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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva studiem vlivu napadbecnou strupovitosti
na proteinové slozeni jednotlivych vrstev brambgobv hliz s ohledem na fazi
tuberizace. Analyzam byly podrobenyédsdridy: obecné strupovitosti odolna dde
Vlasta a odida Valfi, citliv¢jSi k napadeni touto chorobou.

Laboratornimi technikami byl v hlizach zggtobsah suSiny a mnoZzstvi protein
v susSirg. Elektroforetickymi technikami (SDS-PAGE, 2D-PAGH)la ziskana spektra
proteini v hlizach a byla analyzovana oblast patatinovyrteini ve slupkéach zralych
hliz odiidy Valfi. Pomoci nativni PAGE a naslednou detekazyenovych aktivity
lipidacylhydrolazy a peroxidazove aktivity byly k&ny profily izoenzyn.

Bylo zjisténo, Ze nejutSi rozdily v &chto profilech bylo mozné zaznamenat
mezi odidami, dale mezi pletivem slupky a wumimi pletivy. V ramci dalSich
parametii (zdravotni stav a stupezralosti) byly rozdily nejmensi,ét8inou spise

v intenzi€ pruhi proteinového spektra na gelu.

Kli¢ova slovaSolanum tuberosumn., proteiny bramborovych hliz, obecna strupovitos



Abstract

This thesis studies the influence of infection ofntnon scab on the protein
composition in individual layers of potato tubangelation to the development phase of
tuber. Two varieties were analysed: Vlasta (comsmab-resistant variety) and variety
Valfi (more sensitive to attack by this disease).

With laboratory techniques were found amount of dmgtter in tuber and
content of protein in dry matter. By electrophareééchniques (SDS-PAGE, 2D-PAGE)
was obtained profiles of proteins in tubers andlyaea area patatin proteins in the
skins of mature tubers of the variety Valfi. Usimgtive PAGE and subsequent
detection of enzyme activity lipidacylhydrolase gmetoxidase activity were obtained
profiles isoenzymes.

It was found that the greatest differences in thesdiles could be recorded
between varieties, as well as among mesh skin abernal tissues. The other
parameters (health status and level of maturitylewibe smallest differences, mostly

rather in the intensity of protein bands of thectpan.

Keywords:Solanum tuberosuin, potato tuber proteins, common scab
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1. Uvod

Brambor hliznaty je vyznamnou plodinaieského i s$tového zersdélstvi.
Dulezité misto zaujima hla¢nv lidské vyziw a zpracovatelském jonyslu. Obsahuje
hodre Skrobu a dlezitych vitamini. Vyznam proteifi je pro pondrné nizky obsah
konzumentyasto opomijen,&oliv se jedna o proteiny nuéné hodnotné.

Brambory jsou napadany mnoha hosgekig vyznamnymi chorobami. Obecn&
strupovitost sice nezigobuje ztraty na vynosech, je vSak spojena se zimelcenim
vzhledu bramborovych hliz. V séasné dob, kdy konzumenti vyZaduji brambory
kvalitni i po této strance, nabyva tedy tato charol vyznamu. Proto se kladéralz i
na Slechini odiid odolnych této chorah atkoliv rezistentni odrda se vyslechtit dosud
nepodaila.

Zmeny v hlizach vyvolané obecnou strupovitosti nejdosud zcela objasny a
jsou tedy pedmétem mnoha vyzkufh Snahou této prace je prohloubeni znalosti o
diferencich v bramborovych hlizach na proteinové@var vzniklych v souvislosti
s napadenim patogeneBtreptomyces scabies v pfibéhu zrani hliz a fispét tak

k rozSfeni znalosti o interakcich mezi rostlinou a timatogenem.
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2. Literarni p fehled

2.1. Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.)

s

Celos¢tove se vyuziva 5 hlavnich hliznatych rostlin, z nichéjdilezitjSi
plodinou je brambor hliznaty (Hanusow@urn, 2007). Je to jedina hliznata rostlina
rostouci mimo tropy a z celkové produkce vSechnlalfgch plodin zaujima 45 %
(Shewry, 2003). Jedna se o viceletou rostlinu, alnmedélstvi je uzivana jako
jednoleta plodina (Vreugdenhéat al, 2007). Kulturni brambor se témve vSech
zemich rozmnoZzuje pouze vegetatiyosomoci hliz (Ryb&ek, 1988).

V souwasnosti je u nas registrovano 155 tmtiCermék, 2010). V roce 2009
bylo v CR podle udaj Ceského statistickéha@du sklizeno celkem 36 722 ha brambor.
Celkova produkce brambor dosahla 928,8 tisic tyrianérny hektarovy vynos byl
25,29 t/ha. Zminy ve stravovacich zvyklostech obyvatelstva, rycbl&erstveni a
moderni zjsob Zivota maji vliv na pokles celkové sty brambor nejen ¢R, ale ve
vSech vysplych evropskych zemich. Podle statistickych tdgjoteba brambor spiSe
klesa a v roce 2009 doséahla 62,1 kg brambor naatblgra rok (Zizka, 2009).

2.2. Bramborova hliza

Bramborova hliza je ztlustly stolon slouzici jakdirqzeny vegetativni
rozmnoZovaci organ. Proto je htisbsazena spicimi pupeny a je vni vysoka
koncentrace zasobnich latek. Hlizkegstavuji jedinou vyuZitelnosast celé rostliny
bramboru (Hanusov&urn, 2007; Ryb&ek, 1988) a neodmyslitairpati do jidelnéku
vétSiny obyvatel Evropy a Ameriky, ale i ostatnichétadila (Barta, Bartova, 2007).
Vyznam bramborové hlizy je spojen s vysokym obsal¥&mobu a v fipact lidske
vyzivy je hliza také dlezitym zdrojem vitaminu C, B6 a Bl a drasliku, ez a
hoi¢iku. Brambory pat mezi jeden z nejlepSich zdéiopntioxidant (obsahuji nap
polyfenoly, askorbovou kyselinu a karotenoidy) (@a€urn, 2004; Vreugdenhdt al.,
2007). Kazda rostlina je schopna vyprodukovat 426) Bramborové hlizy mohou mit

tvar kulaty, vetity, podlouhly az ledvinovity (obr. 1).
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Obrazek ¢. 1: Tvary bramborovych hliz (Lisinska, Leszczyski, 2002):

«oJo1080
Q@@

1- plochy, 2- kulaty, 3-6- ovalny az podlouhly,lédvmovity

PrestoZe je tvar hliz oddovym znakem, riZe u jednotlivych odid dochézet
v ramci modifik&niho vlivu prostedi k tvarovym odchylkdm. Hlizy se mohou liSit

rovneéz ve velikosti — nabyvaji velikosti od 10 mm do Iraén.

2.2.1. Anatomie hlizy

Hliza je rozdlena nacast korunkovou (vrcholovou) souvisejici se stolorem
cast pupkovou. V korunkovéasti hliz jsou spiralowt umiséna aka — tatocast je
oproti pupkové bohatSi nacka. Qika mohou byt jen &Ei vidét, ale mohou byt i
nékolik milimetra hluboka.

Na obrazku podélnéhtezu (obr. 2) pak dG¥eme rozeznatien, parenchym, cévni
svazky, Kiru a slupku. Pokozka hliz ike mit s¥tle Zlutou, Zlutou,cervenou nebo
fialovou barvu, zatimco duZninatde mit jakykoliv odstin Zluté, bilé nebo krémové
barvy (Lisiska, Leszczyski, 2002).
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Obrazek ¢. 2: Rez hlizou(Lisifiska, Leszcziski, 2002):

OO~ M &w

1 — korunkov&ast, 2 — pupek, 3 ko, 4 — slupka, 5 —tka, 6 — parenchym, 7 — kruh
cévnich svazk 8 — parenchym, 9 —eh

2.2.2. Chemickeé slozeni hlizy

Chemické slozeni hlizy zavisi do velké miry na giekém zalozeni rostliny-
dokonce hlizy stejné rostliny se mohou v latkovdoZzeni velmi liSit. Mezi dalSi vlivy
na chemické slozeni gastai a stupé vyvoje hlizy (obsah Skrobu se zvySuje, zatimco
obsah glukézy a fruktozy klesa), stgjiak podminky ekologické (n&p padni
podminky, pdasi a choroby). SlozZeni hlizy se takéninbéhem skladovani (Ligska,
Leszczyiski, 2002; Vreugdenhat al.,2007).

Celkovy obsah vody v hlize je (omérné 75 % z celkové hmotnosti hlizy.
Zbylych 25 % pak tvid suSina gadou latek. Nejvice suSiny se nachazi v zasobnim
parenchymu mezi thou a vaskularnim kruhem (Vreugdenhdt al., 2007).
odmidé resp. genotypu), ostatni polysacharidy, ktet@dstavuji 0,5 % celkové
hmotnosti hlizy a na 1,5 %erstvé hmotnosti hlizy se pak podili proteiny (Hsoua,
Curn, 2007).

Dusikaté latky hliz brambor (N — latky)

V¢étSina pouzivanych metod pouzivanydhgnalyze obsahu dusikatych latek je
zaloZena na stanoveni obsahu dusiku a nasledrepafu koeficientem 6,25 na obsah
tzv. hrubych proteii.

Dusikaté latky tvti v praméru 7,94 % suSiny. VelkagtSina dusiku obsazeného

v hlize (90 %) je rozpustna ve wodHlizy mensi velikosti obsahujiétsi mnozstvi N —
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latek. Distribuce dusiku v hlize bramboru neni mw&na. Nejvic N — latek se
vyskytuje v jade a nejmét v pupkovécasti hlizy. Nerozpustné proteiny se pak nejvice
vyskytuji ve slupce hlizy. (Barta, Bartova, 2007sihska, Leszczski, 1989). Tyto
slupkové proteiny pIni 3 hlavni funkce <€a$tni se metabolismu rostliny, proliferace
burék a stresoveé odp@di (Barel, Gintzberg, 2008).

Bramborové hlizy obsahuji nasledujici frakce N teka 50 % pedstavuji
proteiny, 15 % volné aminokyseliny (vedl&Znych aminokyselin se vyskytuji v hlize i
meért obvyklé aminokyseliny jako napB-alanin (Rybéek, 1988)), 23 % amidy a 12 %
ostatni dusikaté latky (napglykoalkaloidy, sekundarni metabolity acetylchokdenin,

kadaverin, guanin, hypoxanthin, narkotin, trigongkanthin) (Barta, Bartova, 2007).

2.3. Proteiny v hlizach bramboru

Bramborové proteiny jsou vyznamnou slozkou hlizanbbor i ges jejich
nizkou koncentraci verstvé hmat Pati mezi nutréné nejvyznamgjsi proteiny
rostinného jgvodu. Nutréni hodnota proteiin je urkovana hlava jejich
aminokyselinovou skladbou. Z&ray vyznam ma poginé vysoky obsah leucinu (Barta,
Curn, 2004). Vyskytuje se zde i mensi mnozstvi simgiminokyselin — methioninu a
cysteinu (Vreugdenhét al.,2007).

Proteiny jsou dleZitou sowasti bugénych membran (jsou do velké miry
zodpowdné za jejich specifické vlastnosti), stejjako iznych cytoplazmatickych
struktur. PIni také tlohu enzym

U pozdnich odid obsah proteiin v hlize stoupa az do doby skliru ranych
brambor dosahuje maxima a naskedklesa v posledni fazi vegeétdho obdobi
(Lisinska, Leszcziski, 1989).

Pouziti techniky SDS-PAGE pro separaci hlizovyabtgni vedlo k definovani
tii vyznamnych skupin: patatin, inhibitory proteazostatni proteiny (BartaCurn,
2004).
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2.3.1. Patatin

Patatin je trivialni nazev pro skupinu imunologickientickych glykoproteit
s molekulovou hmotnosti 40-43 kDa. V nativni férje povaZzovan za dimer (Barta,
Béartova, 2008). Existuje az 15 imunologicky idekfich glykoproteinovych izoforem,
které byly rozdleny docétyr skupin — A, B, C, D (Barta, Bartova, 2007). Biostieké

vlastnosti &chto izoforem uvadi nasleduijici tabulka.

Tabulka ¢. 1: Charakteristika biochemickych vlastnosti A, B, D izdorem patatinu
odrady Bintje (Barta, Bartova, 2007):

patatin izoforma A izoforma B izoforma D
SDS-PAGE 43 kDa 43 kDa 43 kDa 43 kDa
IEF-PAGE 6 pruli, pH 4,6-5,2 2 pruhy, pH 5-5,2 2 pruhy, pH 4,6-4(7 2 pruhy, pH 4,7
Nativ PAGE 2 pruhy 1 pruh (horni) 1 pruh (spodni) prth (spodni)
mgLD"TOF 40345 Da, 41590 Dg 40405 Da, 41631 Da 40330 D&®9DE | 40473 Da, 41703 Dj

Rozdil v molekulové hmotnosti jednotlivych izoforetohoto proteinu je
zpasoben pitomnosti dvou az fit glykosyla&nich mist v kombinaci s mutacemi
v primarni sekvenci patatinu. Hodnota izoelektriuikkébodu proteita patatinového
komplexu se pohybuje v ro& pH 4,6-5,2

Patatin byl nalezen prakticky ve vSechiamtfrch brambor. Geny pro patatin jsou
exprimovany hlavé v hlizach, v ostatnich pletivech vyr&mére (Barta, Bartova,
2008). V hlizach je lokalizovan v centralnich valaoh parenchymatickych béik
Komplex patatinu zde t¥d 20-40 % rozpustnych protéin To ukazuje na zasobni
funkci tohoto proteinu (Barta, Bartov4, 2007; Jie#at al, 2003). Patatin dze také
zpusobovat i alergické reakce. Jeho alergenicita e tepelnou Upravou snizuje
(Shewry, 2003).

Patatin vykazuje ifadu enzymovych aktivit a hraje tak roli v obranném
mechanismu bramboru (Hanuso@yrn, 2007). U patatinu byla zj&ta antifungalni a
pesticidni aktivita (Barel, Gintzberg, 2008).
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Aktivita nespecifické lipidacylhydrolazy (LAH aktiv ita)

Jednd se o esterdzovou aktivitu a to jak pro tvadmkovych estér; tak pro
deacylaci lipidi. U tohoto enzymu byla zji&a vysoka aktivita &i substraim, jako
jsou fosfolipidy, monoacylglyceroly @-nitrofenylové estery karboxylovych kyselin
(Jiménezet al, 2003). Stedni aktivita byla zji&ha wi¢i galaktolipidim a zcela
neaktivni se patatin jeviwi diacyl- a triacyl-glyceralm. Rozdily v LAH aktivite mezi
odridami jsou znéné. To je dvod, pr@& se gedpoklada vztah mezi arovni LAH
aktivity a rezistenci oddy, podle ghoz by nély byt odmidy s nizkou urovni LAH
aktivity patatinu mé# odolné nez odidy s arovni vySSi. Tato teorie se alé $lechéni
brambor dosud nepotvrdila (Barta, Bartova, 2007).

Patatin jako cytosolova fosfolipaza Aa A

Aktivita cytosolové fosfolipazy Aje ale mnohem vy3Si a patatin je tedy spise
ozna&ovan jako enzym s Aaktivitou. Fosfolipaza Aje lipolyticky enzym katalyzujici
hydrolyzu esterové vazby mastnych kyselin za wsmlnkyseliny linolové nebo
linolenové. Aktivita patatinu zavisi jak na typubstratu, tak na hodnbpH (nejvyssi
aktivita byla zaznamenénaifhodnotach pH 7,5 az 9). To naZop, Ze A aktivita
patatinu je v rostlié regulovana jeho lokalizaci. Patatin je neaktiyestlize se naléza
ve vakuolach (nizké pH) a pokud se dostane po mapadstliny do cytosolu (zasadité
prostedi) stava se aktivnim. Jeho aktivita je také imudia pitomnosti C&" (Barta,
Bartova, 2007).

Aktivita p-1,2-xylosidazy
Izolovanap-1,2-xylosidaza ma schopnost ukavat xylosidazové molekuly -
manozy. Podstata fyziologické funkce tohoto enzynhlizach brambor je ale dosud

neznama (Barta, Bartova, 2007).

Aktivita kyselé p-1,3-glukanazy

Mechanismus &inka enzymi s touto aktivitou spfiva v hydrolyze strukturf-
1,3-glukari picitomnych v buaénych stnach hub. Postupné oslabovani &umych stn
vede klyzi busk (Hefrmanovaet al, 2006). Rostlinné enzymy s aktivitogr1,3-

glukanazy jsouazeny mezi PR proteiny (pathogenesis related m®tekteré souvisi
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s obranou rostlinyip napadeni patogenem. U patatinu byla tato aktpitkdzana &i
mikroorganismuPhytophtora infestan@arta, Bartova, 2007).

Aktivita superoxiddismutazy (SOD)

Hlavni fyziologickou funkci tohoto enzymu je ochsamerobnich organisim
pied Skodlivymi vlivy volnych superoxidovych radikalSOD katalyzuje dismutaci
téchto radikah na més Skodlivy peroxid vodiku.

O; + Oy + 2H >0, + H,0;,
Tato reakce probih& sponté&npii hodnotach pH 7,7 (McCorét al, 1971).
V bunkach se vyskytuji 2 formy tohoto enzymu. Prvni farrktera se nachaziqvazre
v cytoplazng, obsahuje ve strukie med’ a zinek. V mitochondriich se pak nachazi
SOD obsahujici mangan (Seh al, 1988). Obsah tohoto enzymuibe byt ovlivién
podminkami skladovani. Hlizy skladovani& d °C obsahovaly zvySené mnozstvi SOD

(az 0 72 %) ve srovnani s hlizami skladovanymic€4Spychalla, Desborough, 1990).

Aktivita peroxidazy

Existuje 5 izoforem tohoto enzymu. Nejvice peroxid& u brambor vyskytuje
ve slupce, kde hrajitdezitou roli v suberizénim procesu. Jsou taKildzitym ¢lankem
obranného mechanismu brambor (Barel, Ginzberg,)2008

Mimo suberizaci jsou zahrnuty i v dalSich fyzioldgich procesech (n&p

metabolismus auxin biosyntéza ethylenuist a senescence) (Barkai- Golan, 2001).

2.3.2. Inhibitory proteéz (PI’s)

Tato skupina proteintvoii kolem 30 % celkového proteinu v bramborové hlize.
Ve srovnani s patatinem jsou PI's mnohem hetera@g&nekupinou. LiSi se svou
molekulovou hmotnosti, aminokyselinovym sloZenimdiotou izoelektrického bodu a
inhibi¢ni aktivitou. Zakladni Glohou této skupiny je kaié proteolyzy.

Déli se podle fiznych kritérii, napp podle typu enzymu, ktery inhibuji nebo
podle aminokyselinového zbytku ve svém aktivhimténiBale je nizeme rozdlit na
zaklad molekulové hmotnosti, stavby proteinu nebo hodrisbelektrického bodu a

poctu disulfidovych niistki v molekule. V tzv. potato klasifikaci se PI’s rékdi do ti
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odlisnych tid. Prvni fidu tvai bramborovy inhibitor | (PI-1) serinovych protededna
se o pentamer, jehoZz molekulovd hmotnost je 40 WBedstavitelem druhé&itly je
bramborovy inhibitor 1l (PI-2). Tato skupina je tema dimery inhibitar serinovych
protedz — podjednotky jsou spojeny disulfidovymniistky. Do teti #idy nalezi proteazy
s molekulovou hmotnosti 20-22 kDa. Tatida se dale @i do 4 skupin: inhibitory
protedaz Kunitzova typu, inhibitory cysteinovych fwéz, aspartdtovych proteaz a
inhibitor karboxypeptidazy. VSechny PI's v téttd& jsou monomery. LiSi se typem

proteazy, kterou inhibuji, a pm cysteinovych zbytkna podjednotku (tab. 2).

Tabulka 2: Rozdéleni inhibitord protaz podle hlavni a specifické klasifikace
(Hanusovagurn, 2007):

MW Ttida a skupina
Skupina (kDa) Podjednotka Inhibované enzymy v tzv. potato
klasifikaci PI's
Trida inhibitori serinovych proteaz
Inhibitory Kunitzova typu 21-23 1 T,C I, 1
Inhibitor | z bramboru 40 4-5 T,C, S I
Inhibitor 1 z bramboru 20-21 2 T,CE I
Trida inhibitoni cysteinovych proteag
Multicystatiny 85 1 P
Inhibitory Kunitzova typu 20-21 1 T,P,CB, CL I, 2
Trida inhibitoni asparagovych proteag
Inhibitory Kunitzova typu 20-22 1 CD 1, 3
Trida inhibitori metalloproteaz
Inhibitor karboxypeptidazy 4 1 CaP I, 4

T- trypsin, C- chymotrypsin, S- subtilisin, E- dke=a, P- papain, CB- kathepsin, B, CL- pathepsi@D;
pathepsin D, CaP- karboxypeptidaza

PI's mohou hréat v rostlinach celdadu odliSnych roli. Po napadenitdkem
nebo patogenem dochazi ke zvySeni obsahu Pl solv p&rargni i v celé rostlig.
Z toho Ize odvodit, Ze PI's hrajitlezitou roli i v obranném mechanismu rostliny.
VétSinu Pl's zapojenych do tohoto procesuiitviahibitory serinovych proteaz (na
rozdil od inhibitofi cysteinovych proteaz, které jsou mérasté). Pl's jsouiftomné
v hlizach v relativd velkém mnozstvi i bez tpdchozi indukce poranim a to

naswdcuje tomu, Ze PI's mohou slouzit i jako zasobnigmt (zdroj cysteinu). Dale
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mohou pisobit jako regulatory proteolytické aktivity i jakeowast programované
burgéné smrti. (Hanusov& urn, 2007; Hraskat al.,2006)

2.3.3. Ostatni proteiny

Tyto proteiny nelze na z&kladpodobnych vlastnosti gadit k proteiim
patatinového komplexu, ani se nejedna o proteihibirjici proteazy. Skupina ostatnich
proteini predstavuje 20-30 % z extrahovatelnych prateimiz. Jedna se o proteiny
s vysokou molekulovou hmotnosti (vySSi nez 40kDadp [DEto skupiny pét
polyfenoloxidazy, proteinkindza, enzymy &#éti na syntéze Skrobu a fosforyldzové
isoenzymy. Prvni misto ale z hlediskaleZitosti pati lektinim. Divodem je jejich
zapojeni do obranného mechanismu rostlin, kde ndushlukovani buék (Barta,
Bartova 2007; Hanusovaurn, 2007).

2.4. Streptomyces scabies

Brambory jsou ve srovnani s jinymi polnimi plodinamnané napadany
raznymi  fytopatogennimi  mikroorganismy. Jednu ze Zayah chorob
(z ekonomickeho hlediska) — obecnou strupovitoatritror — zpsobuje Streptomyces
scabies.

Streptomyces scabiésmbert & Loria 1989 (dal&9 je gram-pozitivni, fisns
aerobni bakterie. Pat do celedi Streptomycetaceaejez je z#éazena do itdy
Actinobacteriav odctleni Firmicutes (Kudelaet al, 2002). Tento vyznamny patogen
tvorbou pro #ist dilezitych, hyfdm podobnych struktur (Vreugdenrdtilal.,2007).

Kolonie bakterii na zivnych gmach jsou malé (1-10 mm vi{pnéru), zprvu
hladké, pozdji se objevuje Sedavé mycelium tfemé tenkymi rozétvenymi viakny. Na
specializovanych hyfach jsou pak teay spiralovité fetizky vélcovitych spor o
velikosti 0,6 az 1,5 um. Spory po a@&tiehi od mycelia mohou Kiit a tvait dalsi
mycelium (Agrios, 2005). Infaini cyklus je znazokm na obr. 3.
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Obrazek ¢. 3: Infekéni cyklus Streptomyces scabies (prevzato od Agrios, 2005):
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SsZije v pidé, kde kolonizuje substrat a okoli organickych sko2€ padé a
rostlinnych zbytcich dok&z8s prezivat i vice nez 10 let (Vreugdeniei al., 2007).
Optimalni teplota proist Ssje 30 °C, naopakust potl&uje vysoka pdni vihkost
(Loria et al, 1997). DalSim d@lezitym faktorem pro st Ssje kationtova vyrminna
kapacita fdy ovliviaujici poutani a uvdlvani Zivin z idy do rostliny a dale
akumulace prvi v peridermu hlizy. Nap poner Ca/P v peridermu hlizy je wipné
souvislosti s intenzitou napadeni hliz timto patmge (Kristifek et al., 2003). Tato
bakterie se také vice vyskytuje #dach s hodnotami pH 5,2 az 8. Mimo tyto limity se
vyskyt Sssnizuje. Patogen setZe Sfit piadou, pidni vodou a infikovanou sadbou. Do
pletiv pronika lenticelami, por&nimi a ptduchy véasnych stadiich vyvoje hliz a to
skrz intracelularni prostory. Mladé hlizy jsou fothnohem citli¢jSi k napadeni, nez je
tomu u hliz zralejSich (Agrios, 2005).

Hlavnim virulentnim faktoren$sje produkce thaxtomin Tyto fytotoxiny jsou
kodované genemxtABC (Vreugdenhilet al., 2007). Thaxtominy inhibuji syntézu
celulézy v napadeném pletivu a indukuji tvorbu deka hypertrofii rostlinnych buk
(Cullenet al, 2007; Loriaet al, 2008). DalSim faktorem virulence je maly nekragen
protein kodovany genemmecl Necl protein neni ale nezbytny pro produkci

thaxtominu. Oba tyto genyxtABC a nec)) spolu s dalSimi, s virulenci spjatymi, geny
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jsou umistny na chromosomalnim Useku zvaném ,pathogenidinds (PAI) (Kerset
al., 2005).Sstaké produkuje dalSi fytotoxickou sk®mninu zvanou concanamycin. Role
tohoto toxinu ale zatimistava neobjasma (Bouaralet al, 2009).

Ssmuze také zfisobovat strupovitosedkvicek, vodnice a mrkve a napada také
burské ¢isky (Loriaet al, 1997).

2.5. Obecna strupovitost brambor

Obecna strupovitost je rozéna a vyznamna choroba brambor, i kdyZ nesnizuje
piimo vynosy. Znehodnocuje vSak vzhled a kvalitu konaich i sadbovych hliz
(Ryb&ek, 1988). Podle rozsahu onemé&tinmiZe tato choroba sniZit i Klivost sadby,
ztizit skladovani brambor (Kridtek et al, 2003). Napadené bky se také stavaji
vstupni branou dalSim patogennim bakteriim (Agri@f05). ZvySeny vyskyt
onemockni hliz strupovitosti mZzeme zaznamenat v letech se suchym a teplym jarem.
Odrady brambor maji rozdilnou nachylnost k tomuto onemini, ale zcela odolné
odnidy zatim neexistuji (Krisfek et al, 2003). Vykr a pouziti vhodné oddy je
povazovano za nejvyznamjgi opateni proti vyskytu této choroby. Rozhodujici
vyznam ma ve vyskytu strupovitosti také volba stéétd (Divis, Kristifek, 2003).

Pritomnost a aktivita patogersspredstavuje pro rostlinu stresovy faktor, ktery
muze naruSit normalni bétny metabolismus. Spaleou charakteristikou stresovych
podminek je produkce toxickych radikgbk rostlinou, tak mikroorganismy. Rostliny
vlastni tzv. antioxidativni obranny systém, kteghmuje tizné molekuly a enzymy.

Z neenzymatickych komponéntto jsou nap vitamin C, glutathion,a-tokoferol,
karotenoidy. K enzymatickym komponént pati nag. superoxiddismutaza,
peroxidazy, katalaza a glutathionreduktaza (kfek et al, 2003).

Na infikovanych hlizach se nejprve twamalé nah&dlé skvrny. Pozgi se
skvrny z\¥tSuji, navzajem splyvaji a korkovati. Mohou bytbdké az 4 mm (Agrios,
2005). Systémova infekce dosud zaznamenana nabyavislosti na virulenci kmen
patogena a nachylnosti adily bramboru mohou byt 1éze povrchové, vyvySené nebo

prohloubené (obr. 4).
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Obrazek ¢. 4: Typy obecné strupovitosti na hlizach brambo{Anonymus 1):

hluboka

VétSina 1ézi méa ale vyvySeny, drsny, korkovity vzhl@®abcocket al, 1993).
Pfi mirné forn¢ obecné strupovitosti je poruSena jen slupka. Renesilné rekce na
napadeni je tvorba korkovych vrstev a ztloustnatirphovych pletiv (Kidelaet al,
2002; Loria et al., 1997). ®né stupa napadeni hliz obecnou strupovitostizame

vidét na obrazkw. 5.

Obrazek ¢. 5: Stupnice napadeni hliz obecnou strupovitos(Anonymus 2):
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2.6. Pouzité metody

2.6.1. Nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGH

Principem této techniky je pohyb nabitych molekwdlektrickém poli. Nogiem
je polyakrylamidovy gel, ktery twd strukturu s pory. Velikost proteinu se naskedn
stanovi srovnanim jeho elektroforetické pohyblivastychlosti pohybu fragmentu o
znamé velikosti — marker. Proteiny Ize po dademi elektroforézy zviditelnit pouZzitim
nespecifickych barviv (&bro, coomassie briliantova mi)d které obarvi vSechny
proteiny daného vzorku. ProtoZe je ale v normalbime¢ném extraktu fitomno ilis
mnoho proteif, proteiny se $ této nativni elektroforézeéasto gekryvaji a je obtizné
ziskat jednoznmy zawr o proteinovych profilech daného vzorku a zastoipe
specifickych proteih. DalSim komplikujicim faktorem je fakt, Ze protgifsou po
chemické strance mnohem rozmasit nez nukleové kyseliny. Jejich pohyblivost
gelem i nativni elektroforéze zavisi na tvaru (globuldpndteiny putuji gelem rychleji
nez vlaknité), na ,hustétnaboje” (tj. pordru velikosti k jednotce hmoty) a na velikosti
(mensi molekuly se pohybuiji rychleji nez molekuégdi) (Smardaet al, 2005).

2.6.2. Polyakrylamidova elektroforéza v pfitomnosti  detergentu
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)

Pri této variant elektroforézy se proteiny i@d nanesenim denaturuji
detergentem dodecylsiranu sodného (SDS$ipadné disulfidové vazby se eliminuji
redulkénim c¢inidlem (B-merkaptoetanolem), takze se rozpadnou komplexyes®
Z vice protein a denaturace se dokorvarem. Malé a negati¢mabité molekuly SDS
obklopi makromolekulu proteinu a visledku jejich elektrostatického odpuzovani
dojde k natazeni (denaturaci) proteinu (obr. 6).
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Obrazek ¢. 6: Vyuziti laurylsiranu sodného g¢i denaturaci proteina p¥i SDS-PAGE
(Smardzet al, 2005):
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Proto proteiny za ffitomnosti SDS zaujimaji obdobnycigkovity tvar. Paet
molekul SDS navazanych na protein je zhrubaragnjeho molekulové hmotnosti
kay protein tak ziskava bez ohledu na svou velilebstvalentni hustotu naboje.
pohyblivosti proteid v gelu @i této technice tedy rozhoduje pouze jejich molekal
hmotnost $marda et al, 2005) Vlastni elektroforetickd separace prob
v diskontinuahim polyakrylamidovém gelu deskovém vertikalnim uspédani.
Ucinnost SDSPAGE pro stanoveni molekulové hmotnosti zavisi edikesti pof
separénich getli. Porozita gelu je @ena podilem monomirakrylamidu abis
akrylamidu vcelkovém mnoZzstvi obou typ monomeidi. DalSimi parametr
ovlivaujicimi rozliSeni proteidh je mnoZstvi akrylamidu ibis-akrylamidu pouzitého
v jednotlivych gelech (stacking, separation gel), naid pH pufé a zpisob gipravy

vzorku.
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Krom¢ stanoveni molekulové hmotnosti je tato technikazbeana také pro
analyzucistoty proteinu, sledovani purifikaiho procesu cilového proteinu, pro detekci
proteinovych modifikaci, ale i v jinych aplikacicdedna se ale o metodu pang
pracnou a mezi jeji nevyhody piataké prace s toxickym monomerem akrylamidu
(Bartaet al, 2010). Roz&lené proteiny Ize zviditelnit nespecifickyi{pym obarvenim
v gelu) nebo specificky pomoci protilatek (Smagdaal, 2005). Po detekci hlizovych
proteini je ziskan jejich odidow specificky SDS-PAGE profil, ktery vykazuje
nejvyrazigjSi variabilitu v oblasti 39-44 kDa (proteiny patetvého komplexu) a 4-25
kDa (inhibitory proteas). V patatinové oblastiiie byt zjiSén rozdilny pdet pruh,
které reprezentuji jednotlivé izoformy patatinu (B®aaet al, 2009)

2.6.3. Automaticka cipova elektroforéza Experion (Experion system,
Bio-Rad Laboratories, USA)

Tato moderni analyticka technika umiaje separaci denaturovanych protein
s vysledkem podobnym klasické SDS-PAGE separaciradgdil od ni ale poskytuje
fadu vyhod: rychlost, jednoduchost &t3f bezpeénost prace (odpada zde prace
s toxickymi monomery akrylamidu tip ptipraw geli). Pro stanoveni molekulové
hmotnosti a kvantifikaci proteinpost&uje malé mnozstvi vzorku a reagencii (Bata
al., 2009). System Experion vykazuje tak€gejSi a reprodukovatetjsi vysledky a
v pripadt nekterych proteinovych dvojic s podobnou molekulovouotnosti nize mit
lepSi rozliSeni nez trathi SDS-PAGE (Bartat al, 2010).

2.6.4. Sloupcovéa chromatografie

Principem sloupcové chromatografie je réledi proteinovych sisi do frakci
na zaklad jejich odliSné prostupnosti napini chromatogragickolony. Rychlost,
s jakou jednotlivé proteiny kolonou prochazeji, iséwna jejich interakcich s naplini
kolony. Podle typu &hto interakci se rozliSuje iont@mcova, gelova a afinitni

chromatografie.
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Pri iontomeénicové chromatografii rozhoduje o prostupnosti kolorebektricka
interakce mezi naplni kolony (iont@mc¢em) a nabitymi skupinami protéira Ize ji
ovliviiovat pH nebo iontovou silou roztoku.

Pri gelové chromatografii se ndpkklada z poréznich zrnek. Proteiny s malou
molekulovou hmotnosti do této naplrstupuji a jsou tak ve svém postupu kolonou
zpomalovany. Proteiny o velké molekulové hmotngsiistupuji kolonou rychleji,
protoZe do napkvstupovat nemohou.

Kolony afinitni chromatografie obsahuji naps molekulami, které specificky
interaguji s cilovym proteinem. &&inou se vyuzZiva interakci antigen/protilatka nebo
enzym/substrat. Navazané proteiny z kolony lze niva@ménou pH nebo koncentrace
promyvaciho (solného) roztoku. Touto chromatogr@iimozné ziskat zcelaisté
proteiny (Smardat al, 2005).

2.6.5. Dvourozmérna polyakrylamidova gelova elektroforéza (2D-
PAGE)

Tato metoda v sa@bzahrnuje v jednom s#ru izoelektrickou fokusaci (separace
proteini podle jejich izoelektrického bodu) a ve druhéméemSDS-PAGE, kdy se

proteiny rozdluji podle své velikosti (Issaq, Veenstra, 2008).

Obrazek ¢. 7: Typické usparadani 2D experimentu(Anonymus 3):
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Principem izoelektrické fokusace je aplikace elek&ho pole nafi¢ stabilnim
gradientem pH. VSechny proteiny jsou typické svymelektrickym bodem (pl). Ten
piedstavuje takoveé pH fipkterém nemaji proteiny ani pozitivni ani negatimaboj. Ri
vysSich hodnotach pH nese protein negativni nalejopak. Negativhnabité proteiny
se pak vgradientu pH pohybuji ke klgdmabité elektrod tak dlouho, dokud
nedosahnou takového pH, které odpovida jeho pl.ledkem tohoto procesu je
,zaosteni* kazdéeho proteinu do specifického bodu gradigi.

Dvouroznerna elektroforéza poskytuje soubotitym zpisobem usp@danych
proteinovych skvrn, které se mohou porovnat s jingoubory a tim nap identifikovat
proteiny gitomné v jedné tkani a ne ve druhé, nebo proteymgesizujici se vizné
mite podle zmin v okolnich podminkach nebo podle faistu.

Nevyhodou této techniky je fakt, Ze jeden proteimizen zaujimat na
dvourozngrném gelu odliSné polohy a to rfap disledku rozdilnych posttransiaich
modifikaci, coz mize komplikovat interpretaci vysledlk(Smardaet al, 2005). 2D-
PAGE je také limitovana svou neschopnosti éizgroteiny @ilis kyselé nebo zasadité
nebo ilis velké a malé (Issaq, Veenstra, 2008).

Dvourozneérnou elektroforézou lze rozit aZz 10 000 proteinovych skvrn.
(Smardzet al, 2005).
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3. Cile prace

Cilem prace bylo studium spektra proteire slupkach a korovych vrstvach hliz
bramboru a zji$ni rozdili v téchto spektrech mezi oitami, hlizami viizném stupni

zralosti a pi rizném zdravotnim stavu.

Dil¢i cile predstavovaly:

stanoveni obsahu susSiny v hlizach
» kvantifikaci proteiri v susirg hliz

e analyzu hlizovych protein v pletivech hliz elektroforetickymi

technikami

» detekci a hodnoceni spekter izoenzym lipidacylhydrolazovou a

peroxidazovou aktivitou

e detailni analyzu vybranych vzark pomoci dvourozrrné

elektroforézy
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4. Material a metody

4.1. Péstovani materialu a priprava vzorki

Pro tuto praci byly vybrany 2 oilly — Valfi, jako zastupce hliz citlivych
k napadeni obecnou strupovitosti, a ogginVlasta. Brambory byly vysazeny v
negiznivému pdasi az 24.5.2010, a to na 2 pozemky v obci VyktantNa prvnim
pozemku je vyskyt obecné strupovitosti silny a palny, na druhém se strupovitost
nevyskytuje. Elohy ¢. 1 a 2 ukazuji mmérné teploty a srazky v této oblasti a
vlastnosti fidy. Odkér vzorki pak probihal ve dvou fazich — 11.8.2010 (vzorky
ozna&ené jako X — nezralé hlizy) a 15.9.2010 (vzorkygsasenim Y — zralé hlizy).

Od kazdé odrdy bylo pro analyzy vzdy pouzito 15 zdravych hlizZLa hliz
napadenych obecnou strupovitosti, a to ve dvoantach (X/Y hlizy).

Z téchto vybranych hliz byla odebrana slupka, korovétwa a cely platek
charakterizujici cely profil hlizy. Vzorky byly vé@ach se znamou hmotnosti zvazeny,

lyofilizovany, znovu zvazeny a naslednamlety na jemny prasek.

4.1.1. Odruda Vlasta

Vlasta je polorana oflda utena k gimému konzumu. Registrovana byla v roce
2009. Ma kratce ovalné,ietiré velké hlizy se Zlutou slupkou i duzninou. Jéazana
do skupiny varného typu B. Yené hlizy jsou gkdre pevné konzistence, istre
mownaté, po uvieni slak tmavnou. Tato odida je rezistentni proti napadeni
rakovinou bramboru Synchytrium endobioticumpatotyp 1) a proti héatku
bramborovémuGlobodera rostochiensigpatotyp Rol). Je velmi déd odolna obecné
strupovitosti a mé&hodolna je ici napadeni plisni bramborRlfytophtora infestansa
nati. Odida Vlasta se vyzraje stedre vysokym vynosem hliz. UdrZzovatelem ady
je Vesa Velhartice a.sCérmak, 2010).
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4.1.2. Odruda Valfi

Jedna se o polopozdni az pozdni konzumniichdr Registrovana byla v roce

2005 Cermak, 2010). Hlizy jsou ovalné,ietirs velké az velké, s modrofialovou

slupkou i duzninou.

Obrazek €. 8: Odrida Valfi (Anonymus 4):

Odrida Valfi pati do skupiny brambor s varnym typem BC. Je nachyiia
plisni bramborové v nati, igdre az még odolna obecné strupovitosti destré odolna
k mechanickému poskozeni. Diky svému zbarverizenbyt pouzita pro barevné
zpesteni jidel (barevnéifiohy, salaty) a na vyrobu smazenych hrafolknthokyany

v hlizach, které zabarvenitgobuji, se vyznauji antioxida&ni aktivitou (Anonymus 4,

2010).

4.2 Stanoveni obsahu susSiny

Obsah suSiny v hlizdch byl stanoven gravimetrickpzdy vzorek byl na
predvazkach zvazen vzdycerstvém stavu a po lyofilizaci. Z rozdilu hodno¢g a po

vysuSeni byl ziskan obsah suSiny v hlizach.
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4.3 Stanoveni obsahu proteii v suSire bramborovych hliz

4.3.1. Extrakce proteini

K zaznamenanému mnozstvi vzorku (cca 50 mg) bydtipact slupek pidano
5 ml NaOH (0,5 M) a ke korovym vrstvam a celopmfym vzorkim bylo gidano 10
ml NaOH (0,5 M). Extrakce probihala 120 mindt pokojové teplat. Po centrifugaci
(4500 rpm, 10 minut, pokojova teplota) bylo 500 wvmbrku pepipetovano do jinych

zkumavek a uchovavandgipeplot —20 °C.

4.3.2. Stanoveni obsahu proteif v susSirg hliz

Pro stanoveni protein v susik byl pouZzit Coomassie plus — the Better
Bradford™ Kit (Pierce). Jedna se kolorimetrickou kvantifikaproteini, jejimz
principem je vazba Coomassie barviva ha molekubtiepmi za znény hrédé barvy na
modrou (giloha¢. 3). Metoda dokaze stanovit koncentraci prateie vzorku od 100
do 1500 pg/ml. B ptipraw vzorka i standard pro vytvaeni kalibr&ni kiivky bylo

postupovano podlefippZeného navodu vyrobce.

4.4 Elektroforetické stanoveni hlizovych proteini

4.4.1. Automaticka ¢ipova elektroforéza Experion (Experion system,

Bio-Rad laboratories)

Pro analyzu slupek brambor bylo navdZzeno 50 mgkwzor piipact korovych
pletiv a celoprofilového vzorku bylo navazeno 10@.nK navazce byl fidan 1 ml
extrakeniho pufru (0,0625M Tris-HCI (pH=6,8) + 2 % SDSPH %p-merkaptoetanolu.
Zkumavky byly zvortexovany a nasledna extrakce ginatprobihala na ledu po dobu
3,5 h. Po centrifugaci (4500 rpm, 4 °C, 10 minylybvzorky prepipetovany ddistych
a propichnutych zkumavek a 3 minuty sélyaUchovavany byly p teplog —80 °C.
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Analyza proteifi byla provedena pomoci soupravy ExpelbriPro260 Analysis Kit.
Postupovano bylo podle navodu vyrobce.

4.4.2. Polyakrylamidova elektroforéza

detergentu dodecylsiranu sodnéeho (SDS-PAGE)

gelova v pitomnosti

Extrakce proteifr byla provedena stejnako ucipové elektroforézy. Separace

proteini pak probihala na polyakrylamidovém gelu (sloZeshi g tab. 3).

Tabulka €. 3: SloZeni polyakrylamidového gelu pro SDS-PAGE:

separani gel (10%) zaogbvaci gel (3,75%)
H,O 42 ml 12,15 mi
AC/BIS (37,5:1;AppliChem 26,6 ml 2,50 ml
Pufr A 10 ml -
Pufr B - 5ml
SDS 800 pl 200 pl
Siti¢itan sodny 60 ul 20 pl
Persiran amonny (15%) 400 pl 150 pl
TEMED (Sigma-Aldrich) 40 pul 20 pl

20 pl vzorku korovych pletiv a celych prdifihliz bylo smichano s 20 ul vody a
10 pl nanéseciho pufru. U slupek se smichalo 4&zaiku a 10 pl nanaseciho pufru.
Poté bylo na gel naneseno vzdy 10 pl tétéssnstejré bylo postupovano iipnanaseni
hmotnostniho markeru (Sigma-Aldrich). Elektroforgrabihala i 120 V po dobu 4
hodin v prostedi vanového pufru. Po skiani elektroforézy byl gel umist pies noc
na tepaku do pufru s Comassie barvivem a pak na 4 hepaiku do odbarvovaciho
roztoku. Nasledt byl gel ponechanips noc ve vatla pak 2 h ve fixénim roztoku —
bez tepani. Nakonec se gel nechal minindab dni suSit, aby se mohl skladovat.
Slozeni jednotlivych pufra roztoki je uvedeno v iilozec. 4.
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4.4.3. Chromatografickd purifikace patatinu pro dvourozmérnou

elektroforézu

Extrakce proteina

Pro detekci proteiin dvourozngrnou elektroforézou byly pouzity pouze slupky

nezralych hliz odrdy Valfi. K 500 mg vzorku byly fidany 2 ml extrakniho pufru (25
mM Tris-HCI). Extrakce probihala 30 minut na ledixtrakt proteifi byl nasleds

centrifugovan (4500 rpm, 4 °C, 20 minut) ifiltrovan. Poté bylo upraveno pH na 7,4

pomoci 1 M Tris.

Purfikace proteini

A/ lontovyneénna chromatografie s napini DEAE 52 — Cellulosev&el (Serva)

ekvilibrace chromatografickych kolonek startovacpufrem (25 mM
Tris-HCI, pH 7.4)

naneseni 2 ml extraktu na kolonky s mediem — frghloéna do doz
s ozngenim B

odebrani 200 ul zdézy B pro p&iE elektroforetickou kontrolu
purifika¢niho procesu

promyti kolonek celkem 40 ml startovaciho pufrurvniich 15 ml plgno
do doz B

isokraticka eluce navazanych protei20 ml elg¢niho pufru (25 ml 1 M
Tris-HCI, pH 7,4 + 100 ml NaCl, dopino do litru vodou) — frakce
pinéna do doz s ozianim C

odebrani 200 ul zdézy C pro peég elektroforetickou kontrolu
purifikacniho procesu

regenerace kolonek 15 ml 1 M NaOkep noc

promyti a ekvilibrace kolonek startovacim pufrenkuth neni na vytoku
hodnota pH 7,4
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B/ Chromatografie v kolonach s napini Con A Sepba®B (Amersham Biosciences)

ekvilibrace kolon — 25 ml startovaciho pufru (25 InM Tris-HCI, pH
7,4 + 100 ml NaCl, dopkmno do litru vodou) promichano skkarou
ty¢inkou s mediem v kolan

2. ekvilibrace kolony — 35 ml startovaciho pufremichano s mediem
naneseni 15 ml vzorku (z dézy C ieg@gchozi chromatografie) s pH
upravenym na 7,4 (pomoci 1 M HCI) 4 manaSeni uz&en kohout
kolony na 10 minut, medium se vzorkem pomaliddre promichan-
pinéno do do6z D

odebrani 200 pl zdézy D pro papl elektroforetickou kontrolu
purfikacniho procesu

vymyti nenavazanych slozek — 2 x 25 ml startovagpiliou

isokraticka eluce navazanych slozek — 3 x 10 mirého pufru (25 ml 1
M Tris-HCI, pH 7,4 + 100 ml NaCl + 100 ml 1 Mmethyl-D-glucosid,
doplreno do litru vodou) — prvni aplikace objemu pufru zefenym
kohoutem kolony (10 minut), pokazdé promichano diema- plreno do
doz E

odebrani 300 pl zddézy E pro pe@ elektroforetickou kontrolu
purifikacniho procesu

3x regenerace kolony

- 20 ml bazického pufru — promichani

- 20 ml kyselého pufru — promichani
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Tabulka €. 4: SloZeni uchovavaciho a regenataich pufra pro chromatografickou

purifikaci patatinu

Regeneréni pufr Regeneréni pufr o
kysely bazicky Uchovavaci
1 M Na-acetat, pH 6,0 0 0 100
1 M Na-acetat. pH 4,5 50 0 0
1 M tris-HCI, pH 8,5 0 50 0
5 M NacCl 100 100 200
1M MnCI2 1 1 1
1 M CacCl2 1 1 1
1 M MgCI2 1 1 1
Ethanol abs. 0 0 200
dH20 848 848 497

Obsah v8ech doz (B, C, D, E) byl nasketirofilizovan a dézy byly uchovavany
v -80 °C.
Vzorky byly dvakrat chromatograficky odsoleny naldt@ Sephadex G-25 Medium
(Amersham Biosciences). Postupovano bylo podle sidwgyrobce. Odsolené vzorky
byly pak gefiltrovany a zarowve vysterilizovany pomoci filik Millex-GV o velikosti

poni 0,22 um (Millipore).

4.4.4. Dvourozmérna polyakrylamidova gelova elektroforéza (2D-
PAGE)

Tato analyza probihala ve specializované labéra@adleni funikcni genomiky a
proteomiky rostlin na Ustavu experimentalni biol@Masarykova univerzita v B&h
Pro fokusaci bylo pouZzito nelinearniho stripu (7 diouhy) s rozmezim pH 4,7-5,9.
Nanaska vzorku byla 125 pl. Naslednd SDS probitala0% polyakryamidovém gelu.

Detekce pak byla provedena pomoci Coomassie barviva
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4.5. Detekce enzymovych aktivit hlizovych proteii

4.5.1. Extrakce a elektroforeticka separace proteiii (nativhi PAGE)

K ptiblizn¢ 50 mg vzorku bylo fidano 500 pl extraniho pufru (25 mM Tris-
HCI, pH 7,4). Extrakce probihala 30 minut na leButrakty byly nasleds stateny na
centrifuze (4500 rpm, 4°C, 10 minut) afepipetovany docgistych zkumavek.
Uchovavany pak byly v —80 °C.

Proteiny byly rozdleny pomoci vertikalni deskové elektroforézy

v polyakrylamidovém gelu.

Tabulka €. 5: SloZeni polyakrylamidového gelu pro nativni PSE:

dH,O 40 ml

R1 pufr 15 mi

AC/BIS (30:0,8; AppliChem) 20 mi
NaSO; 60 pl

TEMED (Sigma-Aldrich) 40 pl
persiran amonny (15%) 400 W

Na gel bylo naneseno vzdy 40 ul vzorku s 10 plypuiiektroforéza probihala
v prostedi boratového vanového pufru (R1 puf) p20 V, po dobu cca 4 hodin.
Slozeni jednotlivych pufra roztoki je uvedeno v iilozec. 4.

Pro stanoveni jednotlivych enzymovych aktivit bylgk gely barveny nasledujicimi

postupy.

4.5.2. Detekce lipidacylhydroldzové aktivity

Cca 15 minut fed dokhnutim elektroforézy bylo do Erlenmayerovynkg
obalené alobalem navaZzeno 100 mg Fast Blue BB(Sgjtna-Aldrich). Dale bylo do
kadinky napipetovano 50 atnaftyl-butyratu, 5 ml acetonu a 5 ml vody.

Ke gelu bylo pidano 100 ml 100 mM Tris-HCI pufru (pH 7,4). Po tkém
pusobeni byl pufr slit. Poté byl gefgmistn do termostatu s 37°C. Do Erlenmayerovy
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baiky s BBP byl pilit obsah kadinky. Po promichani bylo k obsahiikyapridano 100
ml 100 mM Tris-HCI pufru (pH 7,4). Taktotipravena reakce byla z Erlenmayerovy
baiky nalita na gel. Gel byl ponechan inkubaci do wepé prulii (cca 5-30 minut). Po

zviditelnéni pruhi byl gel ponechan ve fixaim roztoku (pilohac. 4)

4.5.3. Detekce peroxidazové aktivity

Gel byl viozen do misky se 100 ml pufru (20,7 gNRO, x 2H,0 doplreno do
1 | vodou) a inkubovan asi 5 minut ve&ma tepace. Poté byl do vadky s gelem
piidan roztok 7,5 ml vody s 50 mg dianisidinu. Poragiutoveé inkubaci byl fddan 1,5
ml 3% HO, V tomto prostedi byl gel ponechan, dokud se neobjevilgden pruhy.
Nasledovala dvouhodinova konzervace gelu vecfika roztoku (piloha ¢. 4) a

nakonec vysuseni gelu.

4.6 Zpracovani dat

Data obsahu suSiny, obsahu bilkovin a zastoupeatipa v celkovém proteinu
(relativni abundance patatinu) byla zpracovanatf@dsictvim vicefaktorové analyzy
rozptylu (ANOVA) pomoci programu STATISTICA 6 (S&uift, USA). Profily
proteini ziskané elektroforetickymi analyzami byla vyhodenw& pomoci programu
BioProfil BiolD++, verze 99 (Vilber Lourmat, Framegi
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4. Vysledky

4.1 Stanoveni obsahu susSiny a proteiinv susirg hliz

4.1.1. Pramérna hmotnost hliz

Praimérnd hmotnost 15 hliz se pohybovala od 41,43 do §9(&b. 6). Hlizy
odnidy Vlasta byly spiSe mensi nez hlizywdly Valfi.

Tabulka ¢. 6: Primérné hmotnosti hliz jednotlivych odrid v gramech

nezralé hlizy zralé hlizy
zdravé napadené zdrayéapadené
Valfi 48,8 42,5 89,6 87,7
Vlasta 41,4 58,3 61,5 67,9

4.1.2. Obsah susiny v hlizach

Nejvétsi rozmezi obsahu susiny bylo zji% u napadenych hliz adty Vlasta.
Obsah susSiny wthto hlizach byl nejmén14,8 % nardfenych v korovych pletivech
nezralych hliz a maxim&n25,4 % zjistnych ve slupkach zralych hliz. Hodnoty
ostatnich variant se pohybovaly v tomto intervaddot.

Podle vysledk stanoveni suSiny v celych profilech zdravych azhihhliz byl
pramérny obsah suSiny 20,5 % (Vlasta) a 21,2 % (VaM)piipact napadenych se
obsah susiny pohyboval okolo 20,6 % u obouiddrV nezralych hlizach pak bylo toto
rozmezi 15 % (Vlasta) az 16,7 % (Valfi) v napadénitizach, ve zdravych hlizach
16,4 % (Vlasta) az 18,6 % (Valfi). Napadené hligridy Valfi obsahovaly susSiny
mére nez hlizy zdravé (zralé i nezralé). U hliz idtlr Vlasta tomu bylo vifpac
nezralych hliz stef) jen ve zralych hlizach této ddly se obsah suSinyips nelisil.
Podle udaj obsahu susiny v celych profilech (tedy bez slupiygahovala mé&nsusiny
odrida Vlasta.

Odrida Vlasta obsahovala vzdy vice suSiny ve slupk&zhwkorovém pletivu.
U odrady Valfi tomu bylo s vyjimkou nezralych napadenydfz naopak. Na obrazcich

¢. 9 a 10 je také vid, Ze zatimco v nezralych hlizach k vyraznym ramdilve slupkach
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napadenych a zdravych hliz nedoSlo, ulych hliz jsou uz rozdi mezi £mito
variantamiu obou odiid patrrgjsi.

Obsah susiny jednotlivych vzorcich je uvedenptiloze¢. 5. Data z hodnoceni
statistické prikaznosi vlivi jednotlivych faktoi na obsah suSinysou uvedena

v tabulceg. 7.

Obrazek €. 9: Obsah susiny ' nezralych hlizach

25,00

20,00

15,00 -

H zdravé hlizy

% susiny v hlizach

M napadené hlizy
5,00 -

0,00 -

Obrazek €. 10 Obsah suSiny ve zralych hlizac

30

25 g

20

15

H zdravé hlizy
10

% susiny v hlizach

M napadené hlizy

korové
pletivo

korové
pletivo

Valfi Vlasta
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Tabulka €. 7: Hodnoceni statistické pfikaznosti vlivu jednotlivych faktorda na
obsah suSiny pomoci ANOVA testu

SS Degr. of MS F p
Intercept 17070,09 1 17070,09 10722,6p 0,0000p0
odrada (1) 2,99 1 2,99 1,88 0,18319¢
stupei zralosti (2) 218,46 1 218,46 137,23 0,000009
napadeni (3) 6,58 1 6,58 4,13 0,053330
vrstva pletiva (4) 3,48 2 1,74 1,09 0,35136p
1x2 11,47 1 11,47 7,21 0,01295]
1x3 7,23 1 7,23 4,54 0,043474
2x3 6,20 1 6,20 3,90 0,059974
1x4 78,04 2 39,02 24,51 0,000002
2x4 1,43 2 0,71 0,45 0,643519
3x4 9,54 2 4,77 3,00 0,068981
1x2x3 2,14 1 2,14 1,35 0,257361
1x2x4 3,17 2 1,58 0,99 0,384764
1x3x4 3,29 2 1,65 1,03 0,370744
2x3x4 2,63 2 1,32 0,83 0,449374
1x2x3x4 10,70 2 5,35 3,36 0,05173p
Error 38,21 24 1,59

Pozn.: téné ozna&ené hodnoty jsou statistickykazné

4.1.3. Kvantifikace protein v susirg hliz

Zastoupeni protein se pohybovalo u nezralych hliz od 2,3 % (slupka
napadenych hliz oddy Valfi) do 5,6 % (cely profil napadenych hliz édy Vlasta).
Ve zralych hlizach to bylo 3,5 % (cely profil zdyah hliz odfidy Valfi) az 8,2 %
(slupky napadenych hliz adty Valfi).

Jak ukazuji obrazky. 11 a 12, vyrazné rozdily Ize zaznamenat mezikslnd
obou odid. Nezralé hlizy odidy Vlasta (zdravé i napadené) obsahovaly ve slupkac
vyrazre vice proteifi nez odéda Valfi. U zralych hliz tomu bylo naopak a navitez
byl zaznamenén i patrny rozdil mezi zdravymi a depgmi hlizami. Napadené hlizy
odnidy Valfi obsahovaly protein vice nez zdravé, zatimco u ady Vlasta doslo
ziejme¢ vlivem napadeni obecnou strupovitosti k pokleswistvi proteif.

Obsah proteit v jednotlivych vzorcich je uveden vilpze ¢. 6. Data ziskana
statistickym vyhodnocenim jsou uvedena v tabald
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Obréazek €. 11 Obsah proteini v suSingé nezralych hliz

H zdravé hlizy

% bilkovin v susSiné

M napadené hlizy

korové
pletivo | profil

pletivo

Valfi Vlasta

Obrazek €. 12 Obsah proteina v suSirg zralych hliz

H zdravé hlizy
i napadené hlizy

% bilkovin v suSiné
O P N W DM Ol O N 00 ©

Vlasta
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Tabulka €. 8: Hodnoceni statistické pfikaznosti vlivu jednotlivych faktorda na

obsah proteini v suSirg pomoci ANOVA testu:

SS Degr. of MS F p

Intercept 1038,531 1 1038,531 6363,467  0,000900
odrida (1) 3,260 1 3,260 19,978 0,000140
stupeii zralosti (2) 1,767 1 1,767 10,828 0,003082
napadeni (3) 0,416 1 0,416 2,551 0,123335
vrstva pletiva (4) 2,849 2 1,425 8,730 0,001416
1x2 8,225 1 8,225 50,400 0,0000IO
1x3 0,557 1 0,557 3,412 0,077087
2x3 0,022 1 0,022 0,135 0,716095
1x4 0,209 2 0,104 0,639 0,5366%8
2x4 24,758 2 12,379 75,850 0,0000p0
3x4 0,023 2 0,012 0,071 0,931195
1x2x3 3,916 1 3,916 23,994 0,0000p4
1x2x4 17,049 2 8,524 52,232 0,0000p0
1x3x4 1,383 2 0,691 4,236 0,0265¢9
2x3x4 0,242 2 0,121 0,743 0,486412
1x2x3x4 1,069 2 0,534 3,275 0,0552p7
Error 3,917 24 0,163

Pozn.: téné ozna&ené hodnoty jsou statistickykazné
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4.2 Hodnoceni profilu proteinovych spekter pomoci SDS-RGE

Pomoci SDS-PAGE byly ziskany profily protéim jednotlivych vzorcich. Gely
byly nasleds vyhodnoceny v programu BioProfil BiolD++ (verze, S8lber Lourmat,
Francie) a byly tak zji8hy molekulové hmotnosti jednotlivych protéira jejich
relativni zastoupeni ve vzorku.

Mezi profily proteini v jednotlivych vrstvach hliz jsou u obou édrzcela
zésadni rozdily (obrdzky. 13 az 16). Vyraznd variabilita byla z§ga zvla& mezi
slupkou a vnitnimi pletivy. Ve slupkéch hliz je protdirvzdy nejmén. Mezi zdravymi

a napadenymi hlizami byly rozdily zejména v intéhpruhi a jejich detekovatelnosti.

Odruda Valfi

Ve slupkach nezralych hliz adty Valfi (obr. 13) byl nalezen pouze protein o
molekulové hmotnosti 20,4 kDa. V napadenych hlizdsylo zaznamenano 21
vyrazrejSich prutii (korové pletivo) a 18 pruh(cely profil). Ve zdravych hlizach to
bylo 13 prulii v korovém pletivu a 10 v celém profilu hliz. NejayrgjSi zde byly 3
skupiny pruli v oblastech okolo 111 kDa, 39-43 kDa (patatinpa21,3 kDa.

Ve zralych hlizach oddy Valfi (obr. 14) je prufi vice nez v hlizach nezralych.
V téchto hlizach jsou také rozdily v zastoupeni a mivdfsoteini mezi napadenymi a
zdravymi hlizami, zejména v oblasti slupky, pagh Oblast 37-50 kDa — proteiny
patatinového komplexu — byla paeplchozi chromatografické purifikaci detaijin
analyzovana pomoci dvouroZmé elektroforézy. Ve slupkach je mozné&tiéd pruhy
v oblasti 43 kDa (vyraznsiln¢jsi) a 40,4 kDa — u zdravych hliz jsou ale pruhynéné
vyrazné. DalSi variabilitu je mozné ¥idv oblasti proteifi s molekulovou hmotnosti
23-26,6 kDa, kdy ve zdravych hlizach jeden pruhb¢tey ostatni jsou mérenatelné.
Treti vyraznou zmnu mezi hlizami s odliSnym zdravotnim stavem je mnéoz
zaznamenat v oblasti 96 a 85 kDa. V napadenyclhadfiie tato proteinova oblast
pletivech zralych zdravych hliz: u napadenych Hiiz pocet pruli 28 v korovém
pletivu, 27 v celém profilu, u zdravych pak 21 vd&eem pletivu a 15 v celych

profilech.
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Obrazek ¢. 13: Odrida Valfi, nezralé hlizy - hlizové proteiny na

polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE):

1 — marker

2,3 — slupka

4,5 — korové pletivo
6,7 — cely profil

8,9 — slupka

10,11 — korové pletivo
12,13 — cely profil

Obrazek ¢. 14: Odrada Valfi, zralé hlizy — hlizové proteiny na polyakylamidovém
gelu (SDS-PAGE):

1 — marker

2,3 — slupka

4,5 — korove pletivo
6,7 — cely profil

8,9 — slupka

10,11 — korové pletivo
12,13 — cely profil
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Odrida Vlasta

Ve slupkach nezralych hliz adty Vlasta (obr. 15) byl nejvyraj$i protein
v oblasti 20,3 kDa. Dale se zde nachazi 4 pruhytjtené po celé draze daného
vzorku. Tyto pruhy dosahuji molekulovych hmotndx&j 63, 38 a 34,5 kDa u zdravych
i napadenych hliz. Zatimco v nezralych zdravyckadh odidy Valfi je ve vnitnich
pletivech mén pruhi nez v napadenych, u hliz dédy Vlasta je ve zdravych hlizach
mére pruhi jen na urovni celych profil (oproti 23 pruim v napadenych hlizach jich
maji tyto hlizy 17). Naopak v korovém pletivu jeupit 19 (oproti 15 prutim
v napadenych hlizach).

Ve slupkach zralych hliz této adty (obr. 16) je také nejvyragsi jediny pruh
s molekulovou hmotnosti 21,7 kDa (hlizy napaden®6#& kDa (zdravé hlizy). Na
rozdil od nezralych hliz je zde mozné rozeznatgingts molekulovou hmotnosti 114,3
kDa. Slaby pruh rizeme vidt i v oblasti patatinu na Grovni 52 a 48 kDa. Uadich
hliz, kde je celko¥ pruhi vice (i v porovnani s nezralymi hlizami), jsou kpyu

vyrazrejsi.

Obrazek ¢. 15: Odrida Vlasta, nezralé hlizy — hlizové proteiny na

polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE):

1 — marker

2,3 — slupka

4,5 — korove pletivo
6,7 — cely profil

8,9 — slupka

10,11 — korové pletivo
12,13 — cely profil
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Obrazek ¢. 16: Odrida Vlasta, zralé hlizy - hlizové proteiny na
polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE):

% ‘ ' napadené hlizy f:’ © zdravé

y A " e

Y . 1 — marker
2,3 — slupka

8

4,5 — korové pletivo
6,7 — cely profil

8,9 — slupka

10,11 — korové pletivo
12,13 — cely profil

e 8 58

Pritomnost 3 proteinovych izoforem v patatinové otildyla detekovana ve
vSech vnitnich pletivech. Zastoupenéchto proteii se zde pohybovalo od 34,2 %
(korové pletivo zralych napadenych hliz adly Valfi) do 69,4 % (cely profil nezralych
zdravych hliz odidy Vlasta) (tabulka. 9). V piibéhu zrani se podle mych vysledk
relativni zastoupeni protdinpatatinové zony v celém proteinovém spektru hises
snizovalo. Molekulova hmotnost protéise pohybovala mezi 38 a 43 kDa u tabir
Valfi. V nezralych hlizach oddy Vlasta byl tento interval od 40 do 44 kDa a ve
zralych hlizach pak tyto proteinové izoformy dosadlg molekulovych hmotnosti
vySSich — 47 az 52 kDa. Ve slupkach byla tato pmoté oblast zaznamenana pouze u
slupek zralych hliz (2 izoformy). Ve viitich pletivech hliz odidy Valfi byly vSechny
3 pruhy vtéto oblasti silné, u agly Viasta byl nejsilgjSi pruh s nejmensi
molekulovou hmotnosti.

V oblasti inhibitofi proteaz (17-26 kDa) bylo ve vhitich pletivech hliz
nalezeno 3-5 pruh(Valfi) a 1-6 pruli (Vlasta).

Podle statistického hodnoceni byl prokaza&my vliv odridy a jednotlivé
vrstvy hliz na zastoupeni patatinovych proieincelkovém proteinovém profilu (tab.
10).
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Tabulka €. 9: Pramérné relativni zastoupeni proteini v oblasti 38-52 kDa v celém

proteinovém profilu (%):

napadené hlizy zdravé hlizy
slupka korové pletivo cely profi slupkf  korovietvo | cely profil
Valfi nezralé N 41,8 47,2 N 43,1 43,2
Valfi zralé 35,7 34,2 41,6 N 36,6 42,0
Vlasta nezralé N 61,4 61,9 N 58,7 69,4
Vlasta zralé N 39,8 42,7 N 51,6 45,2

N= nehodnoceno praitis malé mnoZstvi proteinu

Tabulka ¢. 10: Hodnoceni statistické piikaznosti vlivu jednotlivych faktord na

relativni zastoupeni proteini patatinové oblasti pomoci ANOVA testu:

SS Degr. of MS F p
Intercept 50090,71 1 50090,71 889,4460 0,000p00
odrida (1) 622,48 1 622,48 11,0538 0,002836
stupéi zralosti (2) 109,46 1 109,46 1,943¢  0,176053
napadeni (3) 1,58 1 1,58 0,028  0,868181
vrstva pletiva (4) 18879,63 2 9439,82 167,6201 @©OOO
1x2 968,24 1 968,24 17,192B 0,000364
1x3 96,17 1 96,17 1,7077  0,2036p2
2x3 144,06 1 144,06 2,558( 0,122817
1x4 1684,43 2 842,21 14,9540  0,000(461
2x4 954,24 2 477,12 8,472( 0,0016045
3x4 609,21 2 304,60 5,4089 0,011507
1x2x3 305,54 1 305,54 54253  0,028490
1x2x4 0,20 2 0,10 0,001  0,9982]L19
1x3x4 326,75 2 163,38 2,9010 0,074401
2x3x4 181,48 2 90,74 1,6113 0,220492
1x2x3x4 329,32 2 164,66 2,9238  0,073Q47
Error 1351,60 24 56,32

Pozn.: téné ozna&ené hodnoty jsou statistickykazné
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4.3 Hodnoceni izoenzymovych spekter po nativni PAGE

Elektroforetickou separaci a naslednou detekciraozych aktivit na gelu byla
vizualizovana aktivita lipidacylhydrolazy (LAH) aepoxiddzova aktivita. Ziskané
biochemické informace byly nasletimyhodnoceny, stefnjako profily proteiri ziskané
SDS-PAGE, v programu BioProfil. N&jisi rozdily bylo na gelech mozné zaznamenat
mezi odfidami, dale mezi pletivem slupky a vmimi pletivy. V ramci dalSich

parametil (zdravotni stav a stuperalosti) byly rozdily nejmé&hvyrazné.

4.3.1. Aktivita lipidacylhodrolazy

LAH aktivita byla zachycena v korovych pletivechcaloprofilovych vzorcich
zralych i nezralych hliz obou aidt. Ve slupkach byla zaznamenana pouze udydr

Valfi, a to v podob slabych pruh.

Odruda Valfi

Ve slupkéach nezralych hliz adty Valfi (obr. ¢. 17) byl detekovan izoenzym
s relativni mobilitou (dale Rf) 0,97. Ten se alenapadenych hliz uz neobjevuje a
vlivem zrani jeho intenzita sldbne. Na obrazku g&ét vict v korovych pletivech
zdravych hliz skupinu 2 prih Podle hodnot Rf (0,74 a 0,81) jsou na stejné rnirov
s pruhy celych profil hliz. Zejmé vlivem napadeni doSlo v korovych pletivech ke
ztrak prvni z izoforem. U celych profilrozdily mezi zdravymi a napadenymi hlizami
patrné nejsou.

U zralych hliz odikdy Valfi (obr. ¢. 18) se v korovych pletivech a celych
profilech hliz objevil na geluié¢ti pruh s relativni mobilitou 0,77. Palrrvlivem
napadeni zde doslo ke znatelnému zvySeni inteh2iky aktivity u vSech ti izoforem.
Jak je tedy patrné 2dhto geti, pruhy LAH aktivity ve vnitnich pletivech odrdy Valfi
béhem zrani hliz zeslably (Iépe je to znatelné u hiilmvych), zatimco se &kterych
variant objevily nové izoformy (hlizy zdravé). Vlabti slupek se naopakitem zrani

slabé pruhy nazeajici tuto aktivitu objevily.
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Obrazek 17: Odrada Valfi, nezralé hlizy — LAH aktivita na gelu (haivni PAGE):

zdravé hlizy | | napadené hlizy
1,2 — slupka
3,4 — koroveé pletivo
5,6 — cely profil
7 — mezera
8,9 — slupka

10,11 — korové pletivo
12,13 — cely profil

Obrazek €. 18: Odrida Valfi, zralé hlizy — LAH aktivita na gelu (nativni PAGE):

zdravé hlizy ‘ ‘ napadené hlizy

1,2 — slupka

3,4 — korové pletivo
5,6 — cely profil

7 — mezera

8,9 — slupka

10,11 — korové pletivo

N ‘.| Il l 12,13 — cely profil
= 2 4 5 8 § 10 -1 12 13

1 6 7
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Odruda Vlasta

Ve slupkéach nezralych hliz adty Vlasta (obr. 19 a 20) nebyl detekovan Zadny
signal LAH aktivity. Na gelu jsou v oblasti viitich pletiv hliz obou stupi zralosti k
vidéni 2 pruhy s relativni mobilitou 0,87 a 0,9 u zdrmv i napadenych hliz figemz
rozdily mezi hlizami odliSného zdravotniho stavoujspatrné v intenzit pruhi. U
napadenych hliz je vétl rizné intenzita prunmezi variantou celych profila korovych
vrstev, kdy pruhy celoprofilovych vzaoiiksou oproti korovym vrstvam vyrazrsilngjsi.
Vyznamnou intenzitu dané aktivitytrheme tedy zaznamenat i v duzhbramborovych

Béhem zrani dosSlo v pletivech také ke & intenzity pruli — konkrétr

Kk jejimu snizeni.

Obrazek ¢. 19: Odrida Vlasta, nezralé hlizy — LAH aktivita na gelu (névni
PAGE):

zdravé hlizy ‘ ‘ napadené hlizy

1,2 — slupka

3,4 — korové pletivo
5,6 — cely profil

7 —mezera

8,9 — slupka

10,11 — korové pletivo
12,13 — cely profil

s b B2 B T ]
10 " 12 13

1 2 3 4 5 6 T & 9
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Obrazek ¢. 20: Odrida Vlasta, zralé hlizy — LAH aktivita na polyakrylamidovém
gelu (nativni PAGE):

zdravé hlizy | | napadené hlizy
1,2 — slupka
3,4 — koroveé pletivo
5,6 — cely profil
7 —mezera
8,9 — slupka

10,11 — korové pletivo
12,13 — cely profil
— -1
3 4 § 6 7 0 11 12 13

1 2 g 9

4.3.2. Peroxidazova aktivita

Na rozdil od aktivity LAH bylo mezi oddami Valfi a Vlasta zaznamenano
zcela odliSné spektrum izoenzire peroxidazovou aktivitou. V hlizach ddrVlasta je
mozné vidt az 5 izoforem tohoto enzymu, zatimco v hlizachridg Valfi jsou

detekovatelné maxima8 izoenzymy.

Odruda Valfi

Jak je patrné z obraf@ké. 21 a 22, intenziw)Si pruhy peroxidazové aktivity
byly u odiidy Valfi detekovany ve slupkach. U nezralych hlie byl detekovan 1 pruh
s Rf 0,45 a skupina dvou pnuts Rf 0,78 a 0,84. V oblasti ostatnich pletiv sehdai
pouze slaby pruh s Rf 0,79. Mezi slupkami zdravgamapadenych nezralych hliz této
odnidy Ize podle intenzity prudhusuzovat na rozdil v rozlozZeni aktivity mezi jetivé
izoenzymy.

Pritomnost peroxidaz v korovych pletivech hliz @dly Valfi byla detekovana i

ve zralych hlizach. Peroxidazova aktivita v rAmeiébo profilu hliz se dhem zrani
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ztraci. Ve slupkach se objevilo oproti nezralynzéih i rekolik dalSich peroxidazay
aktivnich izoenzym, a to v oblasti Rf 0,64 a 0,81 (u napadenych HI@2). U
napadenych hliz dosl@hem zrani ke ztratpruhu s Rf 0,45.

Obradzek ¢. 21: Odrada Valfi, nezralé hlizy — peroxidazova aktivita na
polyakrylamidovém gelu (nativni PAGE):

zdravé hlizy | | napadené hlizy

1,2 — slupka
3,4 — koroveé pletivo
5,6 — cely profil
7 —mezera
8,9 — slupka
10,11 — korové pletivo
12,13 — cely profil

- —

Obradzek ¢&. 22: Odrida Valfi, zralé hlizy — peroxidazova aktivita na
polyakrylamidovém gelu (nativni PAGE):

zdravé hlizy ‘ ‘ napadené hlizy

1,2 — slupka
3,4 — koroveé pletivo
5,6 — cely profil
7 — mezera
8,9 — slupka
10,11 — korové pletivo
12,13 — cely profil

- - . y p

52|Stranka



Odruda Vlasta

U odnidy Vlasta jsou zrnmé rozdily vidt mezi vSemi variantami pletiv. Nejvice
peroxidaz je aktivnich ve slupkach hliz (obr. 2343, ale dale se vet&i mie vyskytuji
I v ostatnich pletivech. U této agty by se spektrum prihdalo rozdlit do tii oblasti —
prvni oblast relativni mobility 0,41, druha obladRf 0,64 a oblastéti zahrnujici pruhy
s Rf 0,78-0,9.

Ve slupkach nezralych hliz jsouifmmné vSechny tyto oblasti, zatimco ve
vnitinich pletivech druh& oblast chybi Gpka naznak pruns Rf 0,41 by se mohl najit u
korovych pletiv. Rozdil mezi zdravymi a napadenymizami je v &chto pletivech
patrny pouze v intenzitpruhi. Ve slupkach bylo u zdravych i napadenych hliz
detekovano 5 pruh- oproti korovym pletium pribyl protein s Rf 0,64.

Na obrazkw. 24 s profilem peroxidazévaktivnich proteifi ve zralych hlizach
odrady Vlasta je stejqijako u nezralych hliz patrny rozdil mezi zdravyamapadenymi
hlizami zejména v intenzitpruhi. V celych profilech hliz doSlo navic u napadenych
hliz ke ztr& jednoho peroxidaz@vaktivniho proteinu s Rf 0,79.

Obrazek ¢. 23: Odrida Vlasta, nezralé hlizy — peroxidazova aktivita na
polyakrylamidovém gelu (nativni PAGE):

zdravé hlizy ‘ ‘ napadené hlizy
1,2 — slupka
3,4 — koroveé pletivo
5,6 — cely profil
7 — mezera
8,9 — slupka
— 10,11 — korové pletivo
<D an o 12,13 — cely profil
— — —

— c— — —
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Obrazek ¢. 24: Odrida Vlasta, zralé hlizy — peroxiddzova aktivita na

polyakrylamidovém gelu (nativni PAGE):

1,2 — slupka

3,4 — koroveé pletivo
5,6 — cely profil

7 — mezera

8,9 — slupka

10,11 — korové pletivo
12,13 — cely profil
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4.4. Hodnoceni profilu proteini pomoci 2D-PAGE

Na zéklad znanych rozdii v SDS-PAGE profilech zjishych v oblasti
patatinovych proteiin byly slupky zralych hliz odidy Valfi analyzovany pomoci 2D-
PAGE. Pro tuto analyzu byly nejprve proteiny tétblasti chromatograficky
purifikovany a po 2D-PAGE bylo v napadenych hliz&chblasti 37-50 kDa ve dvou
arovnich molekulové hmotnosti zaznamenano 11 prowgich spai, coZz by mohlo
nazn&ovat vyskyt ¥tSiho mnozstvi izoforem liSicich se hmotnostni afav hodnotou
izoelektrického bodu. U zdravych hliz byly nalezedyizoformy v prvni drovni

hmotnosti a 3 izoformy v druhé (nizsi) arovni.

Obrazek ¢. 25: Odriada Valfi- zralé hlizy — analyza oblasti 37-50 kDa @ 2D-PAGE

Napadenézyli Zdraveé hlizy

4 pl 7 pl

AD
v~

A

»
»

50 kDa

_— *M‘ol 4

50 kDa

37 kDa
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5. Diskuze

5.1.0bsah susiny a stanoveni proteilnv susirg hliz

IR

a to od 14,1 % (napadené hlizy iy Vlasta) do 20,2 % (zdraveé hlizy ddy Valfi).

Ve zralych hlizach byla nejmensi hodnota jigtve slupkach napadenych hliz ibir
Valfi (17,6 %) a nejutSi hodnota pak byla natiena ve slupkadch napadenych hliz
odnidy Vlasta (25,3 %). U oddy Vlasta doslo mezi jednotlivymi odty hliz k wtSimu
naristu obsahu suSiny nez u ady Valfi, ktery by mohl byt zf;soben, mimo jiné,
kratSi délkou vegetai doby. Odiida Valfi je polopozdni az pozdni ddia, coz by
mohl byt, jak uvadi Vreugdenhdt al. (2007), divod pro jeji vysSi obsah susSiny nez je
tomu u odady Vlasta. Namrené hodnoty také odpovidaji z§igt, Ze mensi hlizy (v
nasem fipadt hlizy odfidy Vlasta) obsahuji suSiny m&r(Lisinska, Leszcziski,
2002).

Zastoupeni protein v suSire hliz se pohybovalo u nezralych hliz od 2,3 %
(slupka napadenych hliz ddty Valfi) do 5,6 % (cely profil napadenych hliz ady
Vlasta). Ve zralych hlizach to bylo 3,5 % (celyfiredravych hliz odidy Valfi) az 8,2
% (slupky napadenych hliz adty Valfi). Z vysledki je patrné, Ze obsah protéimezi
jednotlivymi odfidami je rozdilny. U zdravych zralych hliz ddy Valfi byl zjisten
obsah proteifn v suSir¢ celych profifi 3,5 % a u odrdy Vlasta 4,4 %. Zvlas&tse rozdil
mezi odfidami promitd mezi slupkami zralych hliz oboutatjrkde bylo ve slupkach
nalezeno vice proteinu odiidy Valfi. Ve slupkach zralych hliz je také patrnyzdil
mezi zdravymi a napadenymi hlizami: napadené hiidgidy Valfi obsahovaly ve
slupkach vice protein nez zdravé, zatimco u ddly Vlasta doSlo i&jmé vlivem
napadeni obecnou strupovitosti k poklesu mnozsbtiejmi. Obsah proteiin v hlizach
bramboru zavisi na mnoha faktorech, jako jeuddr stupa vyvoje hlizy, doba
skladovani a ekologické podminky (Béarta, Bartov@)d). Také existuje vztah mezi
hmotnosti hliz a obsahem protiinak jej uvadi ve své praci Barta a Bartova (2007)
Podle tohoto vztahu se usuzuje, Ze menSi hlizyhalfisaice protein. V rdmci celych
profila hliz s mensi hmotnosti (ddta Vlasta) se to potvrdilo u nezralych napadenych

hliz a zralych zdravych hliz.
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5.2 Analyza spekter hlizovych proteini

5.2.1. SDS-PAGE

Metodoucipové elektroforézy se nepaila detekovat v pletivech slupky zadné
proteiny a pro tentod&l tedy neposkytovala uspokojivé vysledky. Analye@ovych
proteini probihala pomoci SDS-PAGE.

Barel a Gintzberg (2008) zjistili ve slupkach néyeh hliz pongrné vysoké
mnoZstvi patatinu v porovnani se zralymi hlizamotorl zjiS€ni odpovida analyzam
patatinové oblasti vifpact odridy Vlasta, zatimco u oddy Valfi to potvrdit nelze.
Patatin je ejme¢ piitomny ve vSech oddach brambor (Bartajurn, 2004). F SDS-
PAGE separaci proteinhlizy miZe byt v patatinové oblasti nalezen rozdilnygio
pruhi. Molekulovd hmotnost patatinu se uvadi v rozme2i4d kDa (Barta,Curn,
2004) a jeho zastoupeni pak 40-45 % (Jimate#, 2003; Rosahtt al, 1986; Shewry,
2003). zjistné hodnoty zastoupeni patatinu na celém proteinowfektru se
pohybovaly od 34,2 do 47,2 % u édy Valfi a od 39,8 do 69,4 % v hlizach ady
Vlasta, coz by ukazovalo na velky vliv ddiy na zastoupenithto proteifi. Podle
Barty a Bartové (2007) ma na relativni abundantatpau odfida vliv nej\tsi. Rozdily
v molekulovych hmotnostech jednotlivych izoforem8{2 kDa) by mohly byt
zpisobeny i#iznym pd@tem glykosylgnich mist, v kombinaci s mutaci v primarni
sekvenci patatinu (Barta, Bartova, 2008). Ve ividh pletivech hliz odidy Valfi byly
vSechny 3 pruhy v této oblasti silné a podle iniignpruhi by se dalo usuzovat, Ze
napadené hlizy obsahovalichto proteiri vice nez zdravé. Také ve slupkach zralych
hliz odfidy Valfi byly patatinové proteiny znate§i v napadenych hlizach. éi
kumulace proteifn této oblasti v napadenych hlizach by mohla sotivésebrannou
reakci rostliny, protoZe patatin ma krémmasobni funkce fadu enzymovych aktivit,
které hraji roli pi napadeni rostlin (Hanusov&urn, 2007; Shewry, 2003). Patatin
s aktivitou fosfolipazy A2 se napastnil vyvolani rezistentni reakcédr patogenu
Phytophthora infestangBarta, Curn, 2004). U odrdy Vlasta byl nejsilgjdi pruh
o nejmensi molekulové hmotnosti.

Mezi zdravymi a napadenymi hlizami byly rozdily meroteinovymi spektry
zejména v intenzit pruhi a jejich detekovatelnosti. V hlizach édy Valfi bylo

zachyceno vice izoforem vzdy v hlizach napadengatimco u odidy Vlasta tomu je

57|Stranka



spiSe naopak. Ret proteinovych izoforem a jejich funkce by tedy hiyosouviset
s reakci hlizy dané otly na napadeni obecnou strupovitosti.

Pro gesrgjSi kvantifikaci a identifikaci proteiin spekter detekovanych pomoci
SDS-PAGE by ale bylo pigba detail§jSi proteomické analyzy, coz algegahuje
rozsah této diplomové prace.

5.2.2.2D-PAGE

Pomoci 2D-PAGE bylo ve slupkach napadenych zralgth oditidy Valfi
nalezeno 11 proteinovych sfotProtoze u hliz zdravych jich bylo detekovano mén
dalo by se usuzovat na jejich funkci souvisejiaiapadenim rostliny obecnou
strupovitosti. Identifikaci jednotlivych podjednétby bylo feba zjistit jinou metodou,
coz ale pesahuje rdmec této diplomové prace.

5.3 Hodnoceni spekter izoenzym lipidacylhydrolaz a peroxidaz na
gelu po nativni PAGE

Barta a Bartova (2007) tvrdi, Zze v LAH aktlitbyly zjiS&ny zna&né
kvantitativni i kvalitativni rozdily na oddové Urovni. Akoliv detekci aktivity na gelu
nelze gesre kvantifikovat aktivitu enzym ve vzorku, ézna intenzita pruin podobny
zawr naznguje. Z tohoto dvodu také nelze fesr® urcit miru jejich exprese
v napadenych hlizdch a ukazat na souvislost mgadenim hlizy a tvorbou a funkci
téchto protei v hlizdch. Aktivita LAH byva wad praci gipisovana patatinu (n&p
Barta, Curn, 2004; Shewry, 2003). Identifikaci protéidetekovanych na gelu touto
metodou ale uit nelze.

Podle Barela a Gintzberga (2008) Ize nejvice peémizachytit ve slupkéch,
coz vyplyva i ze zjignych vysledk. Ve slupkdch odidy Vlasta bylo zachyceno 5
izoforem tohoto enzymu. Podle¢kterych studii (Udomprasert, Attathom, 1991)
existuje pozitivni korelace i mezi napadenim ragtlipatogenem a zvySenim

peroxidazové aktivity. Tuto souvislost ale naana pouze vysledky u zralych hliz
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odnidy Vlasta a bylo by pé¢ba je o¥fit néjakou kvantifik&ni metodou. Odrda Valfi
je povazovana za mé&mdolnou obecné strupovitosti, coZz by mohlo souvsmensim
vyskytem peroxidazovych izoforem v pletivech.

Tyto poznatky by bylo dale vhodné raaSo rocnikové opakovani a detadisi
analyzy, které by vedly k identifikaci a kvantifitiajednotlivych izoenzym a ukeni
miry jejich exprese.

59 |Stranka



6. Zavér

Na zaklad provedenych analyz Ize odvodit tyto 2éu

» Podle vysledit obsahu susSiny v celych profilech (tedy bez slupitydahovala mén
suSiny odida Vlasta. Napadené hlizy ddy Valfi obsahovaly suSiny mémez
hlizy zdravé. &koliv i v ramci pletiv dochazelo k mirnym odliSnest, nejétsi
rozdily v obsahu susiny byly logicky zjty mezi hlizami viizném stupni vyvoje.
V hlizach odiédy Vlasta doSlo mezi jednotlivymi odty hliz k wtSimu naiistu
obsahu susSiny nez u ddiy Valfi, patrre zpisobenému kratSi délkou veg#ata
doby.

» Po faktoru zralosti #la na zastoupeni protéinv suSig nejwtsi vliv odrida. U
odrady Valfi byly také velmi vyrazné rozdily mezi slupk a vnitnimi pletivy.
Rozdil v obsahu proteinmezi hlizami odliSného zdravotniho stavu byl negvi
patrny ve slupkéach zralych hliz obou ddy kdy u odiédy Valfi obsahovaly vice
proteini hlizy napadené a u agdty Vlasta hlizy zdravé. Nezralé hlizy édy Vlasta
(zdravé i napadené) obsahovaly ve slupkach vyrazce proteid nez Valfi. U

zralych hliz tomu bylo naopak.

« Pomoci SDS-PAGE byla ziskana spektra prdtemm niznych molekulovych
hmotnostech. Mezi profily proteinv jednotlivych vrstvach hliz byly u obou da
zcela zasadni kvalitativni i kvantitativni rozdikgjména mezi slupkou a viritmi
pletivy. Ve slupkach hliz bylo proteinovych pfulmejmért. V patatinové oblasti
byly nalezeny 3 izoformy proteinve vnitnich vrstvach hliz. Ve slupkach se
jednalo o 2 proteinové izoformy nalezené pouzeragyeh hlizdch. Mezi zdravymi
a napadenymi hlizami byly rozdily zejména v intéhpruhi proteinového spektra.
V hlizach odiédy Valfi bylo zachyceno vice izoforem vzdy v hlihaonapadenych,
zatimco u odidy Vlasta tomu bylo spiSe naopak. Molekulové hmstinproteirii
v patatinové oblasti se pohybovaly od 38 do 52 kmstoupeniéchto proteii se
pohybovalo od 34,2 % (korové pletivo zralych napgaé hliz odédy Valfi) do
69,4 % (cely profil nezralych zdravych hliz dy Vlasta).
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 Pomoci nativni PAGE a naslednou detekci enzymovgktivit byly zjistny
nej\etsi rozdily v intenzit, pastu nebo rozmighi pruhi mezi odtidami, dale mezi
pletivem slupky a vnitimi pletivy. V rdmci dalSich paraméti(zdravotni stav a
stupeai zralosti) byly rozdily nejmensi,ét8inou spiSe v intenzitpruhi. Dale pak
rozdily souvisely se zémou p@tu proteinovych izoforem. LAH aktivita protein
byla zachycena ve viiitich pletivech hliz. Ve slupkach byla ve farmslabych
pruhi nalezena pouze u adty Valfi. NejvySSi pdet pruhi vykazujicich
peroxidazovou aktivitu bylo detekovano ve slupkéale, vyskytuji se i v ostatnich

pletivech. U odiidy Vlasta jsou znmé rozdily vigt mezi vSemi variantami pletiv.

» Diky rozdilim v profilech pruli u slupek zralych hliz oddy Valfi na SDS-PAGE
gelu byla patatinovd oblast analyzovana detpilmpomoci dvourozrrné
elektroforézy. Bylo tak nalezeno 11 proteinovyclotdpv hlizach napadenych a 7

hutre detekovatelnych spiov hlizach zdravych.
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8. Prilohy

Priloha¢. 1: Pribéh pocasi v oblasti Vyklantice za rok 2010

pramérné nEsicéni teploty| srazky celkem za &sic

(°C) (mm)

leden -4,85 72,00
anor -1,93 23,90
brezen 2,92 31,80
duben 8,00 62,80
kvéten 11,49 108,2
cerven 16,10 71,50
cervened 19,34 114,50
srpen 16,42 114,50
zai 10,71 89,90

fjen 5,58 6,90
listopad 437 57,60
prosined -4,13 65,30

celkem 818,9

Piiloha ¢. 2: Padni podminky na pozemcich ve Vyklanticich

pole bez pole se
strupovitosti strupovitosti
pH
(Cacl2) 4,53 5,27
pH (KCI) 4,26 51
fosfor 85 mg/kg 97 mg/kg
draslik 167 mg/kg 284 mg/kg
hot¢ik 113 mg/kg 112 mg/kg
vapnik 958 mg/kg 2061 mg/kg
KVK 122 mmolche/kg | 175 mmolche/kg
suSina 98,30% 81,20%
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Priloha €. 3: Reakni schéma analyzy proteifi podle Bradfordové

f:“s CHy Hyl F:H’
@ + OO 00
Basic and Aromatic NaD;5 S0,
Side Chains
Coomassie G-250

HH

0C;Hy

465 nm

Protedn-ne Gomplex
Amax = 393 M

Zdroj: http://www.qcbio.com/pierce/23236.htm [cit. 23.2120
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Piiloha ¢. 4: SlozZeni jednotlivych pufii pro nativni PAGE, SDS-PAGE acipovou

elektroforézu

R1 nall
Tris 30,26 g
kyselina borita 36,69
vanovy pufr pro SDS-PAGE nall
glycin 144 ¢g
Tris 30,3 ¢
SDS 10g
Coomassie pufr nall
Coomassie Brilliant Blue (Sigma- | 1g
Aldrich)

metanol 500 ml
kyselina octova 100 ml
odbarvovaci roztok nall
etanol 250 ml
kyselina octova 100 ml
fixaéni roztok

etanol 450 mi
glycerol 30 ml
H,O 500 ml
pufr A, pH=8,8 na 100 ml
Tris 36,39
pufr B, pH=6,8 na 100 ml
Tris 60
nanaseci pufr

1M Tris-HCI (pH=6,8) 5 ml
SDS 2,39
glycerol 10 ml
BCP 5 mg
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Priloha¢. 5: Obsah susSiny v hlizach bramboru v %

zralé hlizy Valfi Vlasta
slupka| koroveé pletivo | cely profil | slupkal korové pletivo rfril%/l
zdravé hlizy | 20,2 23,6 21,2 21,7 20,4 20,5
napadené hlizyy 17,6 22,1 20,6 25,3 20,8 20,6
nezralé hlizy Valfi Vlasta
slupka| korové pletivo | cely profil |slupkal koroveé pletivo pcrilf}ill
zdravé hlizy | 16,3 20,2 18,6 17,8 15,4 16,4
napadené hlizyy 17,0 16,7 16,7 17,9 14,1 14,9
Priloha ¢. 6: Obsah proteini v susSirg hliz v %
nezralé hlizy Valfi Vlasta
slupka| korové pletivo | cely profil | slupka| korové pletivo | cely profil
zdravé hlizy 2,4 4,4 4,8 51 4,7 4,8
napadené hlizy| 2,3 4,6 4,2 54 5,3 5,6
zralé hlizy Valfi Vlasta
slupka| korové pletivo | cely profil | slupka| korové pletivo | cely profil
zdravé hlizy 6,4 3,7 3,6 59 4,8 4,4
napadené hlizy| 8,2 3,8 4.4 4.4 4,5 4,2
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