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1. Uvod

Antimikrobialni proteiny a peptidy (Antimicrobial
Proteins; AMPs) rostlin jsou specifické stresové proteiny,
které maji schopnost omezovat az zcela inhibovat riist
mikroorganismi'. Vétsina AMPs byla identifikovana jako
peptidy o malé az velmi malé molekulové hmotnosti,
s bohatym zastoupenim cysteinu ve své struktufe, které
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vykazuji konstitutivni i indukovanou expresi’. Antimikro-
bialni aktivita proteind je chapana v SirSim smyslu a neo-
mezuje se pouze na antibakterialni aktivitu (inhibice rustu
bakterii), ale byvaji do této skupiny zahrnuty také antifun-
gélni proteiny (inhibice ristu hub) a casto zjednodusené
také proteiny s antivirovou aktivitou. Byly popsany i pro-
teiny, které vykazuji kombinovanou aktivitu — velmi typic-
kymi zastupci tzv. bifunkénich proteinti jsou rostlinné
inhibitory proteas, které vykazuji nejen negativni vliv na
rust a vyvoj bakterii, hub a v n€kolika pfipadech i vird, ale
maji také schopnost inhibovat travici enzymy hmyzu —
predevsim trypsin a a-amylasu®. Studium rostlinnych pro-
teind s aktivitou vii¢i patogennim ¢i potencialné patogen-
nim mikroorganismiim nabyva v posledni dobé na vyzna-
mu, nebot’ tyto proteiny nabizeji Siroké moznosti vyuziti.

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

Lilek hliznaty nebo-li brambor (Solanum tuberosum
L.) patfi celosvétové mezi vyznamné hliznaté okopaniny.
Z hlediska hospodatského patii spolu s pSenici, ryzi a ku-
kufici k nejvyznamnéj$im zemédelskym plodindm. Podle
udaju organizace FAO je celosvétova produkce na tirovni
315 milion tun hliz ro¢né a dle historickych zdroji je
druh S. tuberosum L. péstovan jako kulturni plodina jiz
vice nez 10 000 let (cit.*).

Brambor patii do skupiny plodin s vysokou nachyl-
nosti k chorobam. Hlizy obsahuji zna¢né mnozstvi vody
a sacharidi, coz vytvafi idealni zivné médium pro rozvoj
nejruznéjsich patogent. Phytophtora infestans patii k his-
toricky nejzdvazné&j§im chorobam brambor a odhaduje se,
ze az 3,5 miliard dolard ro¢né¢ c¢ini naklady spojené
s ochranou brambor proti této chorob&’. Produkce rezis-
tentnich genotypll bramboru je vzhledem k vysoké plasti-
cité patogena obtizna a studium gent rezistence, proteint,
peptidii a dalsich latek podilejicich se na procesu patoge-
neze mohou byt klicovymi aspekty zvySovani rezistence
novych genotypl. Z houbovych patogent Ize dale jmeno-
vat ¢asto se vyskytujici Rhizoctonia solani zpiisobujici tzv.
vlockovitost hliz bramboru, Fusarium solani jako hlavni
pfi¢ina fusariové hniloby brambor ¢i Alternaria solani
zpusobujici hnédou skvrnitost listi bramboru.

Z bakterialnich patogenii patfi k vyznamnym pivod-
clim onemocnéni Ralstonia solanacearum zpusobujici tzv.
hnédou hnilobu brambor a Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus zpusobujici bakterialni krouzkovitost
brambor. Obé tyto bakterie jsou na uzemi CR dle platné
legislativy fazeny mezi karanténni organismy. Vzhledem
k vegetativnimu mnozeni brambor pfedstavuji vyznamné
zdravotni hledisko také virové choroby?®.
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3. Antimikrobiilni potencial proteini
izolovanych z druhu S. tuberosum L.

Informace o AMPs izolovanych z druhu S. tuberosum
L. jsou omezené a dostupné ve znacné roztiiSténé podobé.
Kim a spol.” rozdé&luji proteiny a peptidy druhu S. fube-
rosum s moznou antimikrobidlni aktivitou do t¥i skupin.
Prvni skupina zahrnuje hlavni hlizovy protein — globulino-
vou frakci oznacovanou také jako tuberin. Tato proteinova
frakce byla pozdé€ji oznacena jako patatin a pod timto na-
zvem je vSeobecné zndmd. Druhou skupinu pfedstavuji
hlizové inhibitory proteas a tieti skupina AMPs jsou tzv.
bramborové defensiny.

3.1. Antimikrobidlni potencial proteini
patatinového komplexu

Patatinové proteiny jsou majoritni skupina hlizovych
proteint®. Tyto proteiny jsou homogenni skupina glyko-
proteinti s molekulovou hmotnosti od 39 do 43 kDa a hod-
notou isoelektrického bodu v rozsahu pH 4,6 az 5,2 (cit.?).
Zastoupeni patatinu v komplexu extrahovatelnych bilkovin
vykazuje vysokou miru genotypové variability, ale ob-
vykle se pohybuje v rozpéti mezi 20 az 40 % (cit.'’). Pata-
tin je povazovéan predeviim za zasobni protein'', ale vzhle-
dem ke specifické enzymové aktivité této skupiny proteinti
byla vyslovena také hypotéza o mozné UiCasti v obranném
systému hlizy’.

3.1.1. Biochemické viastnosti patatinu s moznym vztahem
k obrannému systému
U patatinovych proteinil byly zjiStény enzymové akti-
vity, o kterych se predpoklada, ze maji vztah k stresové ¢i
obranné fyziologii hliz, nebot’ pro z&sobni protein nemaji
opodstatnéni.

Aktivita nespecifické lipidacylhydrolasy

Patatinové proteiny vykazuji nespecifické hydrolaso-
vé aktivity (EC 3.1.1), tedy esterasovou aktivitu pro tvorbu
voskovych esterti i pro deacylace lipidi'”. Teorie tykajici
se fyziologické role LAH aktivity patatinu v obranném
systému hlizy zahrnuje dvé hypotézy, které uvadi Pots’.
Podle jedné z nich se LAH aktivita patatinu podili na uvol-
néni mastnych kyselin pfi poSkozeni builtky napadené rost-
liny. Mastné kyseliny jsou nasledné oxidovany lipoxyge-
nasami, coZ vede ke vzniku cytotoxickych oxidovanych
mastnych kyselin. LAH aktivita ma také za nasledek tvor-
bu ve vod¢ nerozpustnych voski, které zabranuji Sifeni
patogena v rostliné. Podle teorie, kterou uvadi Strickland
a spol."”, ptisobi LAH aktivita patatinu na invasivni orga-
nismy pfimou inhibici, pravdépodobné narusenim integrity
bun&nych stén. Zadna z uvedenych teorii nebyla nikdy
pfimo potvrzena.

Aktivita cytosolové fosfolipasy A, a A

Patatin také vykazuje aktivitu cytosolové fosfolipasy
A, a A (PLA,; PLA, aktivita; EC 3.1.1.4). Aktivita fosfo-
lipasy A; je vyssi, a proto je patatin oznacovan jako enzym
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s PLA, aktivitou. PLA; je lipolyticky enzym, ktery kataly-
zuje hydrolyzu esterové vazby mastnych kyselin v pozici
sn-2 u diacylfosfolipidd. Vyrazna PLA, aktivita byla za-
znamenana piedevsim pfi pouZiti substratu fosfatidylcholi-
nu s linolovou kyselinou navazanou v pozici sn-2. Vy-
znamna je zavislost aktivity PLA, na pH prostfedi.
V rozsahu hodnot pH 7,5 az 9,0 byla zaznamenéana nej-
vyssi aktivita; pfi poklesu hodnoty pH pod 7,0 byla aktivi-
ta minimalni. Tento vztah naznacuje, Ze PLA, aktivita
patatinu je v rostling regulovana jeho lokalizaci'*. Patatin
je neaktivni, pokud se naléza ve vakuolach rostlinnych
bunék, kde prevlada kyselé pH. Pokud je vlivem poskoze-
ni bun¢k uvolnén z vakuol a transportovan do cytosolu,
dostava se do zasaditého prostiedi a stava se aktivnim.
PLA, aktivita patatinu je indukovana piitomnosti Ca®*"
a pfedpoklada se, ze na aktivaci PLA, aktivity ma také
podil protein kinasa'®’. Fyziologicka funkce rostlinnych
fosfolipas spociva  ve schopnosti odstépovat
z membranovych fosfolipidii nenasycené mastné kyseliny;
u rostlinnych bun€k se uvoliuje linolova kyselina nebo
linolenova kyselina. Uvolnéné mastné kyseliny slouzi jako
signalni latky vedouci k expresi ,obrannych genii's.
Utast PLA, na signalni transdukci vyvolavajici rezistentni
reakci v bramborovych buikach pii inokulaci inkompati-
bilni rasou houbového patogena P. infestans, nebo pfi kon-
taktu s elicitorem stén hyf tohoto patogena byla potvrzena
v praci Senda a spol."”.

Aktivita kyselé B-1,3-glukanasy

Z hliz bramboru byl také izolovan enzym s aktivitou
kyselé B-1,3-glukanasy (GLU-40; EC 3.2.1.39), ktery byl
naslednd identifikovan jako patatin'®. Proteiny s p-1,3-
-glukanasovou aktivitou patfi mezi velmi typické PR pro-
teiny rostlin majici schopnost vazat se na bunécné stény
hub a degradovat je, a tim omezit riist houbovych organis-
mi'’. Obdobny mechanismus lze predpokladat i u patatino-
vych proteind, piestoze toto nebylo nikdy pfimo potvrzeno.

Aktivita B-1,2-xylosidasy

Posledni enzymovou aktivitou, ktera byla detegovana
u patatinu je aktivita B-1,2-xylosidasy (EC 3.2.1.37). Izo-
lovany enzym byl identifikovan jako patatin az na zakladé
charakterizace biochemickych vlastnosti — molekulova
hmotnost v rozsahu 39—40 kDa, pH pro optimalni aktivitu
4,0-4,5 (teplota 50 °C) a vysoka homologie N-koncové
sekvence polypeptidu s patatinem. B-1,2-Xylosidasa uvol-
nuje z N-glykant xylosidasové molekuly vazané B-1,2
vazbou na -mannosu. Podstata fyziologické funkce p-1,2
--xylosidasy v hlizach je neznama, ale predpoklada se jeji
Gi¢ast na obranném mechanismu hliz*’.

3.1.2. Antimikrobidlni aktivita patatinovych proteini
Informace tykajici se prokdzaného antimikrobialniho
pusobeni patatinu jsou velmi omezené. U patatinovych
proteinti, resp. isoforem patatinovych proteinii vykazuji-
cich B-1,3-glukanasovou aktivitu, je popsdna schopnost
inhibice kli¢eni zoospor patogena P. infestans 22 pata-
tin izolovany z hliz rezistentniho genotypu vykazoval az
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70% inhibici kliceni zoospor P. infestans pii koncentraci
2,5 ug ml™ (cit.?). Vztah patatinu k obrannému mechanis-
mu viéi tomuto patogenu doklada také odlisSny zpisob
exprese proteinil patatinového komplexu u rezistentni
a nachylné odridy — mnozstvi B-1,3-glukanasy detegované
v hlizach rezistentni odridy po 14 hodinach od inokulace
kompatibilni rasou P. infestans dosahuje az Ctyinasobné
koncentrace oproti nachylné odriidé; po 72 hodinach lze
zaznamenat indukci syntézy patatinu i ve stoncich®.

3.2. Antimikrobialni potencial inhibitori proteas
hliz bramboru

Pfi napadeni rostliny produkuji patogenni organismy
hydrolasy, které usnadiuji pronikani patogena do rostlin-
nych 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 inhibitord proteas, které aktivitu proteas
snizuji nebo zcela inhibuji”. Nejvyznamngj$i patogen
brambor, P. infestans, produkuje extracelularni serinové
proteinasy. Infekce hliz timto patogenem je logicky dopro-
vazena kumulaci serinovych inhibitord proteas s Mr
v rozsahu 20 az 25 kDa (cit.*). Inhibitory proteas tvofi
v hlizdch bramboru velmi rozsahlou skupinu (az 40 %
vSech extrahovatelnych proteinti hliz) s vysokou mirou
strukturni i funkéni variability®.

Tabulka I

Referat

3.2.1. Klasifikace inhibitori proteas hliz bramboru a jejich
biochemické vlastnosti

Inhibitory proteas hliz bramboru se 1i§i svou moleku-
lovou hmotnosti, aminokyselinovym sloZenim, hodnotou
pl a inhibi¢ni aktivitou®. Nejéast&ji jsou proteasové inhi-
bitory klasifikovany dle aminokyselinového zbytku
v aktivnim misté na 1) serinové¢ inhibitory proteas (serin ¢i
histidin v aktivnim mist¢); 2) cysteinové inhibitory proteas
(cystein v aktivnim misté); 3) aspartatové inhibitory prote-
as (aspartat v aktivnim mist¢) a 4) metalloproteasové inhi-
bitory (kovové ionty v aktivnim mist&)*®. Pro inhibitory
proteas hliz bramboru se v soucasné dob¢ uplatiuji dva
klasifikaéni systémy. Starsi systém déli hlizové inhibitory
proteas do tfi skupin’’. Prvni skupinu tvoii bramborovy
inhibitor I (PI-1; serinovy inhibitor, pentamer, 40 kDa);
druhou bramborovy inhibitor II (PI-II, serinovy inhibitor,
dimer) a kone¢né tieti predstavuji inhibitory proteas
o hmotnosti 20 a 22 kDa, které 1ze dale rozlisit na inhibito-
ry proteas Kunitzova typu, inhibitory cysteinovych prote-
as, inhibitory aspartatovych proteas a inhibitor karboxy-
peptidasy’. Detailngjsi klasifikaéni systém déli hlizové
inhibitory proteas do sedmi t¥id dle jejich molekulové
hmotnosti, stavby molekuly, hodnoty isoelektrického bodu
a poctu sulfidickych mustkti v molekule, jak je uvedeno
v tabulce I (cit.”).

Schopnost inhibovat travici proteasy hmyzu piedurcu-
je tyto proteiny k insekticidnimu pisobeni. Pfesto inhibito-
ry proteas hliz bramboru jsou povazovany i za zasobni

Zakladni vlastnosti inhibitorti proteas hliz bramboru dle klasifika¢niho systému®

Skupina MW pl Klasifikace Inhibované enzymy
Bramborovy inhibitor proteas I 7,7-7,9 kDa pentametr pH 5,1-7,8  serinovy inhibitor  trypsin
(PI-1; Potato inhibitor I) 8 isoforem chymotrypsin
Bramborovy inhibitor proteas II 10,2 kDa pH 5,5-6,9  serinovy inhibitor  trypsin
(PI-2; Potato inhibitor II) dimer chymotrypsin

7 isoforem
Bramborovy cysteinovy 20,1-22,8 kDa pH 5,8-9,0 cysteinovy papain
inhibitor proteas (PCPI, Potato 6 inhibitort inhibitor trypsin
Cystein Protease Inhibitor) chymotrypsin
Bramborovy aspartatovy 19,9-22,0 kDa pH 6,2-8,7  aspartatovy cathepsin D
inhibitor proteas (PAPI, Potato 6 inhibitort inhibitor trypsin
Aspartyl Protease Inhibitor) chymotrypsin
Bramborovy inhibitor Kunitzova 20,2 kDa pH 8,0-9,0  serinovy inhibitor  trypsin
typu (PKPI, Potato Kunitz 2 inhibitory chymotrypsin
Protease Inhibitor)
Ostatni serinové inhibitory (OSPI, 21,0 a 21,8 kDa pH 7,5-8,8  serinovy inhibitor  trypsin
Other Serine Protease Inhibitor) 2 inhibitory chymotrypsin
Bramborovy karboxypeptidasovy 4,3 kDa pH metalloproteaso-  karboxypeptidasa A

inhibitor proteas (PCI, Potato
Carboxypeptidase Inhibitor)

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

3.2.2. Antimikrobialni viastnosti inhibitori proteas hliz
bramboru

Antimikrobialni aktivita inhibitorti proteas hliz bram-
boru byla doposud popsana pouze u n€kolika malo zastup-
cl. Hlizové inhibitory proteas Kunitzova typu patii
k nejvyznamnéjsi skupiné. Jak jiz bylo uvedeno, pii napa-
deni hliz patogenem P. infestans byla zjiSténa kumulace
inhibitorti Kunitzova typu s oznac¢enim PSPI-21, PSPI-22,
PCPI-23 a PKSI (cit.?®).

Inhibitor PSPI-21 je tvofen dvéma polypeptidovymi
fetézci o velikosti 16,5 a 4,5kDa a vykazuje inhibi¢ni
aktivitu vuci trypsinu, chymotrypsinu a elastase. Protein
PKSI je tvofen pouze jednim polypeptidovym fetézcem
o velikosti 21 kDa a je aktivni vii&i subtilisinu Carlsberg®.
Obdobné proteiny PSPI-22 a PCPI-23 jsou tvofeny jednim
polypeptidovym Fetézcem o hmotnosti 22 a 23 kDa (cit.?®).
Zatimco inhibitor PSPI-22 inhibuje trypsin a chymotry-
psin, PCPI-23 vykazuje aktivitu pouze vuc¢i papainu.
U inhibitort (PSPI-21, PSPI-22 a PKSI) byl zjistén pri-
kazny inhibi¢ni vliv na rtst hyf a kliceni zoospor patogena
P. infestans; inhibitory PSPI-21 a PKSI vykazovaly
in vitro inhibi¢ni G¢inky na rist mycelia a kli¢eni konidii
houby Fusarium culmorum® .

Ke skuping hlizovych inhibitori Kunitzova typu prav-
dépodobné nalezi také protein oznaceny jako AFP-J (Mr =
13,5 kDa; inhibice trypsinu, chymotrypsinu a pepsinu),
u které¢ho byla zjisténa silna aktivita vaci kvasinkam C.
albicans, Trichosporon beigelii a Saccharomyces cerevisi-
ae. Antifungalni aktivita nebyla u tohoto proteinu zazna-
menéna™’.

N-Koncova sekvence peptidu oznaceného jako Potide-G
naznacuje, ze i tento peptid patii do skupiny inhibitord
proteas Kunitzova typu. Jednd se maly peptid (Mr
5578,9 Da) s pozoruhodnou termostabilitou®’. Inhibiéni
aktivita byla popsana vii¢i trypsinu, chymotrypsinu a papai-
nu. Antimikrobidlni aktivita peptidu Potide-G zahrnuje bak-
teridlni (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, C. michiganensis subsp. michiganensis)
i houbové (C. albicans, R. solani) patogeny. U tohoto pep-
tidu se také predpoklada antivirovy Ucinek — Potide-G byl
izolovan zhliz odridy Golden valley, ktera se vyznacuje
vysokou mirou polni rezistence vii¢i viru Y (cit.”").
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Geny kodujici inhibitory proteas Kunitzova typu
v hlizdch bramboru se déli do tii homogennich tfit
s oznadenim A, B a C (cit.**). Antifungalni aktivita, kon-
krétné vii¢i houbovému patogenu Fusarium monniliforme,
byla zaznamenéana u homogenni skupiny A a B (cit.*®).

Inhibitor karboxypeptidasy (PCI) piedstavuje nejmen-
$i inhibitor proteas (4,3 kDa; 39 aminokyselinovych zbyt-
k@) hliz bramboru vykazujici vysokou miru termostabili-
ty>. U tohoto peptidu byla zjisténa silnd antifungalni akti-
vita vii¢i vyznamnym patogentim ryze Fusarium verticilli-
oides a Magnaporte oryzae a z tohoto divodu byl gen pci
vyuzit pro transgendzu ryze. Rostliny syntetizujici hlizovy
inhibitor karboxypeptidasy vykazovaly zvySenou rezisten-
ci vii¢i zminénym patogentim ryze i vii¢i hmyzim Sktd-
ctim Chilo suppressalis a Spodoptera littoralis™.

Ke skupiné inhibitorti proteas pravdépodobné patii
i skupina extracelularnich hlizovych proteinti o nizké mo-
lekulové hmotnosti, které popisuji Rymareva a spol.”.
Extracelurani protein ziskany z hliz odridy nachylné vaci
C. michiganensis subsp. sepedonicus obsahoval proteiny
o velikosti 13, 12 a 11 kDa; u odolné odridy byl zazname-
nan navic vyskyt proteind o velikosti 21,5 a 19,5 kDa.
Proteinovy extrakt odolné odriidy také vykazoval vyrazné
intenzivngj$i inhibicni aktivitu vacéi patogenu C. michi-
ganensis subsp. sepedonicus.

3.3. Antimikrobidlni potencial defensind a ostatnich
proteint

Rostlinné defensiny jsou variabilni skupinou malych
proteint/peptidi bohatych na cystein. Mechanismus ucin-
ku t&chto obrannych proteind neni zcela znam®. Defensiny
izolované zhliz bramboru jsou charakterizovany pouze
Castecné bez presné znalosti mechanismu jejich pasobeni.
Do skupiny bramborovych defensinti jsou fazeny proteiny/
peptidy Snakin-1 (StSN1), Snakin-2 (StSN2), pseudothio-
nin bramboru (StPth1) a defensiny DL1 a DL2 (cit.”).

3.3.1. Antimikrobialni aktivita a charakteristika defensinii

Bramborovy pseudothionin (StPth1) vykazuje antimi-
krobidlni aktivitu vic¢i vyznamnym bakteridlnim a houbo-
vym patogenum bramboru — mezi jinymi i viéi bakterial-
nim patogenum Pseudomonas solanacearum, C. michi-
ganensis subsp. sepedonicus a Pseudomonas syringe pv.
syringe a houbovym patogentim Fusarium solani, Coleto-
trichum coccoides a Botrytis cinerea®®. Struktura tohoto
defesinu s Mr 5kDa je tvofena 47 aminokyselinami.
U peptidu StPth1l nebyla zaznamenana inhibic¢ni aktivita
vUci trypsinu a stejné tak na rozdil od ,,pravych® thionind
neovliviiuje syntézu proteinit bunééné stény a aktivitu
B-glukoronidasy. Vysoka koncentrace tohoto defensinu
byla nalezena predevsim v kvétech, hlizach a listech bram-
boru. Peptid StPthl vykazuje aktivitu vici zavaznému
patogenu C. michiganensis subsp. sepedonicus. Navic byla
zjisténa schopnost peptidu zplsobovat agregaci lyposomtl,
coz naznacuje schopnost peptidu interagovat s membra-
novymi strukturami buiiky” .
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Dalsi vyznamnou skupinou bramborovych defensind
jsou peptidy oznaCované jako snakin-1 a snakin-2. U ba-
sického peptidu Snakin-1 (StSN1) byla prokdzana rozsahla
antimikrobialni  aktivita. Struktura peptidu obsahuje
63 aminokyselinovych zbytkti (mol. hmot. 6,9 kDa), z nichz
12 je cysteinovych a tvoii 6 sulfidickych mistkli. Gen
StSNI je vrostliné bramboru exprimovan konstitutivné
v riznych tkanich v pribéhu vyvoje rostliny. U tohoto
peptidu nebyla zjisténa indukce syntézy po oSetieni tkané
giberelinovou kyselinou ani v reakci na rtizné abiotické
a biotické stresory. Spektrum antimikrobialniho puisobeni
StSN1 je podobny jako u peptidu StSN2(cit.*®). P¥i trans-
formaci kulturnich brambor geny StSNI druhu Solanum
chacoense byla u transgennich linii zaznamenana zvysSena
rezistence vuci patogentim Pectobacterium corotovora
a R. solani®.

Snakin-2 (StSN2) je basicky peptid (pI = 9,16)
s molekulovou hmotnosti 7 kDa, jehoz struktura je tvofena
signalnim peptidem, kyselym peptidem (pI = 3,1) a nasled-
nou sekvenci 66 aminokyselinovych zbytkl. Struktura
peptidu obsahuje 12 cysteinovych zbytki a dle N-koncova
sekvence predstavuje tento peptid jednu ze tii podtiid sku-
piny snakin/GASA proteind. V prib&hu zivota rostliny je

Tabulka II
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StSN2 exprimovan v hlizach, stoncich, kvétech a listech.
Exprese gend StSN2 nebyla detegovana v kofenech
a stolonech a byla zjiSténa indukce syntézy v reakci na
mechanické posSkozeni a oSetteni tkdn¢ absicovou kyseli-
nou. Exprese genti StSN2 byla na lokalni Grovni zvySena
oSetfenim tkan¢ kompatibilni rasou patogena B. cinerea
asnizena po oSetfeni virulentni bakterii Ralstonia so-
lanacearum a Pectobacterium chrysanthemi. Snakin-2
vykazuje antimikrobialni aktivitu jiz pti velmi nizké kon-
centraci (ECso = 1-20 uM) vici rozsahlé skupiné houbo-
jsou uvedeny v tab. II. V soucasné dob¢ je peptid StSN2
povazovan za vyznamnou komponentu konstitutivniho
i indukovaného obranného systému bramboru®®.

Malo informaci je znamo o skupin€¢ bramborovych
defensinid s oznacenim DL1 a DL2 (angl. desintegrin-like).
Jedna se o skupinu peptidd, které mohou byt fylogeneticky
pfibuzni s proteiny hadich jed tzv. hadimi desintegranty
a sdileji s touto skupinou proteini nékteré z obecnych
vlastnosti’. Peptidy DL1 a DL2 byly izolovany z hliz
bramboru a u obou peptidi byla prokazana schopnost inhi-
bovat rlst bakterie C. michiganensis subsp. michiganensis.
U peptidu DL2 byla zjisténa schopnost agregovat lyposo-

Inhibice vybranych bakterialnich a houbovych organismt piisobenim snakini StSN1 a StSN2 a defensinu StPTHI1 izolo-

vanych z brambor*®

Patogen Inhibi¢ni aktivita proteinu (ECsq) * [uM]
StSN2 StSN1 STPTH1

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

Houby
Botrytis cinerea 0,8 1
Fusarium solani 2 0,2
Fusarium culmorum 2 NA
Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans 10 13 nt
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 20 13 nt
Plectosphaerella cucumerina 10 10 10
Colletotrichum graminicola 10 20 2
Colletotrichum lagenarium 10 10 nt
Bipolaris maydis 20 20 10
Aspergillus flavus 20 20 nt

*ECso— koncentrace G¢inné latky zptsobujici 50% inhibici cilového organismu; NA — peptid neaktivni pii koncentraci

<20 uM; nt — varianta nebyla testovana
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my, coz naznacuje schopnost tohoto peptidu interagovat
s bunéénymi membranami inhibovanych bakteridlnich
bunék; v ptipad¢ peptidu DL1 schopnost agregace lyposo-
mu zjisténa nebyla a mechanismus ucinku tohoto peptidu
zUstava neznamy.

3.3.2. Charakteristika ostatnich antimikrobidlnich
proteinii druhu S. tuberosum

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

Z listi bramboru byl izolovan protein oznaceny jako
AP, ktery vykazoval inhibi¢ni aktivitu vii¢i péti patova-
rum bakterialniho patogena R. solanacearum a houbovym
patogeniim Alternaria solani, R. solani. Molekulova hmot-
nost proteinu je 32 kDa a na zékladé analyzy cDNA byla
zjiSténa piitomnost 343 aminokyselin. Protein obsahuje C-
koncovou doménu, ktera ma schopnost vazby na ATP
a aminokyselinova sekvence N-konce proteinu vykazuje
58% podobnost s kyselou fosfatasou izolovanou z druhu
Mesorhizobium loti. Pfedpoklada se, ze funkce AP, protei-
nu ma souvislost s fosforylaci a energetickym metabolis-
mem rostliny®. Potencial zpohledu vyuZiti v genovém
inzenyrstvi ma bramborovy lektin, oznacovany jako Sola-
num tuberosum agglutinin (STA). Bramborovy lektin je
chimerickd, na chitin se véazajici bilkovina skladajici se
z lektinové a glykoproteinové domény bohaté na hydroxy-
prolin4'. Hmotnost bramborového lektinu v nativnim stavu
je 100 kDa, ptic¢emz hmotnost sacharidické slozky ptredsta-
vuje 50 % (w/w)*. Doposud byla popsana schopnost lekti-
nu inhibovat rast hyf a kli¢eni spor hub Trichoderma viri-
de a B. cinerea®.

Nedavno byla popsana antimikrobialni a proteolyticka
funkce rostlinnych aspartatovych proteas (APs)**. U druhu
S. tuberosum byly identifikovany tii aspartatové proteasy,
z nichZ jedna byla izolovana® z hliz (StAP1) a dvé& z lista
(StAP2 a StAP3). Purifikace a charakterizace byla prove-
dena u proteintt StAP1 a StAP3, které¢ oba maji extracelu-
larni lokalizaci a jsou syntetizovany indukované v reakci
na bioticky i abioticky stres. Zmifované proteiny pravde-
podobné sehravaji klicovou roli v obrané vici P. infestans,
nebot’ oba vykazuji velmi silny, inhibi¢ni €inek na kliceni
zoospor P. infestans a konidii druhu F. solani**. Podstatou
mechanismu ucinku proteinii StPA je pravdépodobné je-
jich schopnost interakce s povrchem spor a hyf zminova-
nych patogenil a nasledné zvyseni permeability bunécnych
membran®®. Molekulova hmotnost aspartitové proteasy
izolované z listd bramboru je 40 kDa; jedna se o mono-
merni glykoprotein s hodnotou optimalniho pH kolem 3,
ktery je inhibovan pepstatinem®. Vlastnosti aspartatové
proteasy izolované zhliz jsou podobné — molekulova
hmotnost glykoproteinu 40 kDa, monomerni struktura,
optimalni pH 4-5 a inhibice pepstatinem*’.
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4. Praktické aspekty vyuziti antimikrobialnich
proteind druhu S. tuberosum

Proteiny ¢i peptidy s antimikrobialni aktivitou maji
Siroké moznosti uplatnéni zahrnujici oblasti humanni
i veterinarni mediciny (1écba houbovych, kvasinkovych
a bakterialnich chorob, sterilizace nemocni¢niho a chirur-
gického materialu), potravinaisky primysl (napt. konzer-
vace potravin, produkce obalovych materialii nové genera-
ce) Ci oblasti zemédélskych biotechnologii pfi tvorbé no-
vych genotypi zemédélskych plodin se zvysenou rezisten-
ci viigi kli¢ovym patogentm'~.

Inhibitory proteas hliz bramboru patii k proteinové
zitl. Potencial uplatnéni inhibitord proteas hliz bramboru
pfi 16¢b& rtiznych onemocnéni bylo jiz difve shrnuto®.
Jako priklad lze uvést hlizovy inhibitor karboxypeptidasy,
ktery je dosud jediny znamy inhibitor lidského epidermal-
niho rustového faktoru (EGF). EGF spolu s receptorem
(EGFR) tvoii souéast n&kterych aspektdl vyvoje nadoru®.
Antikarcinogenni u¢inky byly taktéZz popsany u hlizovych
inhibitord PI-1 a PI-2 (cit.*).

Hlavni smér vyuziti antimikrobidlnich proteint hliz
bramboru lze spatfovat ve zvySovani rezistence zeméd¢l-
skych plodin prostfednictvim zeméd¢€lskych biotechnologii
nebo Slechtitelskych postupti — napt. Gispésné vyuziti gend
pci (geny inhibitoru karboxypeptidasy) pro tvorbu GMO
ryze se zvySenou odolnosti vici patogenim F. verticillio-
ides a M. oryzae®*. Potencial marker rezistence pro $lech-
téni druhu S. fuberosum ma fada popsanych proteind
s prokazanou antibakterialni ¢i antifungalni aktivitou —
napf. patatin izolovany zrezistentni odriidy vykazoval
vy§§i miru inhibice kliceni spor patogena P. infestans®;
extracelularni protein (pravdépodobné skupina inhibitori
proteas) izolovany z genotypu s prokazanou rezistenci vuci
bakteridlnimu patogenu C. michiganensis subsp. sepedo-
nicus obsahuje proteiny, které¢ u nachylnych odrtd naleze-
ny nebyly’’; protein Potide-G (inhibitor proteas Kunitzova
typu) byl dosud izolovan pouze z hliz odrudy Golden vall-
ey, ktera se vyznacuje vysokou mirou polni rezistence vici
viru Y (cit.*).

5. Zavér

Antimikrobidlni proteiny a peptidy kulturniho bram-
boru (Solanum tuberosum L.) byly dosud detegovany ve
veétsing ¢asti rostlinného téla, ale nejcastéji jsou izolovany
zhliz a listd. Jednd se o heterogenni skupinu proteint,
kterou Ize klasifikovat dle spolecnych biochemickych
vlastnosti do ¢tyt skupin. Prvni skupinou je komplex pata-
tinovych proteind, u nichz byla dosud popsana schopnost
inhibice klieni spor patogena P. infestans. Druhou skupi-
nou jsou inhibitory proteas, a to zejména inhibitory proteas
Kunitzova typu, u kterych byla popsana riiznorodé antifun-
galni 1 antibakterialni aktivita. Treti skupinou jsou tzv.
bramborové defensiny, jejichZ spole¢nym znakem je struk-
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tura malych peptidii bohatych na cystein. A konecné po-
sledni skupina zahrnuje proteiny vykazujici antimikrobidl-
ni aktivitu, které nelze ptifadit k zadné z predchozich sku-
pin, at’ jiz z diivodu neexistence podobnosti ¢i nedostatec-
nému mnozstvi informaci o téchto proteinech. Jedna se
napf. o AP, protein izolovany z listli nebo velmi perspek-
tivni skupinu aspartatovych proteas. Potencial vyuziti anti-
mikrobialnich proteinti druhu Solanum tuberosum je Siro-
ky, zahrnujici oblasti veterindrni a humanni mediciny
i uplatnéni v zemédelskych biotechnologiich pfi produkci
genotypl plodin se zvySenou rezistenci vicéi patogennim
organismiim.

Referat vznikl vrdmci feSeni projektu GACR
522/09/1693, GAJU 064/2010/Z a vyzkumného zdmeéru
MSM 6007665806.
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V. Bartova, J. Barta, A. Kamenova, A. Staiikova,
and V. Curn (Department of Plant Production and
Agroecology, Faculty of Agriculture, University of South
Bohemia, Ceské Budéjovice): Characteristics of Potato
Antimicrobial Proteins and Peptides and Their Appli-
cation Potential

The review is focused on antimicrobial proteins and
peptides isolated from cultivated potatoes (Solanum tu-
berosum L.). The heterogenous group of specific proteins
can be divided into four classes. The first is formed by
patatin proteins which inhibit zoospore germination of the
potato key pathogen Phytophtora infestans. The second
class involves protease inhibitors mainly of the Kunitz
type, which exhibit a wide range of antifungal and antibac-
terial activities. The third class contains potato defensins,
small cysteine-rich peptides that are active against patho-
gens such as Pseudomonas solanacearum, Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus and Pseudomonas sy-
ringe pv. syringe. The fourth class includes the antibacteri-
al proteins that could not be classified into any of the men-
tioned classes. The AP, protein isolated from potato leaves
or perspective aspartic proteases isolated from both potato
tubers and leaves belong to this class. The application po-
tentials of potato antimicrobial proteins and peptides are
utilized in agricultural biotechnologies for creating re-
sistant GMO genotypes of cultivated crops.



