné

pro jatra.

2.4.9 Fusarium culmorum

Je to vyznamny patogen obilovin, ktery se vyskytuje na celém svéte.

Makroskopické znaky
Kolonie dobfe rostou na bramborovo-dextrozovém agaru (PDA). Mycelium je

bélavé az Zluté, ve stari hnédne.

Mikroskopické znaky
Mikrokonidie chybi, ale makrokonidie jsou Casté. Jsou hnédé barvy. Tvar maji
na hibetu zak¥iveny, ale ventralni strana je rovna. Velikost se pohybuje od 5 do 7 um
na Sitku a dlouhé jsou 30 az 50 um. Chlamydiospory se tvoii celkem hojné a

pomérné rychle. Jsou silnosténé a maji kulovity tvar a lze je najit jednotlive, ve
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shlucich nebo v fetizcich. Velikost se pohybuje v rozmezi 9 az 14 um (Scherm et al.,

2013).

Patogenita
Fusarium culmorum zpusobuje hnilobu kofenti a klasi obilovin. Napada
pfedevSim obiloviny, ale také okopaniny a jiné rostliny. Produkuje mykotoxiny
deoxynivalenoly, nivalenoyl a zearalenony, které se mohou objevit v zrnech a

ohrozovat tak zdravi zvitat a lidi (Wagacha & Muthomi, 2007).

2.5 Rhizoctonia solani

Je to patogenni houba se Sirokym hostitelskym rozsahem a témét kosmopolitnim

vyskytem. Taxonomie rodu Rhizoctonia je uvedena v tab. 4.

Tab. 4:Taxonomie rodu Rhizoctonia

Rise Houby

Kmen Basidiomycota

Ttida Agaricomycetes

Rad Cantharellales

Celed Ceratobasidiaceae

Rod Rhizoctonia
Makroskopické znaky

Kolonie maji bilou az hnédou barvu. Roste v choméaccich.

Mikroskopické znaky
Nepohlavni spory neprodukuje. Na infikovanych rostlinach je mozné spatfit
sexualni vytrusy, takzvana basidia. Na kazdém jsou 4 spory. Hyfy jsou 4 - 15 um

Siroké a Casto se déli v pravém uhlu (Wiese, 1987).

Patogenita
Rhizoctonia solani napada hlizy a podzemni stonky brambor. Hospodatsky
vyznamné Skody zpisobuje jen ve vlhkych a chladnych piidach. Napada vojtésku,

araSidy, soju, fazole a dalsi.

38



Jana Reiserova 2014

Na povrchu hlizy bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.) tvofi Cerné
strupy. Takto poskozena hliza Ize po oloupani slupky dale konzumovat, ale jiz nejsou
vhodné jako osivo. Pozdéji se mohou zacit objevovat plisiiové 1éze a rakovina hlizy.
Nici vyhonky a nakonec rostlinu usmrti. Kontaminuje ptidu, kontaminaci mtze snizit

stiidani plodin (Anonym 4).
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3 Cile diplomové prace
Cile diplomové prace byly nasledujici:

e Ziskani termorezistentni frakce inhibitor proteas ze tfi odriid bramboru

hliznatého

e Otestovat jejich antifungalni plsobeni vi¢i vybranym hospodaisky

vyznamnym mikroskopickym houbam
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Houby

Pro experiment byly vybrany patogenni mikroskopické houby uvedené v tab. 5.

Tab. 5:Kmeny z Ceské sbirky mikroorganismii pouzité v praci

Druh Oznaéeni kmene v Ceské | Oznadeni hub v
sbirce mikroorganisma | experimentu
Fusarium graminearum F-683 A
Fusarium solani 8014 B
Fusarium oxysporum 17 C
Fusarium oxysporum F65 D
Rhizoctonia solani F-1 E
Fusarium solani 8079 F
Fusarium culmorum F-163 G

4.1.2 Hlizy bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.)

V této praci byly pouzity odrudy bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.)
Eurostrach, Adéla a Ornella. Hlizy téchto odrid byly vypéstovany na pozemcich
Zemédélské fakulty Jihoceské univerzity v Ceskych Budg&jovicich v roce 2013. Byly
skladovany v chladu (4°C) a temnu pii 95% relativni vlhkosti vzduch.

Odruda Adéla je rana konzumni odriida. Ma vysokou odolnost proti virovym
chorobdm a plisni bramborové. Dosahuje vysokého vynosu ovalnych hliz se syté

Zlutou duzninou. Hlizy jsou odolné mechanickému poskozeni a obecné strupovitosti.

Odrtda Eurostarch je polopozdni aZ pozdni pramyslova odrida, ktera je uréena
pro Skrobarenské zpracovani. Je vysoce odolna proti had’atklim, ter€ové a hnédé

skvrnitosti brambor.

Ornella je polopozdni primyslova odrida, ktera je odolnda vuéi rakoviné
brambor. Ma stfedné rychly pocate¢ni rust naté, s vyssi odolnosti proti virovym
chorobdm a plisni bramborové. NarGst hliz je pomaly, velikost hliz je stfedni s

vys$§im poctem hliz pod trsem. Hlizy maji vysSi odolnost obecné strupovitosti a

41




Jana Reiserova 2014

mechanickému poskozeni. Odrida dosahuje stfedniho vynosu hliz s vysokou

Skrobnatosti. Je vhodna jako surovina pro vyrobu lupinki a pro zpracovani na Skrob.

4.2 Priprava proteinu

Hlizy bramboru se ocisti pod tekouci vodou a odStavni pomoci doméciho
odstavinovace. Ziskana bramborova $tava (PFJ — potato fruit juice) se centrifuguje
(4500 ot./min po dobu 10 minut pfi teploté 4°C). Supernatant se prevede do kadinky
a filtruje se na bé&zném papirovém filtru K1 (Thermofisher, CZ). U pfefiltrované

hlizové stavy se provede uprava reakce na pH 5 pomoci 0,5 M H,SOs,.

Pot¢ se u PFJ provede odstranéni majoritnich proteinovych komponent
prostiednictvim tepelné koagulace, zahfanim objemu v kadince (cca 500ml PFJ) ve
vodni 1dzni na teplotu 80°C (redlna teplota PFJ) po dobu 10 minut. Provede se
naslednd centrifugace pti 4500 ot./min po dobu 10 minut pii teploté 4°C. Supernatant
se prevede do plastovych do6z (objem 900ml), které se daji zamrazit do mraznicky na

-20°C.

Roztok se zakoncentruje pfi teploté -50°C, tlaku 420 mbar, cca na 48 hodin do

konstantni hmotnosti na lyofilizatoru Alpha 1-4 (Martin Christ, Némecko).

Lyofilizovany termorezistentni protein izolovany pomoci zahtati na 80°C (TRP-
80) se prevede na 30% roztok pfidanim deionizované vody. Roztok se pievede do
dialyza¢niho potrubi (MWCO 3 kDa) a vlozime do kadinky s vychlazenou
deionizovanou vodou o objemu 1800ml. Dialyza probiha po dobu 24 hodin, kdy se
Vv pribéhu dialyzy méni deionizovana voda (4x po pfiblizné stejnych casovych
usecich). Dialyzuje se 2x. Roztok se opét zakoncentruje pomoci lyofilizatoru Alpha
1-4 (Martin Christ, Némecko) pfi stejnych podminkach. Ziskana susSina se skladuje

V hermeticky uzavienych dézach v suchu pfi teploté -20°C do pouZiti.

Orientacni vytézek izolace TRP-80 se ziska vazenim lyofilizovaného proteinu
mezi jednotlivymi kroky. Z tab. 6 je patrné, ze nejvice proteinu z 1000 ml PFJ lze
ziskat z odrudy Eurostarch a nejméné z odridy Adéla. Rozdily ve vytéznosti mezi

jednotlivymi vzorky jsou minimalni.

42



Jana Reiserova 2014

Tab. 6: Vytezek izolace proteinu pred a po dialyze 7 1000 ml PFJ

Odruda bramboru

Vytézek pred dialyzou

Vytézek po dialyze

Adéla

48,925 ¢

21759

Eurostarch

46,175 g

2,917 g

Ornella

32,690 g

2,300 g

4.2.1 Kvantifikace proteinu pomoci spektrofotometrie

Kvantifikace proteinu se provede ze vzorku TRP-80 o koncentraci 10 mg
vzorku/1 ml deionizované vody pomoci Pierce BCA Protein Assay Kit. BCA metoda
vyuziva sodné soli kyseliny bicinchoninové (BCA), kterd komplexuje ionty Cu (I)
tvofené reakci peptidové vazby s Cu (II). Cinidlo se piipravuje smisenim roztoki

sodné soli BCA v alkalickém prostiedi (100 dili) a CuS0, (1 dil).

Kalibrace na standardy se provadi BSA - hovézi sérovy albumin. Piiprava
standardli se provede podle tab. 7. Prvni tfi fedéni BSA provedeme pomoci 1 ml

ampule 2 mg/ml albuminu (Albumin Standard).

Tab. 7. Priprava BSA standardii (pracovni rozsah 20 -2000 ug/ml)

Tuba | Objem fedidla Objem a zdroj BSA Kone¢na
koncentrace BSA

A 0ul 300 ul z Albumin Standard 2000 pg/ml
B 125 ul 375 ul z Albumin Standard 1500 pug/ml
C 325 ul 325 pl z Albumin Standard 1000 pg/ml
D 175 ul 175 ul z tuby B 750 pg/ml
E 325 ul 325 ul ztuby C 500 pg/ml
F 325 ul 325 pl ztuby E 250 pg/ml
G 325 ul 325 ul ztuby F 125 pg/ml
H 400 ul 100 pl z tuby G 25 pg/ml

| 400 pl 0 ul 0 = Blank

Ptipravi se pracovni reakéni smés BCA (WR) smichanim 50 dilt BCA ¢inidla A
s 1 dilem BCA ¢inidla B.

Do zkumavky se napipetuje od kazdého standardu a vzorku 0,1 ml, pfida se 2 ml
WR do kazdé zkumavky a inkubuje se pti 37°C po dobu 30 minut. Méfi se na
spektrofotometru pii vlnové délce 562 nm, pomoci standardi se piipravi korelaéni

ktivka. A pomoci ni se vypocte koncentrace proteinu ve vzorku.
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4.3 Priprava kultiva¢niho média

ISA je castecné definované médium urcené pro testy antimikrobialni citlivosti.

Slozeni pouzitého média je uvedeno v tab. 8.

Tab. 8:Slozeni Oxoid ISA CM0471

Typicka Formule g/l
Hydrolyzovany kasein 11,0
Peptony 3,0
Glukoéza 2,0
Chlorid sodny 3,0
Rozpustny skrob 1,0
Hydrogenfosfore¢nan sodny 2,0
Octan sodny 1,0
Hoft¢ik glycerofosfat 0,2
Glukonat vapenaty 0,1
Siran kobaltnaty 0,001
Siran méd’naty 0,001
Siran zine¢naty 0,001
Siran Zeleznaty 0,001
Chlorid manganaty 0,002
Menadione 0,001
Kyanokobalamin 0,001
L-cystein hydrochlorid 0.02
L-tryptofan 0.02
Pyridoxin 0,003
Pantothenat 0,003
Nikotinamid 0,003
Biotin 0.0003
Thiamin 0,00004
Adenin 0,01
Guanin 0,01
Xantin 0,01
Uracil 0,01
Agar 8,0
Celkem 31,4
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ISA se pfipravi pfidanim 31,4g smési do 11 destilované vody a piivede se k varu
(rozpusténi agaru). Sterilizujeme v autoklavu pfti teploté 121°C po dobu 15 minut.
Ptipraveny agar se pipetou pienese po 8ml do Petriho misek a nechd se ztuhnout.

Skladujeme do pouziti v chladu (2-8°C) a temnu.

4.4 Testy antifungalni citlivosti

Oc¢kovani mikroskopickych hub se provadi na ISA agaru v Petriho miskach ve
sterilnim prostfedi (flow box). Petriho misku je pfed samotnym ockovanim tieba
opatfit kiizem (ze spodu), ktery ndm urc¢i stied, na ktery se bude oCkovat houba.
Kazdd vznikld ctvrtina se oznaci koncentraci proteinu, ktery se bude pozdéji
aplikovat (koncentrace 10mg/mm, 5Smg/mm, Img/mm a Omg/mm). Dale se musi
Petriho miska naleZzité oznacit zkratkou ockované houby, ¢islem opakovani (1 az 5) a
zkratkou odrudy bramboru, ze které byl ziskdn TRP-80, ktery se bude pozdé&ji
aplikovat. Sterilizovanym korkovrtem se vyfizne v agaru porostlém houbovou
kulturou kruhova vysec, ktera se za pomoci sterilniho skalpelu pfenese na stied kiize
oznacené Petriho misky s ISA. Naockované Petriho misky se vlozi do thermoboxu a

kultivuji se pfti teploté 25°C 48 - 36 hodin (li8i se podle druhu houby).

Obr. 5:Schéma znaceni Petriho misky
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Protein se aplikuje vftedéni 10mg/mm, S5Smg/mm, Img/mm a Omg/mm
(deionizovana voda). Na analytické vaze se navazi 100mg TRP-80 do zkumavky,
prida se 10ml deionizované vody a promicha se. Centrifuguje se pfi teploté 4°C po
dobu 10 minut (tvorba homogenniho roztoku). Pfevede se pies mikrobialni filtr o
velikosti sita 0,22um. Piipravi se mikrozkumavky (ependorftube) pro tedéni
10mg/mm 5mg/mm, 1mg/ mm, Omg/mm (deionizovana voda) a do pouziti se
uschovaji v chladu a temnu. Zbytek roztoku se zamrazi na teplotu -20°C a uschova
pro pozdéjsi pouziti.

Po 48 - 36 hodinach (lisi se podle druhu houby) kultivace nao¢kovanych Petriho
misek houbou se ve sterilnim prostiedi (flow box) provede aplikace ptislusnych
fedéni do kruhovych jamek. Kruhova vyse¢ se udéla sterilnim korkovrtem Imm od
okraje houbové kultury v kazdé ctvrtiné vzniklé kiizem (ve stfedu Ctvrtiny) a
kruhovou vyse¢ vyjmeme sterilnim skalpelem. Do téchto vzniklych jamek se pipetou
pienese postupné do prvni ¢tvrtiny 30ul deionizované vody, do druhé ¢tvrtiny 30ul
roztoku TRP-80 s fedénim 1mg/mm, do teti ¢tvrtiny 30ul roztoku TRP-80 s fedénim
5mg/mm a do ¢tvrté ¢tvrtiny 30ul roztoku TRP-80 s fedénim 10mg/mm. Petriho
misky se premisti do thermoboxu (opatrné, aby se nerozlil protein) a kultivuji se 24

hodin pfi teploté 25°C.

CIpB0

Obr. 6:Schéma aplikace proteinu
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Po 24 hodinach se Petriho misky pfevedou do digitalizované formy pomoci
fotoaparatu. Po foceni se Petriho misky ulozi do thermoboxu (kultivace pti 25°C). Po

48 hodinéach nasleduje druhé foceni a vyhodnocovani velikosti inhibicnich zon.
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5 Vysledky

5.1 Koncentrace proteinu

V tab. 9 je uvedena koncentrace vzorku TRP-80 zjisténa BCA metodou pii
fedéni 10 mg/ml. Z tabulky je patrné, Zze nejnizs$i koncentraci proteinu ma odrada
Ornella pfed upravou tepelnou koagulaci. Naopak protein izolovany z odrady

Ornella, ktery touto tipravou prosel, mé namétenou koncentraci nejvyssi.

Tab. 9: Koncentrace vzorku TRP-80

Odrida Koncentrace

Adéla 7,75055 mg/ml
Eurostarch 7,75475 mg/ml
Ornella po tepelné koagulaci 7,76495 mg/ml
Ornella pted tepelnou koagulaci 7,74625 mg/ml

5.2 Vyhodnoceni plochy inhibice radialniho ristu

Hodnoceni bylo provedeno na Sesti kmenech rodu Fusarium a na jednom kmeni
rodu Rhizoctonia v péti opakovanich focenych po 24 a po 48 hodinach. Vyhodnoceni
bylo provedeno v programu AutoCad 2013 (trial verze). Na obr. 7 jsou dobie patrné

z6ny inhibice radialniho ristu.
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Obr. 7:Digitdlni fotografie Petriho misek. Vlevo po 24 hodinach kultivace po aplikaci TRP-
80. Vpravo po 48 hodindch kultivace. V. misce nahore je naockovana houba Rhizoctonia
solani F-1proti niz byl aplikovan TRP-80 z odriidy Adéla. V misce dole je naockovana houba
Fusarium graminearum F-683 proti niz byl aplikovan TRP-80 z odriidy Eurostarch.

Ziskané hodnoty byly statisticky vyhodnoceny v programu Statistica 9 (trial
verze). V piiloze 1 je soubor dat, ze kterého byly zpracovavany nasledujici data.
V tab. 10 je vystup analyzy rozptylu. VSechny sledované faktory vykazaly ptimy vliv
na velikost plochy inhibice rustu (PIR), mimo dvou faktord a to faktor 1 x 2 x 3 a

faktoru 1 x 2 x 3 x 4, které nebyly statisticky vyznamné
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Tab. 10: Analyza rozptylu (ANOVA) vicefaktorova (Statistica 9). SS = soucet ctvercii (Sum of
Squares), Degr. of. = stuperi volnosti (Degree of Freedom), MS = prumér ¢tvercii (Mean
Square), F = testové kritérium, p = p-hodnota

SS Degr. of MS F p

Intercept 273,7632 1| 273,7632 | 9564,520 | 0,000000
Houba-kmen (1) 80,2954 6| 13,3826 | 467,549 | 0,000000
Odriada TRP-80 (2) 2,6439 2 1,3219 46,185 | 0,000000
Cas (3) 13,9480 1| 13,9480 | 487,304 | 0,000000
Koncentrace (4) 184,1308 3| 61,3769 | 2144,338 | 0,000000
1x2 2,7985 12 0,2332 8,148 | 0,000000
1x3 11,7013 6 1,9502 68,135 | 0,000000
2x3 0,5478 2 0,2739 9,569 | 0,000080
1x4 55,6988 18 3,0944 | 108,109 | 0,000000
2x4 2,3357 6 0,3893 13,601 | 0,000000
3x4 11,4832 3 3,8277 | 133,731 | 0,000000
1x2x3 0,5633 12 0,0469 1,640 | 0,076347
1x2x4 5,3874 36 0,1497 5,228 | 0,000000
1x3x4 9,8427 18 0,5468 19,104 | 0,000000
2x3x4 0,7319 6 0,1220 4,262 | 0,000319
1x2x3x4 1,0696 36 0,0297 1,038 | 0,410083
Chyba 18,8624 659 0,0286

Na obr. 8 je zobrazen procentualni podil jednotlivych faktord a interakci na
celkové variabilité¢ hodnot plochy inhibice radidlniho riistu. Nejvétsi vliv na velikost

plochy inhibice radialniho ristu méla koncentrace aplikovaného proteinu (45,7 %).

Houbové odrida a kmen mély vyrazny vliv na cely experiment, ovliviiovaly
velikost plochy inhibice radidlniho rustu z 12, 5 %. Maly vliv na plochu m¢la odrida
bramboru 0,5 % a ¢as 3,6 %. Plochu inhibice radidlniho rdstu velmi ovliviiuje
interakce mezi odridou TRP-80 a Casem (13,9 %). Dalsi interakce majici vliv na
plochu inhibice radialniho rdstu houbovych kultur jsou houba - kmen x cas X
koncentrace (5,9 %), ¢as x koncentrace (5,4 %), houba - kmen x ¢as (4 %). Chyba

zde zastupuje 4,8 %.
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1x2x4 2x3x4 Ve 1x2x3x4
e Odrada TRP-80

2x4
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Obr. 8: Procentudlini podil faktorii interakci na celkové variabilité hodnot plochy inhibice
radidlniho ristu.

5.2.1 Hodnoceni vlivu koncentrace

Koncentrace méla podle ocekavani nejveétsi vliv na cely experiment. Byly
hodnoceny c¢tyfti koncentrace a to koncentrace 0 mg/ml (kontrola), 1 mg/ml, 5 mg/ml
a 10 mg/ml. Praimérné namétené hodnoty PIR u koncentraci jsou uvedeny na obr. 9.
Kontrola tedy koncentrace 0 mg/ml byla vzdy nulovad. Rozdil mezi koncentracemi
1 mg/ml a 5 mg/ml byl velmi vyrazny. Mezi koncentracemi 5 mg/ml a 10 mg/ml jiz
nebyl tak vyznamny rozdil. Cim byla koncentrace vys$si, tim vétsi rist PIR
vykazovala v Case. Protoze méla koncentrace tak vyrazny vliv na velikost PIR byla
Vv nasledujicich hodnoceni vyfazena, aby 1épe vynikly i dal§i faktory ovliviujici

velikost PIR. V dalsich hodnocenich je zpracovana pouze koncentrace 5 mg/ml.
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Obr. 9: Zavislost plochy inhibice radidalniho riistu v mm? na koncentraci a casu.

5.2.2 Hodnoceni vlivu odridy

TRP -80, ktery byl aplikovan v testech, byl izolovan ze tfi odrid bramboru. Na
obr. 10 je zavislost plochy inhibice radialniho ristu (PIR) na odridé bramboru a
Casu. Po 24 i po 48 hodinach sledovani zpusobil nejvétsi plochu inhibice TRP-80
izolovany z odridy Adéla. Odridy Ornella a Eurostarch po 24 hodinach plsobi
pfiblizn€ stejné. Po 48 hodinach vétsi PIR zpisobila odrida Ornella. Celkové

nejmensi PIR se utvorila pro aplikaci TRP-80 z odridy Eurostrach.

150,0
132,8
103,5 96.0
100,0 -
77,0
68,7 68,8
N I I
0,0 -
24 48 24 48 24 48
Ornella Ornella Eurostarch | Eurostarch Adéla Adéla

Obr 10.: Zavislost plochy inhibice radidlniho ristu v mm? na odriidé bramboru a casu, ze
kterého byl vyroben TRP-80
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5.2.3 Vyhodnoceni vlivu TRP-80 na radialni rast Fusarium
graminearum, kmen F-683

Velikost PIR u F. graminearum kmen F-683 byla ovlivnéna velmi Casem i
odridou bramboru jak je vidét na obr. 11. Nejvétsi PIR zputsobila aplikace TRP-80
izolovaného z odridy Adéla, 48 hodin po aplikaci se plocha témét zdvojndsobila.
Podobné¢ ¢as ovlivnil velikost PIR 1 odrtid Ornella a Eurostrach. Nejmensi u¢inek na

F.graminearum méla aplikace TRP-80 izolovaného z Eurostarch.

F.graminearum, kmen F-683
350,0 a
b
s 280,0 —
1]
2 c
g 2100 d —
) d
< ef
5 1400 —
L
(8]
o
0,0
24 ‘ 48 ‘ 24 ‘ 48 ‘ 24 ‘ 48 ‘
Ornela ‘ Ornela Eurostarch | Eurostarch Adela ‘ Adela ‘

Obr. 11: Zavislost plochy inhibice radidlniho ristu v mm? na odriidé bramboru a casu. V
obrazku je zahrnuto hodnoceni sily testu podle Fischer LDS testu.

5.2.4 Vyhodnoceni vlivu TRP-80 na radialni rast Fusarium solani,
kmen 8014

Zobr. 12 je patrné, ze nejvétsi PIR u F. solani kmen 8014 zpisobil TRP-80
izolovany z odridy Ornella. U odriidy Ornella a Adéla se PIR po 48 hodinach
zvétsila o polovinu. Odrida Eurostarch nebyla ¢asem ovlivnéna a hodnoty po 24 a 48

hodinéch se pfilis nelisi.
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F.solani, kmen 8014
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Obr. 12: Zavislost plochy inhibice radidlniho rustu v mm? na odridé bramboru a ¢asu. \V
obrazku je zahrnuto hodnoceni sily testu podle Fischer LDS testu.

5.2.5 Vyhodnoceni vlivu TRP-80 na radialni rast Fusarium solani,
kmen 8079

Z obr. 13 je zfejmé, ze u F. solani kmen 8079 mél na PIR velky vliv ¢as a to u
vSech odrd. Velikost PIR se po 48 hodinach zvétsila o polovinu. TRP-80 z odridy
Adéla tvoril nejvétsi PIR a protein z odridy Ornella zase nejmensi PIR. Hodnoty

naméfené po 24 hodinach se lisily minimalné, jak doklada i Tukeyho test.

F.solani, kmen 8079
150,0
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120,0 ——
2 -
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30,0 |
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24 48 24 48 24 48
Ornela QOrnela Eurostarch Eurostarch Adela Adela

Obr. 13: Zavislost plochy inhibice radidlniho riistu v mm? na odriidé bramboru a éasu. V
obrazku je zahrnuto hodnoceni sily testu podle Fischer LDS testu.
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5.2.6 Vyhodnoceni vlivu TRP-80 na radialni rast Fusarium
oxysporum, kmen 17

U F. oxysporum kmen 17 je PIR nejvétsi u odrady Adéla po 48 hodinach, viz
obr. 14. Po 24 hodinach nejvétsi PIR byla naméfena po aplikaci TRP-80 izolovaného
z odridy Ornella. TRP-80 z odridy Eurostarch byl proti F. oxysporum nejméné
ucinny a nejméné na néj pusobil faktor ¢asu. Faktor ¢asu se nejvice projevil u TRP-

80 z odrtdy Adéla.

F.oxysporum, kmen 17
150,0
120,0 efgh
= ,
wi
2 ijk
vg 90,0 " —
=) jkim
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=
o
o
o
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0,0
24 48 24 48 24 48
Ornela Ornela Eurostarch Eurostarch Adela Adela

Obr. 14: Zavislost plochy inhibice radialniho ristu v mm? na odridé bramboru a ¢asu. \V
obrazku je zahrnuto hodnoceni sily testu podle Fischer LDS testu.

5.2.7 Vyhodnoceni vlivu TRP-80 na radialni rast Rhizoctonia solani,
kmen F-1

Zobr. 15 je zfejmé, ze proti R.solani kmen F-1 nejvice pusobil TRP-80
izolovany z odridy Adéla, u kterého se po 48 hodinach velikost PIR zvétsila. U
ostatnich odrid se velikost PIR po 48 hodinach zmensila. Proti R.solani nejméné

ucinkoval TRP-80 izolovany z odridy Eurostarch.
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150,0
120,0 efgh
2
wi
= ijk|
a 90,0 ——
2
‘.E Imn klmn
£ mno -
s 600 mnopa
<
=]
=
30,0 |
0,0
24 48 24 48 24 48
Ornela Ornela Eurostarch Eurostarch Adela Adela

Obr. 15: Zavislost plochy inhibice radidlniho ristu v mm? na odriidé bramboru a casu. V
obrazku je zahrnuto hodnoceni sily testu podle Fischer LDS testu.

5.2.8 Vyhodnoceni vlivu TRP-80 na radialni rist Fusarium
oxysporum, kmen F-65

Na velikost PIR u F.oxysporum kmen F-65 méla odriida bramboru jen minimalni
vliv, jak je patrné z obr. 16. Cas mél u viech testovanych odriid stejnou reakci, vzdy

se po 48 hodinach velikost PIR zvétsila.

F.oxysporum, kmen F-65
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Obr. 16: Zavislost plochy inhibice radidlniho ristu v mm? na odridé bramboru a ¢asu. \V
obrazku je zahrnuto hodnoceni sily testu podle Fischer LDS testu.
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5.2.9 Vyhodnoceni vlivu TRP-80 na radialni rast Fusarium
culmorum, kmen F-163

Z obr. 17 je patrné, Ze na F.culmorum kmen F- 163 pusobil TRP-80 nejmensi
PIR ze vSech sledovanych hub. Proti F.culmorum nejvice fungoval TRP-80

izolovany z odridy Eurostrach. Faktor ¢asu zptsobil u vSech odrid zvétSeni PIR.

F.culmorum, kmen F-163
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Obr. 17: Zavislost plochy inhibice radidlniho riistu v mm? na odriidé bramboru a casu.
obrazku je zahrnuto hodnoceni sily testu podle Fischer LDS testu.
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6 Diskuze

Spektrum proteinti ve vzorku bylo vyznamné ovlivnéno zplisobem izolace a
upravou tepelnou koagulaci. V praci Bartové & Barty (2008) je uvedeno, Ze teplota
pfi zpracovani PFJ vyrazné ovliviiuje spektrum peptidovych resp. proteinovych

frakei.

Termostabilni frakce v PFJ, které se nevysrazely pii teploté 80°C jsou pievazné
inhibitory proteas. Na pracovisti bylo jiz diive zji§téno, Zze v této frakci prevazuji
hlavn¢ serinové inhibitory proteas (bramborovy inhibitor proteas I a bramborovy
inhibitor proteas Il) (Barta, os. sdéleni). Studiu antifungalnich u¢inka jednotlivych

typil inhibitorl proteas je tieba vénovat dalsi pozornost.

Kim et al. (2009) ve své praci také uvadi, Zze nékteré proteiny izolované z hliz
bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.) pusobi antifungalné. Mezi tyto
proteiny autofi fadi napt. patatin, dale také defensiny a inhibitory proteas, u nichz
popisuji vyrazné antifungalni G€inky (hlavné u bramborovych inhibitort proteas I). U
inhibitor Kunitzova typu byl popsan antifungalni u¢inek viéi Fusarium culmorum
(Sprenskaya et al., 2006).

Inhibitor karboxypeptidasy (PCI) pfedstavuje nejmensi inhibitor proteas hliz
bramboru vykazujici vysokou miru termostability (Pouvreau et al., 2001; Bartova et
al., 2012). U tohoto peptidu byla zjiSténa silnd antifungalni aktivita vi¢i vyznamnym
patogenum ryze Fusarium verticillioides. Rostliny syntetizujici hlizovy inhibitor
karboxypeptidasy vykazovaly zvySenou rezistenci vii¢i zminénym patogeniim ryze i
vici hmyzim Skiadcim Chilo suppressalis a Spodoptera littoralis (Quallis et al.,
2007; Bartova et al., 2012)

Vyznamnym faktorem experimentu je houbova kultura. Izolované peptidové
frakce z bramboru potlacuji vSechny testované mikroskopické houby druhu
Fusarium solani, F. oxysporum, F. graminearum, F. culmorum a Rhizoctonia solani.
Nejvice ptusobi na F. graminearum a nejméné na F. culmorum. F. solani je jeden
z nejodolnéjSich druhti mikroskopickych hub vyskytujicich se na bramboru
hliznatém (Solanum tuberosum), proto by bylo vhodné rozsitit testy i o dalsi htie
potlacitelné houby. Seletrenikoff (2001) ve své publikaci uvadi, Ze inhibitory proteas
inhibuji R. solani a dale vykazuji antifungalni aktivitu vici druhu Alternaria a dalsim

patogennim houbam.
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Na spektrum peptidovych frakci v hlize ma velky vliv odrida, ze které byl TRP-
80 izolovan. V této praci byla pouzita konzumni odrida Adéla a dvé primyslové
odridy Ornella a Eurostrach. Tyto odriidy jsou zpracovany ve Skrobarenském
prumyslu, kde jako vedlejsi produkt vznikda PFJ, ze které lze izolovat zplisobem
uvedenym v kapitole 4.2 inhibitory proteas. Tento odpad ma potencial, aby se v

budoucnu stal materialnem pro fadu biotechnologickych aplikaci (Barta et al., 2007).

Jednim ztestovanych faktorid byl c¢as, ktery mél vyrazny vliv na cely
experiment. Pro tuto praci byla houba s TRP-80 kultivovdna 48 hodin. U vétSiny hub
se po 48 hodinach kultivace PIR zvétsila. U R. solani kmen F-1 se velikost PIR

zmenSila. Pro¢ tomu tak bylo by mélo byt predmétem dalsiho vyzkumu.

Mechanismus u¢inku inhibitorti proteas neni zcela objasnén, proto by bylo pro
pouziti inhibitorQi proteas jako primyslové izolovanych antifungalnich latek nutné
zaméfit vyzkum i na mechanismy ucinku. Hefmanova et al. (2006) v préci uvadéji,
ze byla u inhibitorG proteas popsana biofunkénost — inhibice travicich enzymu
(obrannd reakce viici hmyzim Skiidcim) i1 antifungélni aktivita. Pii napadeni rostliny
produkuji patogenni organismy hydrolasy, které usnadnuji pronikéni patogenu do
rostlinnych bunék. Logickym obrannym mechanismem rostlin je schopnost syntézy
inhibitord proteas, které aktivitu proteas snizuji nebo zcela inhibuji (Ryan, 1990;
Béartova et al., 2012).
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[ Zavér

Z vysledku experimentu se daji vyvodit nasledujici zavéry:

Nizkomolekularni termorezisteni proteiny mohou potlacovat houby rodu

Fusarium a Rhizoctonia.

VSechny ¢tyfi testované faktory (houbova kultura a kmen, odriida bramboru,
ze které byl TRP-80 izolovan, koncentrace, ¢as) mély prukazny piimy vliv

na plochu inhibice radidlniho rtstu.

V ramci experimentu mély nejvétsi vliv na radialni rGst koncentrace a

interakce mezi odridou bramboru a ¢asem.

Nejvétsi plochu inhibice radialniho rustu tvofil TRP-80 izolovany z hliz

bramboru odrady Adéla.

Nejmensi plochu inhibice radialniho ristu tvotil TRP-80 izolovany z hliz

bramboru odrudy Eurostrach.

Na TRP-80 nejcitlivéji reagovala houba Fusarium graminearum (kmen F-
683).

Nejméné na experiment reagovala houba Fusarium culmorum (kmen F-163)
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9 Priloha 1

Tab. 11a: Prehled dat jednotlivych variant

Level of Level of | Level | N PIR
of

Total 210 | 0,91132
houba-kmen F.graminearum Km F- 30 | 2,136920

683
houba-kmen F.solani Km 8014 30| 0,719673
houba-kmen F. solani Km 8079 30| 0,877493
houba-kmen F.oxysporum Km 17 30 | 0,755050
houba-kmen R. solani Km F-1 30 | 0,705420
houba-kmen F.oxysporum Km F-65 30 | 0,805560
houba-kmen F.culmorum Km F-163 30 | 0,379143
TRP80-odruda Ornela 70| 0,861154
TRP80-odruda Eurostarch 70| 0,823834
TRP80-odruda Adela 70 | 1,048980
Cas 24 105 | 0,715199
das 48 105 | 1,107447
houba- F.graminearum Km F- Ornela 10 | 2,182310
kmen*TRP80- 683
odruda
houba- F.graminearum Km F- | Eurostarch 10 | 1,697650
kmen*TRP80- 683
odruda
houba- F.graminearum Km F- Adela 10 | 2,530800
kmen*TRP80- 683
odruda
houba- F.solani Km 8014 Ornela 10 | 0,772640
kmen*TRP80-
odruda
houba- F.solani Km 8014 | Eurostarch 10 | 0,626310
kmen*TRP80-
odruda
houba- F.solani Km 8014 Adela 10 | 0,760070
kmen*TRP80-
odruda
houba- F. solani Km 8079 Ornela 10 | 0,728810
kmen*TRP80-
odruda
houba- F. solani Km 8079 | Eurostarch 10 | 0,903160
kmen*TRP80-
odruda
houba- F. solani Km 8079 Adela 10 | 1,000510
kmen*TRP80-
odruda
houba- F.oxysporum Km 17 Ornela 10 | 0,785970
kmen*TRP80-
odruda
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Tab. 11b: Prehled dat jednotlivych variant

Level of Level of | Level N PIR
of
houba- F.oxysporum Km 17 | Eurostarch 10 | 0,614030
kmen*TRP80-
odruda
houba- F.oxysporum Km 17 Adela 10 | 0,865150
kmen*TRP80-
odruda
houba- R. solani Km F-1 Ornela 10 | 0,576480
kmen*TRP80-
odruda
houba- R. solani Km F-1 | Eurostarch 10 | 0,549040
kmen*TRP80-
odruda
houba- R. solani Km F-1 Adela 10 | 0,990740
kmen*TRP80-
odruda
houba- F.oxysporum Km F-65 Ornela 10 | 0,699580
kmen*TRP80-
odruda
houba- F.oxysporum Km F-65 | Eurostarch 10 | 0,858010
kmen*TRP80-
odruda
houba- F.oxysporum Km F-65 Adela 10 | 0,859090
kmen*TRP80-
odruda
houba- F.culmorum Km F-163 Ornela 10 | 0,282290
kmen*TRP80-
odruda
houba- F.culmorum Km F-163 | Eurostarch 10 | 0,518640
kmen*TRP80-
odruda
houba- F.culmorum Km F-163 Adela 10 | 0,336500
kmen*TRP80-
odruda
houba-kmen*¢as F.graminearum Km F- 24 15 | 1,547947
683
houba-kmen*¢as F.graminearum Km F- 48 15 | 2,725893
683

houba-kmen*¢as F.solani Km 8014 24 15| 0,604427
houba-kmen*¢as F.solani Km 8014 48 15| 0,834920
houba-kmen*¢as F. solani Km 8079 24 15| 0,594293
houba-kmen*¢as F. solani Km 8079 48 15| 1,160693
houba-kmen*¢as F.oxysporum Km 17 24 15 | 0,625453
houba-kmen*¢as F.oxysporum Km 17 48 15 | 0,884647
houba-kmen*¢as R. solani Km F-1 24 151 0,701460
houba-kmen*¢as R. solani Km F-1 48 15| 0,709380
houba-kmen*¢as F.oxysporum Km F-65 24 15 | 0,638900
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Tab. 11c:Prehled dat jednotlivych variant

Level of Level of | Level N PIR
of

houba-kmen*¢as F.oxysporum Km F-65 48 15| 0,972220
houba-kmen*¢as F.culmorum Km F-163 24 15| 0,293913
houba-kmen*¢as F.culmorum Km F-163 48 15| 0,464373
TRP80-odruda*¢as Ornella 24 35 68,7
TRP80-odruda*¢as Ornella 48 35 103,5
TRP80-odruda*cas Eurostarch 24 35 68,8
TRP80-odruda*cas Eurostarch 48 35 96,0
TRP80-odruda*¢as Adéla 24 35 77,0
TRP80-odruda*¢as Adéla 48 35 132,8
houba- F.graminearum Km F- Ornela 24 511,633720
kmen*TRP80- 683
odruda*cas
houba- F.graminearum Km F- Ornela 48 51 2,730900
kmen*TRP80- 683
odruda*Cas
houba- F.graminearum Km F- | Eurostarch 24 51 1,253440
kmen*TRP80- 683
odruda*cas
houba- F.graminearum Km F- | Eurostarch 48 51 2,141860
kmen*TRP80- 683
odruda*Cas
houba- F.graminearum Km F- Adela 24 51 1,756680
kmen*TRP80- 683
odruda*Cas
houba- F.graminearum Km F- Adela 48 5| 3,304920
kmen*TRP80- 683
odruda*cas
houba- F.solani Km 8014 Ornela 24 510,613780
kmen*TRP80-
odruda*cas
houba- F.solani Km 8014 Ornela 48 5 0,931500
kmen*TRP80-
odruda*Cas
houba- F.solani Km 8014 | Eurostarch 24 5| 0,608300
kmen*TRP80-
odruda*cas
houba- F.solani Km 8014 | Eurostarch 48 50,644320
kmen*TRP80-
odruda*Cas
houba- F.solani Km 8014 Adela 24 510,591200
kmen*TRP80-
odruda*cas
houba- F.solani Km 8014 Adela 48 51 0,928940
kmen*TRP80-
odruda*Cas
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Tab. 11d: Prehled dat jednotlivych variant

Level of

Level of

Level
of

N PIR

houba-
kmen*TRP80-
odruda*c¢as

F. solani Km 8079

Ornela

24

5| 0,506680

houba-
kmen*TRP80-
odruda*cas

F. solani Km 8079

Ornela

48

5| 0,950940

houba-
kmen*TRP80-
odrada*cas

F. solani Km 8079

Eurostarch

24

510,613540

houba-
kmen*TRP80-
odruda*c¢as

F. solani Km 8079

Eurostarch

48

51 1,192780

houba-
kmen*TRP80-
odrada*¢as

F. solani Km 8079

Adela

24

51 0,662660

houba-
kmen*TRP80-
odruda*c¢as

F. solani Km 8079

Adela

48

5| 1,338360

houba-
kmen*TRP80-
odrada*cas

F.oxysporum Km 17

Ornela

24

510,694320

houba-
kmen*TRP80-
odruda*c¢as

F.oxysporum Km 17

Ornela

48

510,877620

houba-
kmen*TRP80-
odruda*cas

F.oxysporum Km 17

Eurostarch

24

510,577740

houba-
kmen*TRP80-
odruda*cas

F.oxysporum Km 17

Eurostarch

48

51 0,650320

houba-
kmen*TRP80-
odrada*cas

F.oxysporum Km 17

Adela

24

5| 0,604300

houba-
kmen*TRP80-
odruda*cas

F.oxysporum Km 17

Adela

48

51 1,126000

houba-
kmen*TRP80-
odruda*¢as

R. solani Km F-1

Ornela

24

510,612200

houba-
kmen*TRP80-
odrada*cas

R. solani Km F-1

Ornela

48

5| 0,540760

houba-
kmen*TRP80-
odrada*cas

R. solani Km F-1

Eurostarch

24

5| 0,635060
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Tab. 11e:Prehled dat jednotlivych variant

Level of

Level of

Level
of

N PIR

houba-
kmen*TRP80-
odruda*c¢as

R. solani Km F-1

Eurostarch

48

5| 0,463020

houba-
kmen*TRP80-
odrada*¢as

R. solani Km F-1

Adela

24

510,857120

houba-
kmen*TRP80-
odruda*c¢as

R. solani Km F-1

Adela

48

5| 1,124360

houba-
kmen*TRP80-
odrada*¢as

F.oxysporum Km F-65

Ornela

24

510,536180

houba-
kmen*TRP80-
odrada*¢as

F.oxysporum Km F-65

Ornela

48

5| 0,862980

houba-
kmen*TRP80-
odruda*c¢as

F.oxysporum Km F-65

Eurostarch

24

510,722120

houba-
kmen*TRP80-
odrada*cas

F.oxysporum Km F-65

Eurostarch

48

5 {0,993900

houba-
kmen*TRP80-
odruda*c¢as

F.oxysporum Km F-65

Adela

24

5| 0,658400

houba-
kmen*TRP80-
odruda*cas

F.oxysporum Km F-65

Adela

48

51 1,059780

houba-
kmen*TRP80-
odrada*c¢as

F.culmorum Km F-163

Ornela

24

51 0,213780

houba-
kmen*TRP80-
odruda*cas

F.culmorum Km F-163

Ornela

48

5 | 0,350800

houba-
kmen*TRP80-
odruda*cas

F.culmorum Km F-163

Eurostarch

24

51 0,405960

houba-
kmen*TRP80-
odrada*cas

F.culmorum Km F-163

Eurostarch

48

51 0,631320

houba-
kmen*TRP80-
odruda*¢as

F.culmorum Km F-163

Adela

24

51 0,262000

houba-
kmen*TRP80-
odrada*cas

F.culmorum Km F-163

Adela

48

51 0,411000
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