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Souvislost obsahu prolinu v hlizach ve vztahu k vodou
stresovanym rostlinam bramboru (Solanum tuberosum L.)

Souhrn

Brambory jsou velmi dilezitou plodinou u nas i ve svété a to diky své nutriéni i
vyzivové hodnoté. Slouzi jako pfiloha k pokrmim, ale vyuzivaji se ve velké mife 1 jako
krmivo, v lihovarnictvi ¢i pfi vyrobé Skrobu. Pravé proto jsou brambory velmi oblibenou
péstovanou plodinou. Spotfeba brambor na jednoho obyvatele Evropy piesahuje 80 kg/rok a
z vice jak poloviny se na produkci brambor podileji rozvojové zemé. Piiblizné Ctyti desetiny
svétového povrchu zemé se nachazi v suchych a polosuchych zonach, kde je voda hlavnim
omezujicim faktorem produktivity rostlin. Brambory jsou velmi citlivé na sucho, protoze maji
kratky koten a pravé jeho délka vede k omezené schopnosti transportovat vodu. Soucasnym
problémem je ménici se klima, které vede k problémim s péstovanim brambor. Brambory,
které jsou vystavené biotickym a abiotickym stresiim, jako je zvySujici se teplota a sucho, pak
mohou podléhat oxidacnimu stresu, pii kterém se hromadi reaktivni druhy kysliku a ty poté
zpiisobuji zhorSenou funkci metabolismu lipidt, bilkovin a nukleovych kyselin. V nékterych
ptipadech mohou zpisobiti i smrt rostliny. Rostlina se brani stresu tak, ze kumuluje rtizné
osmolyty. Jednim takovym je i aminokyselina prolin, kterd ma antioxida¢ni vlastnosti a chrani
tedy rostlinu ptfed ucinky reaktivnich druhii kysliku. Pohlcuje volné radikély a ni¢i poskozeni
zpusobené témito radikaly. Prolin také poméahd v osmotické upraveé kvuli udrzeni bunécného
turgoru, coz usnadiuje rist rostliny béhem sucha, pomaha odolat buné¢né dehydrataci
zpusobené abiotickymi stresy a chrani bunééné struktury v ptipadé dehydratace.

Experimentalni ¢ast prace se vénuje vlivu obsahu prolinu v hlizdch brambor pfi stresu
ze sucha u ctyfech rtiznych odriid brambor a to Laura, Marabel, Milva a Valfi. Jako metoda
pro stanoveni prolinu a hydroxyprolinu byla pouzita LC-ESI-MS/MS a pro vyhodnoceni
program Statistica 12. Zjisténé hodnoty jsou zpracovany do tabulek a graft. U vSech c¢tyt
odrid byla naméfena nejvyssi primérnd koncentrace prolinu metodou péstovani za sucha s
hodnotou 3,236+1,818 mg/g DW. Nejvyssi obsah prolinu a hydroxyprolinu byl naméfen u
odridy Marabel a stresu ze sucha, kde se obsah prolinu pohyboval v rozmezi hodnot 5,871-
6,390 mg/g DW. Naopak vysledné koncentrace pro brambory premokiené byly u vSech odrad
velmi nizké nebo pod bodem detekce. Nejniz§i mnozstvi prolinu u stresu ze sucha bylo
naméieno u odridy Valfi, kde se obsah pohyboval v rozmezi hodnot 1,560-1,646 mg/g DW.
Déle se pomoci metody ANOVA zjistilo, Zze je statisticky vyznamny rozdil v akumulaci
prolinu a hydroxyprolinu u rostlin péstovanych za sucha a naopak rostliny pfemokiené tento
rozdil nevykazovaly. Z vysledki je tedy vidét, ze jednotlivé odridy reaguji na stres z vysuseni
odli$né&, coz se projevuje rozdilnymi obsahy prolinu a hydroxyprolinu.

Klicova slova: vodni stres, sucho, aspartat, reakce na stres



Linking proline content in tubers in relation to water
stressed potato plants (Solanum tuberosum L.)

Summary

Potatoes are a very important crop in the Czech Republic and abroad, thanks to their
nutritional value. It serve as a side dish, but it’s also widely used as feed, in distillery and in
the manufacture of starch. That is reason why potatoes are a very popular cultivated crop.
Potato consumption per capita in Europe exceeds 80 kg/year and developing countries
produce more than half of the world’s potato production. Approximately four-tenths of the
world’s surface is in dry and semi-dry zones where is water a major limiting factor in plant
productivity. Potatoes are very sensitive to drought because they have a short root, and it’s
length leads to a limited ability to transport water. The current problem is the changing
climate, which leads to problems with potato growing. Potatoes that are exposed to biotic and
abiotic stresses, such as rising temperatures and drought, then it can be subjected to oxidative
stress, which builds up reactive oxygen species, which in turn cause impaired lipid, protein
and nucleic acid metabolism, and in some cases can also cause plant death. The plant resists
stress by acumulating various osmolytes. One such is the amino acid proline, which has
antioxidant properties, thus protecting the plant from the effects of reactive oxygen species. It
absorbs free radicals and destroys the damage caused by these radicals. Proline also aids in
osmotic conditioning to maintain cell turgor, which facilitates plant growth during drought,
helps withstand cellular dehydration caused by abiotic stresses, and protects cellular structures
in case of dehydration.

The experimental part of the thesis deals with the influence of proline content in potato
tubers during drought stress in four different potato varieties, namely Laura, Marabel, Milva
and Valfi. LC-ESI-MS/MS was used as a method for proline and hydroxyproline
determination and Statistica 12 was used for evaluation. The obtained values are processed
into tables and graphs. For all four varieties, the highest average proline concentration during
the dry cultivation was 3,236+1,818 mg/g DW. The highest proline and hydroxyproline
content was measured for the Marabel variety and drought stress, where the proline content
ranged from 5,871-6,390 mg/g DW. In contrast, the resulting concentrations for waterlogged
potatoes were very low or bellow the detection point for all varieties. The lowest amount of
proline in drought stress was measured in the Valfi variety, where the content ranged from
1,560-1,646 mg/g DW. Furthermore, the ANOVA method found that there was a statistically
significant difference in the accumulation of proline and hydroxyproline in dry plant and,
conversely, waterlogged plants did not show this difference. The results show that the
individual varietes react differently to the stress of drying out, which is manifested in different
contents of proline and hydroxyproline.

Keywords: water stress, drought, aspartate, dry reaction
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1 Uvod

Brambory (Solanum tuberosum L.) jsou velmi dilezitou plodinou u nas i po celém
svété. Bramborové hlizy jsou vynikajicim zdkladnim jidlem a po kukufici, ryzi a pSenici

o 24

2019).

Brambory maji Siroké vyuziti pfi vyrobé Skrobu, jako krmivo pro zvifata Cci
v lihovarnictvi. Jsou zdrojem energie a obsahuji také mnoho cennych latek pro lidsky
organismus, a proto jsou nedilnou soucasti nasich jidelnicki (Vokal et al. 2013).

Z nutricniho hlediska predstavuji nejcennéjs$i zdroj hlizy brambor. Obsahuji hodné
polysacharidi, znichz je nejvice Skrobu, dale vldkninu, antioxidanty, dusikaté latky,
popeloviny 1 tuk (Vokal et al. 2013). Hlizy se daji konzumovat bud’ ¢erstvé nebo zpracované
ve formé hranolek ¢i bramburk, coz je dnes velmi popularni (Fukuda et al. 2019).

V dnesni dobé je velkym problémem meénici se klima a teplotni vykyvy spolu se
srazkami. Tyto enviromentalni zmény vedou ke stresovym reakcim rostlin, diky kterym se
pak mlze zménit chemické sloZeni plodin a tim 1 kvalita a vynos sklizenych produkti.
Brambory jsou kviili svému kratkému kotfenu velmi nachylné k deficitu vody, coz mize vést
k jejich nizsi produkci (Drapal et al. 2016).

Ptiblizné€ 6 % Uzemi svéta je ovlivnéno salinitou, zatimco asi 45 % zemé&délské plidy po
celém svété je vystaveno kontinudlnim nebo castym podminkdm sucha. Odhaduje se, Ze
zvyseny stres zpisobeny suchem vzroste aZ o 30 % do roku 2025 (Per et al. 2017).

Pokud u rostliny dojde ke stresu ze sucha, tak zacne kumulovat rtizné ochranné
mechanismy k potlaceni tohoto stresu. Jednou z téchto mechanismi je i aminokyselina prolin
majici ochranny Gc¢inek. Chrani bunky pied oxidacnim poSkozenim i dehydrataci (Hossian et
al. 2014).

V této praci jsem se vénovala stanoveni mnozstvi prolinu a urceni, zda je jeho obsah
v obdobi sucha prokazatelné odliSny oproti dostatecné zavlazovanym rostlinam.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cil prace:

1 Sestavit z literarni reSerSe zakladni popis brambor a jejich obsahovych latek a zjisténi, jak
na n¢ piisobi stres suchem.

2 Charakterizovat aminokyselinu prolin, jeho vyznam pro rostlinu v obdobi sucha, jeho
obsahy a zapojeni do biochemického metabolismu v tomto obdobi.

3 Stanovit mnozstvi prolinu v hlizach vybranych odriid brambor metodou kapalinové
chromatografie s hmotnostnim detektorem a elektrosprejovou ionizaci u rostlin, které byly
vystaveny vodnimu stresu a porovnat obsahy s optimaln¢ zavlazovanymi rostlinami.

Védecka hypotéza:

1 Obsah prolinu v hlizach brambor je projevem vodniho stresu.

2 Rostliny vystavené stresu suchem budou vykazovat vyssi obsahy prolinu.

3 Rostliny ptevlhcené budou také vykazovat zvySené obsahy prolinu v hlizach oproti
kontrole.

4 Odridy budou reagovat na vodni stres odlisné, coz se projevi odliSnymi obsahy prolinu.



3 Lilek brambor (Solanum tuberosum L.)

Brambory jsou nejlep$im potravinovym koncentratem na svété a zaroven levnym
zdrojem energie a nutri¢né vyznamnych latek. Cerpame z nich asi 14 % pokrmové energie.
Jsou bohaté na mineraly, vitaminy, bilkoviny a jsou téméf bez tuku (Cepl 2017).

Podle posledni zpravy Ufadu pro potraviny a lé¢iva (FAO), byla vroce 2014
odhadnuta celkova svétova produkce brambor na 381,682 tisic tun (Rodriguez-Pérez et al.
2018). Brambory se péstuji na 19 milionech ha a rocni produkce je kolem 325 miliond tun.
Rozvojové zemé produkuji vice nez polovinu celkové svétové produkce brambor
(Monneveux et al. 2013). Spotieba brambor na obyvatele je nejvyssi v Evrop¢ a presahuje 80
kg/rok. Prvni bramborové hlizy byly ptivezeny do Evropy z Jizni Ameriky na konci 16. stoleti
Spanélskymi prazkumniky (Eichhorn& Winterhalter 2005).

V Ceské republice patii brambory k oblibenému jidlu v mnoha podobach. Nejéasté&ji
jako pfilohy, a to vafené nebo jako kaSe a bramborové knedliky ¢i jako hlavni soucast
bramborového salatu. Dale dusené v malém mnozstvi vody, zapékané po oloupani a smazené
na tuku (hranolky, vinky, americké brambory se slupkou, lupinky, bramboriky). Soucasné
jsou brambory hodnotnym a vyvaZzenym zdrojem energie a nutriéné¢ vyznamnych latek.
Tepelnou upravou vsak jejich obsah klesa, coz lze castecné eliminovat vhodnou pfipravou,
jakou je napiiklad vatfeni v pafe, duSeni v malém mnozstvi vody a jiné. Dalsi ztratu
vyznamnych latek lze snizit konzumaci hliz se slupkou. Slupka brambor obsahuje vétSinu
bramborové vlakniny a tésné pod slupkou se nachazi mnoho dalSich vyzivové dilezitych
slozek, a to zejména vitamin C (Cepl 2017). Vyznamny je zde i §krob, ktery ma uplatnéni
v mnoha primyslovych odvétvich, jako je potravinarsky, textilni, papirensky a dalsi (Vokal et
al. 2000).

Brambory (Solanum tuberosum L.) patii mezi dvoud€lozné rostliny ¢eledi Solanaceae.
Rod Solanum obsahuje fadu potravinarskych druha véetné lilku (S. melongena), bramboru (S.
tuberosum) a rajcat (S. lycopersicum). Jedna se o rostlinu s bilymi kvéty se Zlutou tyCinkou, se
slabymi stonky stoupajicimi vzhlru. Maji asi 1 m na délku s dlouhymi zpefenymi listy a
vejCitymi letdky. Brambory se rozmnozuji vegetativné hlizami nebo generativné semeny.
Hliza vznikd pfeménou stonku. Je to zdufely konec oddenku (stolonu), jenz vzejde z
uzlabniho pupenu. Ma funkci zdsobniho orgénu rostliny (Donald&Barceloux 2009). Pii
nedostatku ptidni vlhkosti dojde ke sniZeni asimilacniho vykonu a tim i k niz§imu vynosu
hliz. V dtsledku ztraty vody se u rostlin zacnou uzavirat praduchy a rostlina hladovi (Vokal et
al. 2000).

3.1 Chemické slozeni hliz brambor

Podle odrady, terminu sklizn€ i délky a zplisobu skladovani obsahuji brambory asi 22
g susiny a 78 g vody. V susing jsou obsazeny zejména sacharidy (18,5 g), dusikaté latky (1,9
g) a tuky (0,1 g) (Cepl 2017).



V bunkach hliz se voda vyskytuje bud’ jako volna (vakuoly, bunécna S$tava,
transpirani voda) nebo vazand (kapilarni, inhibi¢ni, konstitu¢ni). Volna voda je hlavnim
podilem hlizové vody a je bunécnou stavou, ktera obsahuje zna¢ny podil rozpustné suSiny.
Mnozstvi vazané vody je proménlivy a je spojen s hydrataci bunéénych koloidii. Obsah suSiny
v hlizach je zavisly na odridé¢, fazi vyvoje hlizy, prubéhu povétrnostnich podminek a
péstitelské technologii (Vokal et al. 2013).

Sacharidy jsou zastoupeny ze 75 % Skrobem (15,4 g), coz je polysacharid, skladajici
se z amylazy a amylopektinu. Skrob ma zde dieteticky vyznam, protoZe je postupné
odbouravan az na glukosu. Jednoduchych cukri obsahuji bramborové hlizy nizké mnozstvi, a
to 0,8 g. Obsah vlakniny neboli nestravitelny polysacharid zahrnujici hemicelulosu, pektiny,
hexosany a pentosany, je i pes niz§i mnozstvi, které tu &ini 2,2 g vyznamny (Cepl 2017). V
puvodni hmoté hliz je 0,11 % rozpustného pektinu, 0,45 % nerozpustného pektinu a 0,17-3,48
% vlakniny (Vokal et al. 2013). V bramborach se také nachazeji redukujici cukry, které jsou
zapojené do neenzymatické reakce hnédnuti, znamé jako Maillardova reakce. Mnozstvi
redukujicich cukrl v bramborach v dob¢€ zpracovani zavisi na podminkach skladovani (Hertog
etal. 1997).

Hlavni zasobni latkou brambor je Skrob. Ten plni funkci sytici. Formy skrobu mohou
byt bud’ jako mélo piistupny pankreatické amylaze (Skrob lusténin), dale jako Skrob syrovych
brambor nebo jako rezistentni Skrob traven enzymy v zaludku a v tenkém stfeve. Rezistentni
Skrob ma ptiznivé ucinky jako vlaknina. Pfispiva k ochrané proti rakoving tlustého stfeva a
snizuje hladinu glukosy v krvi. Nejvice rezistentniho Skrobu je pifi vafeni a naslednému
zchlazeni brambor. Skrob je energetickym zdrojem potravin a ovliviiuje jejich texturu a
funk¢ni vlastnosti. Jako zahustovadlo a stabilizator se tedy pouziva tzv. modifikovany skrob,
ktery je schopny vazat vodu v potravinovych vyrobcich. Jedna se o termické, chemické nebo
biochemické produkty na bazi Skrobu, ve kterych byla upravena Skrobova zrna, nebo byly
vyuzity chemické reakce, kdy jsou v molekule Skrobu pfeménény pifitomné funkéni skupiny
(Vokal et al. 2013).

Frakce $krobu:

1. amylosa: je to polymer glukdzy, jedna se o linearni 1,4-a-D-glukan s malym poctem
dlouhych vétvi,

2. amylopektin: polymer glukosy, 1,6-a-D-glukan obsahujici vétve s vysokou hustotou
(Lemos et al. 2019).

Relativni pomér amyloézy k amylopektinu se znacné lisi, nejen mezi rGznymi druhy
rostlin, ale také v ramci jednoho druhu rostlinného organu. Pomér amylozy ovlivituje nékteré
vlastnosti, které jsou zvlasté uzitecné v potravinarském primyslu, jako je Zelatinizace,
rozpustnost, reologické vlastnosti a textura tésta. Tim je obsah amylézy dilezity parametr
kvality pro vyrobky na bazi Skrobu (Lemos et al. 2019).
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amylosa

amylopektin

Obrazek 1 amylosa a amylopektin
(http://www.studiumbiochemie.cz/prirodni_latky.html)

Dusikaté latky (hrubé bilkoviny), podle klasifikace dle molekulové hmotnosti,
obsahuji rovnocenny podil bilkovin a nebilkovinnych dusikatych latek. Bilkoviny hliz
brambor patii mezi nutriéné nejhodnotnéjsi bilkoviny rostlinného pivodu (Cepl 2017).
Hlizové bilkoviny ¢lenime do 3 hlavnich skupin dle jejich molekulové hmotnosti, a to na patatin,
na skupinu inhibitor proteas a na ostatni bilkoviny. Patatinové bilkoviny jsou povazovany za
hlavni zasobni bilkoviny hliz. Skupina inhibitora proteas ma v hlizach tlohu zasobnich bilkovin a
je soucasti obranného systému (Vokal et al. 2013). Nebilkovinné dusikaté latky Clenime na
volné aminokyseliny, amidy asparagin a glutamin, ostatni dusikaté latky a na anorganicky
dusik (Bartova et al. 2013).

Podil tuk je nejvice zastoupen ve slupce a velké mnozstvi v bramborach je
nenasycenych mastnych kyselin (kyselina linolovd, linoleova, palmitovd a stearova).
Brambory jsou také zdrojem mineralnich latek snejvys$s§im obsahem K, Mg, P a Fe a z
vitamind je to pfedev$im C, B1 a B6 (Vokal et al. 2013).

Brambory také obsahuji barviva v hlizach. Ty obarvuji duzinu a zvysuji podil latek s
antioxidacéni aktivitou. Anthokianiny jsou barviva zodpovédna za spektrum riiznych barev a
odstint jako je modra, fialova, ¢ervend a oranzova a také vykazuji mnoho biologickych aktivit
(Eichhorn&Winterhalter 2005).

Brambory jsou zaroven jednim z nejbohatSich zdroji antioxidantii v lidské vyzive.
Antioxidanty predstavuji obranny systém vuci ucinkim volnych radikali na lidsky
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organismus. Antioxidanty jsou molekuly, které reaguji s volnymi radikaly a ukoncuji tak
fetézovou reakci predtim, nez dojde k poSkozeni dilezitych bunék. Mezi antioxidanty, které
obsahuji hlizy brambor, patii zejména polyfenoly (L-tyroxin, kyselina chlorogenova a jeji
derivaty a kyselina kavova, anthokyany, tyrosin), karotenoidy (beta karoten, lutein a
zeaxanthin), tokoferoly (vit. E), L-askorbova kyselina a selen (Cepl 2017). Fenolické
slouceniny jsou dulezité pro adaptaci rostlin na prostfedi a Gizce souvisi s progresi nékolika
chronickych patologickych stavii véetné rakoviny, obezity nebo cukrovky (Rodriguez-Pérez
et al. 2018). Zajmavé je, Ze barevné hlizy vykazuji 2-3x vyssi antioxidacni potencial, protoze
dochézi k synergickému piisobeni mezi anthokyany a vitaminem C (Cepl 2017).

Hlizy brambor mohou obsahovat z hlediska lidské vyzivy i skodlivé latky. Jedna se
zejména o toxické glykoalkaloidy, pfedev§im pak a-solanin a a-chaconin. Glykoalkaloidy
jsou pftirodni rostlinné glykosidy, které obsahuji dusik ve steroidni struktufe (aglykon) a
sacharidovém postrannim fetézci v pozici 3-OH (Donald&Barceloux 2009). Hexacyklické
alkaloidni aglykony jsou odvozeny od cholesterolu. Jejich hladina je vSak sledovédna a pfii
standardnim zptsobu skladovani ve tm¢ by ke zvySeni obsahu (nad 200 mg/kg) nemélo dojit
(Cepl 2017). Obsah glykoalkaloidii se ve vétsing kultivarti brambor pohybuje mezi 3 az 10
mg na 100 g hliz. Hladiny glykoalkaloidii pfitomnych v brambordch mohou byt ovlivnény
cetnymi faktory, jako je typ kultivaru, sprava plodin a klimatické podminky (Bartova et al.
2013).

Tabulka 1 obsah vitamini v hlize bramboru (Cepl 2017)

Vitamin Obsah v hlize o Podil z denni
hmotnosti 100 g potieby v %

L-askorbova kys. (Vit. C) 20 mg 33

B1 thiamin 0,1 mg 5

B2 riboflavin 0,03 mg 2

B3 niacin 1,1 mg 6

B6 pyridoxin 0,2 mg 9

Kyselina listova 18 pg 5

Kyselina pantotenova 0,3 mg 3

Vitamin K 2,9 ug 4
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Tabulka 2 obsah prvki v hlize bramboru (Cepl 2017)

Prvek Obsah v hlize o hmotnosti Podil z denni potieby v
100 g %
Vapnik 10 1
Méd’ 0,1 7
Zelezo 0,5 4
Hor¢ik 22 5
Mangan 0,1 7
Fosfor 78 6
Draslik 450 15
Selen 0,5 1
Sodik 2 2
Zinek 0,5 2

Tabulka 3 varné typy brambor (Vokal et al. 2000).

Varny typ Konzistence Uziti

A pevna, nerozvariva, lojovita do salatt, jako ptiloha

B polopevna, polomoucna, pro ptipravu jidel v§eho druhu,
nerozvariva nebo slabé rozvaiiva | jako ptiloha

C me¢kka, moucna, sttedné rozvariva | predevsim pro piipravu tést a kasi
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3.2 Stres

Ptiblizné ¢tyti desetiny svétového povrchu zemé se nachdzi v suchych a polosuchych
zonach, kde je voda hlavnim omezujicim faktorem produktivity rostlin (Banik et al. 2016).
Vystaveni environmentdlnimu stresu vyvolava cetné fyziologické stresové reakce rostlin,
které pak mohou zménit své chemické slozeni, a tim i kvalitu sklizenych produktt. Abiotické
stresové faktory jako je sucho, teplo, salinita pidy, troposféricky ozon a piebytecné UV
zafeni zpusobuje vyznamné zemédélské ztraty vynost v disledku globalnich zmén. Globalni
nedostatek vody a zvySena salinizace zpusobuji zna¢né ztraty plodin sniZzenim pramérnych
vynost vétSiny hlavnich plodin o vice nez 50 % (Wang&Frei 2011).

Stres ze sucha je rostouci hrozbu pro rist a produktivitu rostlin a nejkritictéjsi hrozbou
pro zabezpeceni potravin ve svété (Banik et al. 2016). Vystaveni stresu vede k cetnym
fyziologickym zménam v plodinach, jako jsou napt zmény vymény fotosyntetického plynu a
asimilace, translokace, absorpce vody a evapotranspirace. Také to ma vliv na pfijem zivin, na
antioxidacéni reakce, programovanou bunécnou smrt, zmény genové exprese a na enzymovou
aktivitu (Wang&Frei 2011). Sucho stejné jako mnoho dalSich abiotickych stresi je problém u
spousty rostlin a mobilizuje sektory rostlinného mechanismu jako soucast odezvy na dany
stres. Nepiedvidatelnost povétrnostnich podminek, zejména v kritickych obdobich, jako je
vznik a tuberizace rostlin, mze ovlivnit vyvoj rostlin a vést k dramatickym ztratdm vynosu
(Drapal et al. 2016).

3.2.1 Abiotické faktory zpusobujici stres u rostlin

Vystaveni nizkym, ale nemrznoucim teplotdm vyvolava rozklad Skrobu, a tim dojde k
akumulaci cukrii (sachar6zy), takze brambory pak sladnou (Marangoni et al. 1996). Naopak
vysoké teploty vyvolavaji riizné reakce na tkanové, bunééné a subcelularni urovni. Jako prvni
reakci je zvySeni hojnosti proteinid tepelného Soku, které pomadhaji uréitym proteinim
udrzovat jejich nativni stav. Dale dochazi k zastaveni bunééného cyklu a riznym
posttranslacnim modifikacim proteinovych molekul (Colignon et al. 2019). DalSim
abiotickym stresem je vystaveni plodin ozénu. Ozén indikuje zrychlené starnuti listh kvili
poklesu syntézy enzymu ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa nasledované jeho
snizenym mnozstvim v rostliné (Eckardt&Pell 1995). UV zafeni ve vysoké koncentrci miize
zase zpusobovat inhibici fotosyntézy a také snizit aktivitu enzymu ribulosa-1,5-bisfosfat-
karboxylasa/oxygenasa, ktery je dilezity pro primarni fixaci uhliku (Hanelt et al. 2006).

Zaplavy a nadmérna vlhkost jsou podminky, které snizuji zeméd¢€lské vynosy rostlin ¢i
snizuji jejich rist (Youssef et al. 2019). Prvnim ucinkem podmaéaceni rostlin je snizeni obsahu
vody vrostlinach a produkce ATP, generovana zmeénou z aerobniho na anaerobni
metabolismus, coz zptsobi pokles rychlosti vSech metabolickych procesii v rostliné (Velasco
et al. 2019). Vodni zavlazovani obvykle zplsobuje anaerobni stav kvili omezeni Oz difuze do
pady, &imz se snizi fyziologicka aktivita rostlin (Xiao-Qingat et al. 2015). Uginky zamokieni
jsou slozité a 1i8i se v zavislosti na genotypu rostliny, podminkach prostfedi, fazi riistu a dobé
trvani zavlazovani. Nadmérné zamokteni zplisobuje nedostatek kysliku, ktery inhibuje
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kotenové dychani, rychlost fotosyntézy a asimilaci CO:. Prvni disledek poskozeni
zamokfenim je stomatalni uzavieni, které ma dopad nejen na vyménu plynu, ale i na snizeni
pasivniho piijmu vody. SniZi se tak ptiliv CO2 vstupujici do listu a také se sniZuje transpirace,
coz vede k vadnuti listl, jakoZ i sniZeny obsah chlorofylu, coZ mé za nasledek niz§i akumulaci
susiny (Lixin et al. 2019).

N 24

nedostate¢né mnozstvi kysliku, diky jeho redukované difuzi v roztoku. Dochazi ke sniZzeni
fotosyntetické kapacity a rychlosti transpirace kvili hypoxii v kofenech rostlin. Praveé
kotenové buiiky jsou prvni, které reaguji na hypoxii vyvolanou zaplavami (Youssef et al.
2019). Zamokieni je pomérné casté po silnych destich, zejména v pid¢ se Spatnymi
drenaZznimi vlastnostmi. RozpusStény O: je rychle sniZzen na uroven, kterd jiZz nepodporuje
normdlni kofenové dychani a nasleduje hypoxicky stres. To pak vede k metabolickym
zméndm, které rostliné umoznuji tolerovat tento stres (Vitor&Sodek 2019).

Pokud je vSak potlaceno aerobni dychéni, pak se zvySuje koncentrace
malondialdehydu a lipoperoxida¢niho produktu bunéénych membran, coz vede k poskozeni
struktury funkce membrany, a to prispivd k produkci reaktivnich druht kysliku (ROS).
Rovnovaha mezi vznikem ROS a jeho odstranénim je velmi dtlezitd pro preziti rostlin pfi
stresu ze zamokieni. Celkove hraje vznik ROS zasadni roli pii schopnosti rostlin bojovat proti
nepfiznivym u¢inkim a reagovat na biotické stresy. Rostliny jsou schopny si poméahat
enzymatickymi a neenzymatickymi mechanismy, které dokaZou zachytit prebytek ROS, a tim
zmirnit stres zplUsobeny zamokifenim. Mezi hlavni antioxidaéni enzymy patii
superoxiddismutasa, glutathionreduktasa, peroxidasa, katalasa a askorbatperoxidasa. Cinnosti
antioxidacnich enzymu v reakci na zamokieni se mezi jednotlivymi druhy 1isi (Luting et al.
2019). Vmnoha rostlinach se pii stresu z pfemokfeni zvySuje syntézu molekul, jako je prolin,
ktery chrani pted poskozenim zplisobeném oxidanim stresem (Velasco et al. 2019).

Dlouhodobéa expozice nizkého mnozstvi kysliku mize ohrozit funkci rostlin a zménit
chovani kotfenového systému. Tyto kofeny vykazuji zpomujici rist ¢i se dokonce rist mize i
zastavit, a to pak negativné dopadéd na celkovou vykonnost rostliny. Béhem hypoxie vznika
oxid dusnaty (NO), ktery prostfednictvim dusi¢nanové reduktasy ovliviiuje chovani a
strukturu kofenid. Fytoglobiny, coz jsou rostlinné proteiny obsahujici hem, jsou schopny
vychytavat NO za stresovych podminek a zprostiedkovat toleranci v obdobi zaplav (Youssef
et al. 2019).

3.2.2 Stres ze sucha

Stres ze sucha je povaZovan za jeden z nejvaznéjSich abiotickych strest, a to diky
Skodlivym u¢inkiim na produktivitu plodin (Tanveer et al. 2018). Snizeni dostupnosti vody u
rostlin vede ke zménam koncentraci mnoha metabolitii, nasledované narusenim metabolismu
kyselin a sacharidl (La et al. 2018). Tento stres také ovliviiuje retenci vody v rostlindch u
bun¢k, tkani a organl, coz zpusobuje jak specifické, tak nespecifické reakce indukujici
adaptivni odpovédi (Cvikrova et al. 2013).
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Negativni u¢inky sucha na rostlinu

e ztrata turgoru, rychlost asimilace uhliku, vyména listového plynu, zvySena oxidativni
poskozeni, naruseni absorpce iontti (Tanveer et al. 2018),

e snizeni velikosti listli, zména rychlosti bunééné expanze a délent,

e zmeéna absorpce vody, kterd ovliviiuje vodni potencial, prodluzovéni kotfenti a stonk,

e nerovnovaha zivin, kterd dale omezuje produktivitu plodin,

¢ snizeni rychlosti kli¢eni, zména vysky rostliny, snizeni biomasy, zvySeni poméru
koten/vyhonek,

o fyziologické vlastnosti jako napf. sniZzeni fotosyntézy, sniZeni transpirace, stomatalni
vodivosti a kutikularniho vosku, snizeni obsahu relativni vody, obsahu chlorofylu a
stability membrany (Anupama et al. 2018),

¢ inhibice nebo redukce fyziologickych procest a metabolismu rostlin v dasledku
absence nebo nedostate¢né dostupnosti vody,

e toxicita rostlin, a tim zhorSend enzymova aktivita, dochazi k blednuti rostlin, k vadnuti
listt, a nakonec ke smrti rostlin (Khan et al. 2019).

Diilezitymi rysy stresu ze sucha je snizena absorpce vody, vyssi rychlost transpirace,
uzavieni stomat a nadmérnd produkce reaktivnich druht kysliku. To pak vede k poSkozeni
bunék a k jejich zvysSené teploté, k ukladani bilkovin a jejich denaturaci. Sucho ale také
zvySuje mnozstvi nékterych metabolitli, jako je prolin, trimethylglycin, rozpustné sacharidy
nebo gama-aminobutyrikova kyselina (Khan et al. 2019).

Reakce rostlin na stres zavisi na nékolika faktorech

na mife zavaznosti a dob¢ setrvani stresu,
na rastové fazi rostliny,

na genetickych vlastnostech rostliny,

na faktorech prosttedi (Tanveer et al. 2018).

=

Rostliny se vyrovndvaji se suchem aktivaci obrannych mechanismu. Patfi mezi né
stomatélni uzavieni, které sniZzuje rychlost transpirace a fotosyntézy, syntéza novych proteinli
a akumulace osmolytl, jakymi je naptiklad prolin. Interakce rostlin s prostiedim jsou
dehydratace je kyselina abscisova. Tato kyselina zprostfedkovava jak rychlé reakce zalozené
na modulaci aktivity iontovych kanald, tak také indukci stomatalniho uzavieni a pomalejsi
metabolické zmény, které se shoduji s aktivaci obrannych cest. Expozice rostlin vliviim
prostiedi, jako je teplo a sucho zplisobuje tvorbu ROS. Zda se, Ze vysoka trovenn ROS funguje
jako signal a spousti ochranné reakce. Jsou vSak také potencidlné Skodlivé pro vSechny
bunééné slozky a negativné ovliviiuji bunééné metabolické procesy. Za ucelem udrzeni
redoxni homeostazy, rostlinné buniky reaguji na zvySené hladiny ROS zvySenim exprese a
aktivity enzymil zachycujicich ROS a pomoci zvySeni produkce lipofilnich a hydrofilnich
zachycovacich molekul. Osmotické nastaveni rostlin je mechanismus pro udrzovani vody v
rostlinnych bunkach béhem obdobi nedostatku vody. To zahrnuje akumulaci fady osmoticky
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aktivnich molekul iontd, jako jsou rozpustné cukry, cukerné alkoholy, prolin, organické
kyseliny, ionty véapniku, drasliku a chloridu v buiice. Dalsi skupinou osmoticky aktivnich
latek, kterd je dilezitd pfi toleranci sucha, jsou polyaminy. Ty hraji roli v osmotické uprave,
udrzovani stability membrany a v zachycovani volnych radikali (Cvikrova et al. 2013).

Se stresem ze sucha je Gzce spojen 1 stres ze salinity. Salinita se povaZuje za trvalou
hrozbu pro rostliny, protoze piiblizné 20 % zemédé€lskych plodin a 33 % zavlazovanych
plodin na celém svété trpi jejim zvySenym mnozstvim. Ve vyprahlych a polosuchych
oblastech je salinizace pidy zplsobena né€kolika faktory, jako je naptiklad nedostatek
zavlazovani vodou se Spatnym hospodafenim a odvodnénim, vysoka teplota odpatovani
vyvolana horkym podnebim s nizkymi srdzkami a rast rostlin v blizkosti mote. Salinita
snizuje schopnost rostliny tézit zvody a zplisobuje sniZzeni rastu a produkce inhibici
metabolismu rostlin. Salinita pldy také snizuje dostupnost vody pro rostlinu, coz vede k
nedostatku vody a nerovnovéze zivin. Nevyvazenost Zivin je zplsobena snizenym piijmem
uziteénych zivin a zvySenym piijmem specifickych toxickych ionti Na™ a CI, které rostliny
stresuji. Akumulace soli v apoplastu listi az do toxické urovné vede ke ztrat€¢ turgoru a
dehydrataci a zpusobuje poskozeni listovych bun¢k (Rady et al. 2019). Stres ze salinity
snizuje vodni potencidl, snizuje asimilaci CO2, narusuje metabolismus rostlin a zptsobuje
toxicitu iontli vedouci k oxida¢nimu stresu. Absorpce vody z pudy je inhibovana v disledku
osmotického napéti vyvolaného solnym napétim a iontovou nerovnovahou, ke které dochazi v
disledku vyssi koncentrace toxickych soli. Pti zaté¢Zovych podminkéach poskozuji ROS ¢asti
rostlin vedouci k bunécné smrti. Rostliny pod tlakem spotfebovavaji obrovské mnozstvi
enzymatickych a neenzymatickych antioxidantii k pfekondni poskozeni zplisobeného stresem
(Tahir et al. 2019).

Pozitivné pisobici latky pri stresu suchem

Postupem pro zmirnéni neptiznivych ucinka stresu ze sucha mize byt naptiklad
aplikace hormonti. Brassinolidy jsou novou tfidou fytohormoni, které hraji dalezitou roli v
rustu a vyvoji rostlin. Aktivnim vedlejSim produktem je 24-epibrassinolid, a ten je schopen
stimulovat rizné rostlinné metabolické procesy, jako fotosyntézu nebo biosyntézu proteind a
nukleovych kyselin (Tanveer et al. 2018).

Jako ochranu proti stresu uvoliuji rostliny signalni molekuly, které iniciuji kaskadu
stres-adaptivnich odpovédi vedoucich k naprogramované bunécné smrti nebo aklimatizaci
rostlin. NO je mal4, ale dalezita redoxni signalni molekula, kterd je zapojena do riznorodého
rozsahu fyziologickych procest véetné kliceni, vyvoje, kveteni, procesu starnuti a abiotického
stresu. V jejich pfirozeném ekosystému jsou rostliny obvykle pod tlakem kvili rliznym
biotickym faktorim (patogeny jako jsou bakterie, houby a viry) a abiotickym faktorim
(zivotni prostfedi jako je sucho, stl, povodné, teplo, chlad a kovy), které mohou ovlivnit
normdlni rist, vyvoj a vytézek rostlin. Rostliny typicky reaguji na abioticky stres produkci
ROS. NO je redoxni, plynny, vysoce reaktivni forma dusiku produkovana v zivych bunkach
béhem biotického a abiotického stresu. Pokud se koncentrace ROS stane toxickou pro
rostlinu, pak mize NO pisobit jako detoxikator a minimalizovat jakékoliv Skodlivé tcinky.
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NO také hraje roli v dychacim fetézci elektronové transportni cesty v mitochondriich, kde
moduluje ROS, ¢imz aktivuje obranné mechanismy prostfednictvim zvySené produkce
antioxidantd v rostlinach vystavenych rtiznému abiotickému napéti. Navic exogenni
zasobovani NO vede k aktivaci antioxida¢nich enzymi, zejména superoxiddismutasy a
omezuje superoxidovy anion, lipidovy Oz a organické radikaly (Nabi et al. 2019).

Kfemik ma pfiznivé G¢inky na ochranu rostlin pied abiotickym a biotickym stresem,
jako je snizeni ztraty transpirace a stimulace fotosyntézy (Anupama et al. 2018).

Malondialdehyd, ptirodni reaktivni druh, mize také piisobit jako biomarker pro stres,
protoze je sekundarnim koneénym produktem peroxidace lipidii, ktera obecné¢ probihd v
pritomnosti volnéhych radikalti generovanych v rostlinach za stresovych podminek (Anupama
et al. 2018).

Stres ze sucha u brambor

Teplota je jednim z dominantnich faktori, které maji vyznamny vliv na rist a vyvoj
brambor (Nurmanov et al. 2018). Brambory pravidelné trpi pfechodnym nedostatkem vody ve
vétsingé destivych péstitelskych oblastech v disledku kolisani srazek nebo nedostate¢nym
technikam zavlazovani (Monneveux et al. 2013). Pro brambory je optimalni teplota kolem 21-
24 °C. Brambory jsou velmi citlivé na zmény teploty, takze nad 30 °C klesa riistova rychlost a
nad 40 °C odumiraji hlizy (Vokal at al. 2000). V piipadé hliz je optimalni teplota kliceni 7-80
°C a pro tvorbu hliz by piida méla mit teplotu 16—18 °C. ZvySena teplota (nad 25 °C) zpiisobi,
ze se stonky a bocni vétve zanou prodluzovat, listové Cepele zuzovat, hladina chlorofylu v
listech poklesne a kvéty odpadnou (Nurmanov et al. 2018). Vadnuti listii je nejviditelnéjsi
odpovédi na stres suchem (Banik et al. 2016). Dlouhé vystaveni nizké teploté (—1 az 2 °C)
béhem tvorby hliz zptlisobi, ze stonky z¢ernaji a odumiou, coz neni dobré pro produktivitu.
Brambory jsou narocné na vlhkost pudy. Piiznivé vlhkostni podminky, které jsou vice nez
65—70 % v obdobi od vysadby do kliceni, 75-85 % bchem kveteni a 60—-65 %, kdyZ vrchol
zac¢ina vadnout (Nurmanov et al. 2018). Brambory jsou také velmi citlivé na sucho, protoze
maji kratky koten, a pravé jeho délka vede k omezené schopnosti transportovat vodu. Sucho
sniZuje rust rostlin, zkracuje ristovy cyklus a sniZuje pocet a velikost hliz. Omezené mnozZstvi
vody u rostlin snizuje rust listd, index plochy listl, pokryti zemé, rychlost fotosyntézy na
jednotku plochy listu a index sklizn€. Sucho také snizuje aktivitu nitratreduktasy a nasledné
ovlivituje absorpci dusiku (Monneveux et al. 2013). Tvorba stolonu a tuberizace jsou
nejcitlivejsi faze pii stresu ze sucha. Reakce brambor na sucho se u rtiznych kultivari 1isi a
také se liSi v rozsahu a nacasovani nedostatku vody (Banik et al. 2016).

Velikost u¢inku sucha na produkci brambor zavisi na
e fenologickém nacasovani,

e délce trvani sucha,
e zéivaznosti stresu (Monneveux et al. 2013).

18



Flint (1992) poznamenava, ze mira rustu a vyvoje brambor zavisi na Zzivotnim
prostiedi. Hlizy brambor jsou velmi citlivé na vodni stres. Brambory maji mélky, fidky
kotenovy systém a asi 85 % kofenl se nachdzeji v hornich 30 cm pidy. Nedostatek vody v
jakékoli fazi rGstu mize zplisobit sniZzeni vynosu a kvality hliz brambor (Nurmanov et al.
2018).

Nedostatek vody je mozné sledovat v listech, coz je energeticky produkéni orgdn
rostlin. Spole¢nou odezvou v listech v obdobi nedostatku vody je snizeni jejich stomatalni
vodivosti, a tim udrzeni vodni bilance rostliny. Pii dlouhodobém snizeni vody je ovlivnén
bunécny turgor. Osmoticky potencidl buiiky je tedy snizen akumulaci osmolyti jako jsou
aminokyseliny, cukry a polyoly uvniti bunky. Vedlej$im ucinkem stomatalniho uzavieni je
snizeni fotosyntézy v diisledku omezenych intracelularnich hladin CO2. To v disledku vede k
niz$i fixaci uhliku a snizenému déleni asimilatii ovliviiujicich hlizu (Drapal et al. 2016).

Ditlezita je zde rostlinna mineralni vyziva, coz je biologicky proces nezbytny pro
zdravi a produktivitu rostliny. Hlavnim zdrojem potravy pro rostliny jsou hnojiva. Optimalni
vyziva dusikem pfispiva k rychlé tvorb& vegetativni ¢ésti, intenzivni fotosyntéze a umoziuje
lepsi vyuziti ptdni vlhkosti béhem riistu plodin. Nedostatek dusiku ma za nasledek Spatny
vyvoj brambor — listy zesvétlaji, takze vytézek a obsah Skrobu v hlizach klesa. Prebytek
jednostranné dusikaté vyzivy je také nezadouci, protoze zplisobuje nadmérny rust vrchold a
kontrastuje se zpozdénym rastem hliz. Diky tomu se zvysi vegeta¢ni obdobi a rostlina bude
méné odolna vici nepiiznivym podminkam (Nurmanov et al. 2018).

3.2.3 Reaktivni druhy kysliku

Reaktivni druhy kysliku vznikaji v rostlindich béhem bunééného metabolismu.
Extrémni podminky prostiedi, jako je sucho, slanost nebo zéplavy mohou vést ke zvySené
urovni téchto ROS v rostlinach, které¢ pak zptsobuji zhorSenou funkci metabolismu lipida,
bilkovin a nukleovych kyselin, a nakonec smrt rostliny (Kapoor et al. 2019). Nedostatek vody
muze u rostlin zpisobit oxidativni poSkozeni bun¢k (Drapal et al. 2016). Oxidacni stres
rostlin zpusobeny biotickym a abiotickym stresem (pfedev§im suchem) zplisobuje tvorbu
reaktivnich druht kysliku v chloroplastech a mitochondriich (Azmat&Moin 2019). Syntéza
ROS také méni buné¢nou redoxni homeostazu a nadprodukce ROS muze poskodit buiiky a
vést k nekroze napftic rostlinnymi druhy (Nabi et al. 2019).

Jedna se o
e singletovy kyslik (Oz2),
e superoxidové aniontové radikaly (Oz2),
e hydroxylové radikaly (OH),
e peroxid vodiku (H202) (Singh et al. 2019).

VSechny ctyfi zakladni formy ROS maji specificky polocas a schopnost oxidovat
bunécné slozky. Na rozdil od atmosférického kysliku, ROS, zejména OH’, a O2 jsou
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katalyticky velmi aktivni. V zavislosti na bunééné koncentraci maji ROS dvoji roli ve
stresovém prostfedi. (Azmat&Moin 2019). Vysoké hladiny ROS zplisobuji oxidacni
poskozeni nukleovych kyselin, lipidi, proteinii a kofaktorGi potfebné pro enzymatickou
aktivitu. Tyto cytotoxické vlastnosti ROS pak vedou k vyvoji a mechanismu detoxikace v
rostlinach, ur€ené k udrzovani bunééné homeostazy (Singh et al. 2019).

Stresované rostliny pfijimaji obranu neboli mechanismy, pro jejich ochranu proti
Skodlivym u¢inkiim ROS. Tato obrana zahrnuje neenzymatické systémy (napt. Glutathiony,
a-tokoferoly, karotenoidy a flavonoidy) a enzymatické systémy (napf. superoxiddismutasa,
glutathionperoxidasa a glutathionreduktasa) (Xiao et al. 2019). Neenzymatické zdroje vzniku
ROS zahrnuji mitochondrialni elektronovy transport slozek fetézce a enzymatické zdroje
zahrnuji xantinoxidasu a NADPH oxidasu (Luting et al. 2019). Udrzba bun&éného turgoru
osmotickou upravou je dulezitd pro udrzeni vodniho potencidlu v rostlinach (Xiao et al.
2019). Antioxidacni enzymové aktivity jako superoxiddismutasa a katalasa generované v
reakci na stres ze sucha slouZi k vychytavani ROS prostfednictvim degradace na kyslik,
peroxid vodiku a vodu. V nich obvykle hraji roli vysoké hladiny antioxidanti s lepsi toleranci
a odolnosti proti oxida¢nimu poskozeni (Azmat&Moin 2019).

3.3 Prolin a hydroxyprolin

3.3.1 Charakteristika prolinu

Jedna se o aminokyselinu, u které se postranni fetézec vaze k hlavnimu fetézci za
vzniku pyrrolidinového kruhu (Fujisawa et al. 2018). Tvofi proteiny a je Siroce distribuovan v
mikrobech, zvifatech a rostlinach. V rostlinach ptsobi prolin jako osmolyt, antioxidant,
chelator kovu a signadlni molekula za rtiznych stresovych podminek (Suekawa et al. 2019).
Osmolyty jsou kompatibilni roztoky, které se rychle hromadi v reakci na abioticky stres bez
zasahu do jinych biochemickych reakci v rostlinach (Xiao et al. 2019). Prolin je aktivné

syntetizovan a vysoce akumulovan pfi stresu ze sucha a za vysoké salinity (Suekawa et al.
2019).

Obrazek 2 prolin
Prolin hraje dilezitou roli v rostlindch proti Skodlivym u¢inkim ROS. Jedna se o

aminokyselinu, kterd brani rostlinu béhem dehydratace a bunécnych osmotickych uprav
(Azmat&Moin 2019).
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ZvySena hladina prolinu v rostlinach pri stresu ze sucha vznika v diisledku
e zvySeni biosyntézy prolinu,
e poklesu v syntéze spotieby bilkovin nebo spotieby prolinu,
e snizeni degradace prolinu a hydrolyzy proteinti (Azmat&Moin 2019).

Prolin také pomaha v osmotické upravé kvili udrzeni bunécného turgoru, coz
usnadiiuje rozSifeni a rist rostliny béhem sucha. Pfi stresu suchem plsobi prolin jako
pohlcova¢ volnych radikall a ni¢i poSkozeni zplisobené témito radikaly (Azmat&Moin 2019).

Akumulace ROS a prolinu je obecné povazovéna jako projev stresové reakce. ROS
jsou produkovany metabolickou cestou v disledku neuplné redukce kysliku. Syntéza prolinu
katalyzovana pyrrolin-5-karboxylatsyntetasou (P5CS) a pyrrolin-5-karboxylatreduktasou
(P5CR) je mechanismus regenerace NADP™ v chloroplastech. Zabrafiuje tak produkci ROS a
podili se na modulaci jak vyvijeni ROS, tak zachycovéni iontli. Vyznamnou roli v syntéze
ROS a prolinu hraji fytohormony (La et al. 2018).

Akumulace prolinu mize byt rozhodujici soucasti obecné adaptace na zivotni prostiedi
a je dana predevsim stimulaci biosyntézy prolinu ve stresovanych rostlinach. U rostlin vznika
prolin biosyntasa nejen z glutamatové drahy, ale také z ornitinové drahy. Al-pyrrolin-5-
karboxylatsynthetasa (P5CS) a ornithin-6-aminotransferasa (6-OAT) jsou klicové enzymy,
které se ucastni drahy glutamatu. Akumulace prolinu také zavisi na jeho degradaci, ktera je
katalyzovana prolin dehydrogenasou (ProDH) (Xiao-Qingat al. 2015).

Funkce prolinu

e osmotické pfizplisobeni a to tak, ze zvySuje schopnost rostliny odolat bunééné
dehydrataci zptisobené abiotickymi stresy,

e ochrana buné¢né struktury béhem dehydratace. Degradace prolinu je rozhodujici pro
tlumeni redoxniho potencialu v bunéénych organelach (cytosol, plastidy), protoze
syntéza prolinu vytvaii NADP*, zatimco oxidace prolinu produkuje NADPH. Proto je
prolin dulezity pfi toleranci stresu zlepSenim posunu redoxniho potencidlu doplnénim
o NADP",

e zvySena rychlost biosyntézy prolinu v chloroplastech béhem stresu pomah4 udrzet
nizké poméry NADPH/NADP", stabilizuje redoxni rovnovéahu a snizuje fotoinhibici,

e skladovani a pieprava redukénich latek. Dilezitost je pii pfenosu energie a pfi
snizovani potencialu,

o také ovliviluje proliferaci bunék a bunécnou smrt a vyvolava expresi genu nezbytnou
pro obnovu rostlin pfed stresem a rust a rozvoj rostlin,

e chrani rostlinné bunky pied oxida¢nim poskozenim piimym vylu¢ovanim ROS,

e je také prekurzorem pro jiné antioxida¢ni molekuly,
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e slouzi jako chelata¢ni ¢inidlo. ROS mohou rychle oxidovat DNA, proteiny a lipidy,
coz v hor§im ptipad¢ muze vést k indukci autokatalytické lipidové peroxidaci.
Oxidac¢ni poskozeni téchto makromolekul mize zptsobit poskozeni membrany a
dysfunkci, ztratu enzymovych aktivit a praskliny DNA,

¢ inhibuje bunécnou smrt podobnou apoptoéze (Hossian et al. 2014).
Biochemie prolinu

Prolinovéd katabolickda draha tvofena glutamatem umoziiuje organismim vyuzivat
prolin jako zdroj uhliku, dusiku a jako energeticky zdroj. FAD dependentni prolin
dehydrogenasa (PRODH) a NAD" dependentni glutamat semialdehyddehydrogenasa
(GSALD) pfeménuji prolin na glutamat ve dvou postupnych oxida¢nich krocich. Flavoenzym
prolinova dehydrogenasa katalyzuje 2-elektronovou oxidaci prolinu se soucasnym snizenim
flavinového kofaktoru (FAD). Tato reakce je spojena s redukci druhého substratu
nachazejiciho se v membrané (napf. ubichinon), ktery naopak reoxiduje redukovany flavin,
coz umoznuje dalsi kolo katalyzy. Produkt flavoenzymé prolinové dehydrogenasové reakce,
Al-pyrrolin-5-karboxylat se podrobi neenzymatické hydrolyze na acyklicky L-glutamat-y-
semialdehyd. Nakonec je L-glutamat-y-semialdehyd pfeveden na glutamat L-glutamat-y-
semialdehyddehydrogenasou ptes NAD" (Liu et al. 2017).

1. Glutamatova cesta

Jako prekurzor se pouziva glutamat. VyZzaduje 2 enzymy, a to Al-pyrrolin-5-
karboxylatsyntetasu (P5CS) a Al-pyrrolin-5-karboxylatreduktasu (PSCR). Prvni P5CS
fosforyluje a redukuje glutamat na glutamat-semialdehyd (GSA), ktery je spontanné
pieménén na pyrrolin-5-karboxylat (PSC) a nasledné enzym P5CR pfeméni PSC na prolin
(Hossian et al. 2014). Za osmotickych stresovych podminek pfevazuje glutamatova dréha
(Kahlaouli et al. 2015).

2. Ornitinova cesta

Jako prekurzor se pouziva ornitin. Tato cesta prochazi pfes enzym ornithin-5-
aminotransferasu (5-OAT). Akumulace prolinu pies tuto cestu je dulezitda v obdobi ristu
semenacku. Prolin se akumuluje v cytosolu nebo chloroplastu, ale degradace prolinu (oxidace
prolinu na glutamat) probiha v mitochondriich prostiednictvim enzymu. Jako prvni enzym
prolindehydrogenasa (PRODH) pieméni prolin na pyrrolin-5-karboxylat (P5C) a enzym
pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa (PSCDH) méni P5C na glutamat (Hossian et al. 2014).

Dtlezitym enzymem u vysSich rostlin je glutamin syntetasa (GS), ten se podili na
reasimilaci NH4". Také se podili na asimilaci anorganického dusiku do organické formy a
katalyzuje kondenzaci zavislou na ATP a NH4 s glutamatem za vzniku glutaminu, ktery pak
poskytuje dusikatou skupinu. Glutaminsyntetasa se v rostlinach vyskytuje ve 2 formach. Prvni
izoenzym je lokalizovan v plastidach a druhy v cytosolu (Kahlaouli et al. 2015).
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Oznaceni pouzitych enzymii

1. Prolin dehydrogenasa (PRODH): EC 1.5.5.2 (dfive EC 1.5.99.8)
2. Glutamat semialdehyddehydrogenasa (GSALD): EC 1.2.1.88

3. Pyrrolin-5-karboxylatsyntetasa (P5CS): EC 2.7.2.11

4. Pyrrolin-5-karboxylatreduktasa (PSCR): EC 1.5.1.2

5. Ornithin-6-aminotransferasa (6-OAT): EC 2.6.1.13

6. Pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa (PSCDH): EC 1.5.1.12 — v roce 2013 byl enzym
smazan a pojmenovan jako L-glutamat-y-semialdehyddehydrogenasa

7. Glutamin syntetasa (GS): EC 6.3.1.2

3.3.2 Charakteristika hydroxyprolinu

Vsechny rostlinné patogeny interaguji s rostlinnymi bunénymi sténami, které jsou
vysoce hydratované a podobné gelu. Na nejjednodussi urovni poskytuji stény fyzickou bariéru
mezi patogeny a protoplastem rostlinnych bunck. Rostlinné bunééné stény zahrnuji hlavné
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dlouhé celulozové fibrily, hemicelulozu, pektin a nékolik strukturdlnich sténovych
glykoproteint jako jsou glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin a proteiny bohaté na glycin
(Deepak et al. 2006). Glykonjugaty hydroxyprolinu byly poprvé popsany v bunécné sténé
Lamportem a Clarkem roku 1969 (Taylor et al. 2011).

OH

Obrazek 4 hydroxyprolin

Funkce hydroxyprolinu:

Glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin (HGRP) hraji dilezitou roli v riistu a vyvoji
rostlin. HRGP se bézné¢ dé€li do tfi hlavnich multigenovych rodin, vysoce glykosylované
arabinogalaktanové proteiny (AGP), stfedné glykosylované extensiny (EXT) a minimalné
glykosylované proteiny bohaté na prolin. Pateini bilkoviny téchto HRGP se vyznacuji rozdily
v zaujatosti aminokyselin a opakujicimi se motivy charakteristickymi pro kazdou rodinu a
zahrnuji posttranslacni modifikaci prolinu na Hydroxyprolin. Kazda z téchto rodin je dale
rozpracovana chimérickymi a hybridnimi HRGP, coz komplikuje nejen klasifikaci ¢lent, ale
také objasnéni jejich funkci (Johnson et al. 2017). HRGP jsou vSudyptitomné slozky rostlinné
extracelularni matrice a tvoii az ~ 10% (hm/hm) bunécné stény ve dvoudeloznych rostlinach.
Vytvareji kovalentné zesiténé sité, vytvarejici negativné nabité polStdiife na rozhrani
membranové stény, a tim zajistuji funkce, jako jsou bariéry proti vniknuti patogenu, lepidlo
pro zachyceni pylu, primery pro biosyntézu polysacharidii na sténé¢ a reguldtory signalizace
Cax". HRGP maji charakteristicky opakujici se peptidové motivy, které specifikuji rozsah a
typ glykosylace na nékterych zbytcich hydroxyprolinu (Chen et al. 2015). EXT bohaté¢ na
hydroxyprolin jsou zapojeny do klicovych udalosti ristu a vyvoje rostlin, véetné hnojeni,
bunécného déleni a diferenciace, elongace bunék, hlizovani a procest starnuti. EXT reaguji na
rizné biotické a abiotické stresy, jako jsou patogeny, poranéni a nékteré ROS (O3 a H202)
(Zhang et al. 2014).

Aminokyselina hydroxyprolin ma potencidl pro sledovani rostlinného dusiku, protoze
glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin, strukturdlni proteiny v bunéénych sténach rostlin,
jsou jeho jedinym hlavnim biochemickym zdrojem v pid€. Aminokyselina 4-hydroxyprolin je
slibnym kandidatem na rostlinny indikator N. Ma pouze dva hlavni biochemické zdroje, a to
glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin v rostlindch a kolagen neboli strukturalni protein u
zvitat. Glykoproteiny v rostlinach jsou homologni rodinné bilkoviny v primarnich bunéénych
sténach vSech rostlin, nejvice v zelenych fasach. Jsou nerozpustné a hraji strukturalni roli ve
zvySené tazné sile bunky rostlin a pfispivaji k obran€ proti patogenim (Philben&Benner
2013).
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Aplikace hydroxyprolinu na list rostliny zvySuje rist a vynos, rostlina snizuje uc¢inek
autotoxicity, coz je forma interspecifické alopatie a nastava, kdyz rostlina uvoliuje chemické
latky, které inhibuji nebo zpozduji vlastni kli¢eni a rast. K autotoxicit¢ miize dojit z divodu
uvolnéni chemikalii do rhizosféry prostfednictvim raznych mechanismi jako je louhovani,
volatilizace, exsudace kotentl, rozsifeni pylu v nékterych rostlinach a rozklad zbytki plodin
(Talukder et al. 2018).

Pifeména prolinu na hydroxyprolin:

Intracelularni signalizace je zivotné dilezita pro vSechny organismy. Ligandy na bazi
peptidii obsahujicich prolin jsou dulezitou tfidou signalnich molekul v rostlinné tisi. Navic
jsou prolinové zbytky cCasto hydroxylovany a nasledné sulfatovany nebo glykosylovany.
Hydroxylace a nasledna glykosylace prolinu piedstavuji dvé sekvencni posttranslacni
modifikace, a tedy vyznamnou investici do genetického a enzymatického apardtu na strané
organismu. Z piirody byly izolovany Ctyfi izomery hydroxyprolinu. NejbéznéjSimi vazbami
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koédovanych aminokyselin vzhledem ke konformaci peptidii a proteinti (Taylor et al. 2011).
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3.4 Stanoveni prolinu a hydroxyprolinu

V této cCasti se budu zaméfovat na literarni reSerSi hmotnostni spektrometrie
s elektrosprejovou ionizaci, protoze se tomu pak nadéle vénuji v praktické ¢asti prace.

3.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Tuberoso et al. (2019) stanovovali aminokyseliny a biogenni aminy ve vinech.
Stanoveni aminokyselin bylo provedeno po derivatizaci s danzyl chloridem. Smés byla
ptevedena do 1,5 ml ependorfky a bylo ptiddno 50-100 pl vzorku vina, 10 pl norvalinu (100
mg/l), 100 pl danzyl chloridu a 0,2 M Na2B4O7.10H20 (pH 9,3) do celkového objemu 1000
pl. Smés byla inkubovana po dobu 30 minut pii 40 °C v ultrazvukové lazni a poté
centrifugovdna po dobu 10 minut v odstfedivce. Supernatant byl izolovan a nafedén
methanolem 1:1 pro kapalinovou chromatografii s fluorescenénim detektorem. Metoda HPLC
slouzi k separaci slozek vzorku za ucelem stanoveni jejich pifitomnosti 1 koncentrace ve
vzorku. Jako mobilni faze byl pouzit acetonitril, separace prob&hla na kolon¢ za pouziti pufru
acetat/CH3CN o pH 4,1 (rozpoustédlo mix CH3COOH, CH3CN, CH3COONa a voda). Byla
provedena kvantitativni analyza pomoci kalibracnich grafi a zjistily se vysoké hodnoty
aminokyselin, pfi¢emZ prolin byl nejhojnéjsi s primérnymi hladinami 1244+398 a 1008+281
mg/l ve vinech Cannonau a Vermentino.

3.4.2 Spektrofotometrie

Meda et al. (2005) méfili obsah prolinu v medu kde byl jeho obsahstanoven pomoci
srovnani barvy po obarveni s ninhydrinem a pomoci standardu prolinu. 0,05 g medu bylo
smichdno s 1 ml kyselinou mraven¢i a 1 ml roztoku ninhydrinu a roztok se 15 minut tfepal.
Poté se smes umistila na 15 minut do vrouci 1azné€ a na 10 minut do ldzn¢ pii 70 °C. Do smési
bylo pfiddno 5 ml roztoku 50 % 2-propanolu ve vodé¢, a to se nechalo vychladnout. Po
vychladnuti byly vzorky méfeny pomoci spektrofotometru pti absorbanci 510 nm a z
kalibrace byla zjiSténa koncentrace prolinu. Spektrofotometrie je analytickd metoda pro
mefeni vlastnosti vzorku na zakladé pohlcovani svétla riznych vinovych délek spektra. Obsah
prolinu kolisal od 437,8 mg/kg do 2169,4 mg/kg s primérem 989,5+407,4 mg/kg.

3.4.3 Kapilarni elektroforéza

Dominguez et al. (2016) stanovovali obsah prolinu v medu pomoci kapilarni
elektroforézy. Obsah prolinu v medu se stanovuje jako kritérium pro odhad kvality a n¢kdy i
pro odhad zralosti medu a jako indikator pro detekci falSovani cukru. Kapilarni elektroforéza
je separacni metoda zalozend na diferencialni rychlosti migrace nabitych druhti latek
v pufrovém roztoku, na které bylo aplikované stejnosmérné elektrické pole. Separace byla
provadéna v kapilarni zon€ s neptimou detekci UV v kapilafe z taveného oxidu kiemicitého.
Vstiikovani vzorkil bylo provadéno hydrodynamicky rezimové po dobu 3 sekund pfi 0,5 psi.
Zakladnim elektrolytem bylo 10 mmol/l benzoatu sodného s 1,5 mmol/l cetyl trimethyl
ammonium bromidem pfi pH 12,4. Zavérem bylo zjisténo, ze obsah prolinu ve vzorcich medu
byl v souladu s Codex Alimentarius, coz je minimalné 180g prolinu/kg medu.
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3.4.4 Hmotnostni spektrometrie

Je to technika Siroce vyuZivana v kvalitativni analyze pro stanoveni organickych a
anorganickych struktur bud’ samostatné, nebo ve spojeni s dalsi spektrometrickou technikou.
Také se vyuziva v kvantitativni analyze, a to, kdyz je pfipojen k chromatografu. Principem je
ziskani plynnych ionti z organickych nebo anorganickych molekul v plynné fazi nebo
tézkych iontl z vhodné dispergovanych velmi poldrnich anorganickych nebo organickych
molekul v kapalné fazi. Ionty jsou pak separovany dle jejich hmotnosti a naboje, a nakonec
zaznamenany na vhodny detektor (Andrade — Garda et al. 2017).

Popis
1. Vstup vzorku

Molekuly jsou analyzovany v plynné fazi (Andrade — Garda et al. 2017).
2. Systém ionizace

Typy ionizacnich systémi, které jsou tfidéné podle jejich snizujici se energie
(Andrade — Garda et al. 2017).

Elektronova narazova ionizace (EI): molekuly v plynné fazi jsou ionizovany prochazejicim
elektronovym paprskem s vysokou energii,

chemicka ionizace (CI): k ionizace molekul dojde diky kolizi s reaktivnim plynem
ionizovanym elektronovym paprskem,

ionizace bombardovanim rychlymi atomy (FAB): ionizace molekul je tvofena pomoci
bombardovani urychlovanych iontii na suspenzi pozadované slouc¢eniny ve vhodné matrici,

matrici asistovana laserova desorp¢ni ionizace (MALDI): ionizace molekul se tvofi
ozafenim suspenze pozadované molekuly laserem ve vhodné matrici,

elektrosprejova ionizace (ESI): produkce iontl je dosdhnuto pomoci generovani spreje z
elektrody vystavené vysokému napéti (Andrade — Garda et al. 2017).

3. Systém analyzy ionti

Kvadrupdlovy analyzator (QMS): tvofen ¢tyfmi kovovymi ty€emi s kruhovym fezem, kde
uprostied je paprsek dopadajici do zdroje. Tyce jsou vystaveny stalému potencialu, takze
kvadrupol funguje jako hmotnostni filtr pro vybér hmoty, ktera se ptenasi do detekéniho
zatizeni (Andrade — Garda et al. 2017),

e trojity kvadrupoélovy analyzator: dochazi k vymyvani peptida, kde prvni kvadrupol
slouzi jako hmotnostni filtr pouze k izolaci peptidi s cilenym m/z. Druhy kvadrupdél
slouzi jako kolizni buiika pro rozdé€leni peptidu na fragmenty. Tieti kvadrup6l funguje
jako druhy hmotnostni filtr pro specifické fragmenty m/z ptivodniho rodi¢ovského
peptidu. Detektor pak zaznamenava intenzitu pfechodu jednotlivych fragmentii iont
(Wiita et al. 2014),

27



magneticky analyzator: kdyz ionty opoustéji ioniza¢ni komoru, zrychlené elektrickym
polem, kterému byly vystaveny, vstupuji do magnetického pole kolmého na jejich pohyb.
Jsou nuceni opsat kruhovy pohyb, jehoz polomér zavisi na magnetickém poli, naboji a
hmotnosti iontl. Intenzita magnetického pole zplisobuje vybér urcitych iontti dle hmotnosti,
které dopadaji na detektor,

analyzator iontové pasti (IT): je to modifikace kvadrupdlového analyzatoru, zaloZend na
pouziti elektromagnetické ochranné zény generované dvéma vysokofrekvenénimi signaly.
Sklada se ze tii elektrod s hyperbolickym povrchem. Stfed je prstencovy, zatimco horni a
dolni elektroda tvofi uzavieni prstencovych koncti. Dutina tvotfend tifemi elektrodami je
prostorem, ve kterém dochazi k analyze ioniza¢ni a fragmentacni hmoty,

analyzator ¢asu letu (TOF): ionty ze zdroje jsou urychlovany pulsem elektrického
potencidlu, kdy urazi urcitou délku uvniti analyzatoru (Andrade — Garda et al. 2017).

4. Detektor

Faradayova Krabice: sestava z krabice, ve které je naklonéna deska tak, aby se zabranilo
odrazu iontl. Kdyz se ionty srazi s deskou, tak dojde k vyjmuti elektrond, aby neutralizovaly
svij naboj, a generuji proud, jehoz intenzita je pfesné umeérna poctu iontl, které dosahly
desticky,

multiplikator: tento detektor pouziva kinetickou energii ionti dopadajicich na desku, jejiz

povrch je potazen oxidy vzacnych zemin. KdyZ se ionty srazi s deskou, proud elektronti se
uvolni smérem k druhé desticce,

fotografické desky: maji omezené pouziti, pouzivaji se pouze v zafizenich s mimoiadné
vysokou citlivosti a rozliSenim (Andrade — Garda et al. 2017).

5. PC

Iontové hmotnostni spektrum

V plynové a kapalinové chromatografii se slozky smési vymyvaji z chromatografické
kolony v rbznych reten¢nich casech. Pokud je jako chromatograficky detektor (LC-MS)
pouzit hmotnostni spektrometr, musi jeho vystup predstavovat chromatogram, ktery by byl
ziskan s jinymi chromatografickymi detektory. Hmotnostni spektrum je pak dvourozmérny
pomgér intenzity signalu k poméru hmotnost/naboj (m/z) (Gross 2011).
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Obrazek 6 piiklad hmotnostniho spektra
(https://clab.vscht.cz/ms/interpretace-
ms#/images/0!0/uzel/0024847/8w20Ly51zS4pKsOFAA.png)

Elektrosprej

Je to metoda, diky které mohou byt ionty pfitomné v roztoku pienaSeny do plynné
faze. Spociva v aplikaci elektrického pole na Spicku kapilary obsahujici roztok
elektrolytovych iontl v koncentraci C>10 mol/l. Piitomnost pole vede k vytvoieni dipolarni
vrstvy v menisku kapaliny na Spi¢ce kapilary. Dvojita vrstva je zpusobena c¢asteCnym
prostorovym oddélenim elektrolytovych iontd. Kdyz je kapildra pozitivni, kladné ionty
elektrolytu z dvojité vrstvy se pfiblizi k povrchu a destabilizuji (znerovnovazni) meniskus.
Forma kuzele, paprsku kapaliny a tryska emituje kladn¢ nabité malé kapicky. Kapicky jsou
nabijeny kvili nadbytku kladnych elektrolytovych iontl. Proud kapek vede elektricky proud,
ktery je vétSinou mens$i jak 1 pA. Prebytek unipolarnich iontd je zajistén elektrolytickym
procesem Vv kapilare, ktery, kdyz je kapilara pozitivni, pfida do roztoku kladné ionty nebo z
roztoku odstrani zaporné ionty elektrolytu (Cole 1997).
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Obrazek 7 schéma procesu v elektrospreji
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Obrazek 8 schéma hmotnostniho spektrometru
(https://slideplayer.cz/slide/4188584/)
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4 Metodika

4.1 Péstovani brambor

Rostliny brambor byly péstovany v 5 1 kvétind€ich v substratu Hawita baltisches
trisubstrat (davkovani 45 025; pH 5,8; CaClz, bila raselina 70 %, cernd raselina 30 %,
struktura jemna, HAWITA Gruppe GmbH, Vechta, Némecko). Pfed zahdjenim experimentu
byly do nadoby pfidany 2 g hnojiva NPK 8-24-24. V kazdém kvétinaci byla vypéstovana
jedna rostlina brambor. Experiment byl proveden ve ¢tyfech replikdch za rok. Kvétinace byly
umistény do skleniku podle metody latinského Ctverce. Rostliny byly péstovany v rezimu
prirozeného svétla, kde délka dne byla 13 hodin a tma 11 hodin. Ziskana sadba pro kazdou
odrtidu byla ponechana 3 tydny v chladu pfi teploté 4-5 °C, aby mohla prob&hnout jarovizace,
hlizy byly vysazeny do kontejneri o objemu 5 1 a ponechany rist do doby, dokud nedosdhly
60 % vlahové jistoty.

Jednalo se o nahodny pokus ve skleniku. Teplota ve skleniku byla nastavena na 17 °C
béhem noci a na 22 °C béhem dne. Relativni vlhkost vzduchu dosahovala 70 %. Béhem
celého pokusu byl jednou aplikovan insekticid a jednou fungicid. Hlizy odrtid byly péstovany
ve tiech riznych variantach.

1. Anoxie: rostliny a substrat udrzovany v anoxii umisténim kvétinact do 1dzné s vodou,

2. ve stresové¢ varianté: deficit vody indukovan metodou postupného ptirozeného
vysousSeni ze substratu,

3. kontrola: optimalni zavlaha, kdy byly rostliny zavlaZovany destilovanou vodou v
pravidelnych tfidennich intervalech s mnozstvim vody 450 ml na nadobu.

Stres rostlin ve druhé a tfeti varianté experimentu byl indukovan ve vyvojové fazi
BBCH 109. Rostliny vSech experimentalnich variant byly dvakrat feritizovany 3 % roztokem
NPK 8-24-24 ve 450 ml vody pro zalévani ve vyvojovych stadiich 406 a 703 BBCH. Do
zivného roztoku bylo pfidano 2,40 g N; 3,14 g P a 5,98 g K v Cistych Zivinach. Vzorkovani
hliz bylo provedeno podle stupnice BBCH 909 (sklizeny produkt, 71 dni stresu). Sklizné hliz
probéhly dne 17. 5. 2017.

Pro stanoveni obsahu prolinu a hydroxyprolinu byly pouzity ¢tyfi odridy brambor.
Laura
Jedna se o poloranou odriidu ur¢enou pro piimy konzum, varného typu B. Hlizy jsou

dlouze ovalné, slupka je Cervend a duznina tmavé zlutd. Jednd se o vzhledné hlizy. Vynos
trznich hliz je nizsi a jsou méné odolné proti napadeni plisni bramborovou (Cerméak 2015).
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Obrazek 9 odrtida Laura
(https://europlant.cz/laura)

Marabel
Jedna se o konzumni odriidu dosahujici vyssiho vynosu hliz. Hlizy jsou stiedné velké
a ovalné s tmavé zlutou duzinou a Zlutou slupkou. Varené hlizy jsou jemné a netmavou a maji
varny typ BA — B. Pocate¢ni rist naté je stfedn¢ rychly a rtst hliz je velmi rychly. Pocet hliz
je stfedni. Tato odrtida je odolna vic¢i had’atku bramborovému, virovym chorobam a silné
nachylna rakoviné¢ brambor. Marabel je registrovana od roku 1995 (Vokal et al. 2000).

Obrazek 10 odriidda Marabel
(https://europlant.cz/marabel)

Milva

Je to taktéz polorand odriida ur¢end pro pifimy konzum, varného typu AB, vhodna pro
upravu loupanim. Duznina je Zlutd a hlizy kratce ovalné. Vynos trznich hliz je velmi vysoky a
hlizy netmavnou po uvareni. Péstitelské riziko zde predstavuje nachylnost k napadeni
virovymi chorobami (Cermak 2015).
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Obrazek 11 odriida Milva
(https://europlant.cz/milva)

Valfi

Jedna se o odridu s delsi vegetacni dobou (poloranou az polopozdni) s modrofialové
zbarvenou slupkou a modrofialové mramorovanou duzninou s niz§im vynosem stiedné
velkych hliz. Zabarveni hliz pozitivné ovliviluje teplota v pribéhu péstovani. Proto lze
pfedpokladat intenzivnéj$i zabarveni pii péstovani v pfirozené teplejSich oblastech a na
leh¢ich padach. Jedna se o specialni odriidu, ktera je velmi cenna obsahem prospésnych latek.
Jednd se predevsim o obsah antokyani, které maji v lidské vyzivé velky zdravotni vyznam.
Puasobi pfedevsim antioxida¢né, coz mam vliv na snizeni nebezpeci vyskytu aterosklerozy a
urcitého 59. typu rakoviny. Antioxida¢ni aktivita modrofialové zbarvenych brambor je
dvakrat az tfikrat vys$si nez u brambor se zlutou duzninou (Domkéfova et al. 2006).

Obrazek 12 odrida Valfi
(https://www.vubhb.cz/cs/clanky/brambory/valfi-varny-typ-bc)
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4.2 Stanoveni aminokyselin

4.2.1 Priprava brambor k analyze

Chemikalie

e Methanol (p.a., Lach-Ner, Ceska republika),

e methanol (gradient grade, FisherScientific, UK),

e L-prolin (=99 %), L-4-hydroxyprolin (=99 %),

e heptafluoromaselnd kyselina (HFBA, >99 %, Merck Némecko).

Zpracovani brambor

Aby bylo mozné provést stanoveni, tak byly vSechny CcCtyfi odridy brambor
rozmixovany v mixéru. Bylo navazeno 0,5 g lyofylizovaného bramborového vzorku hlizy do
15 ml plastové kyvety (falkonky) od kazdé brambory (Lyovac GT2, Némecko). K tomu se
ptidalo 5 ml extrakéni smési (methanol:voda) v poméru 1:1. Poté se smés tfepala 30 minut na
ttepacee (150 kyv/min; GFL 3006, Némecko). Po tiepani byly vzorky dany do odstiedivky
(5810R, Eppendorf, Némecko) pti 8228 rcf po dobu 5 minut. Supertant se naiedil 100x
demineralizovanou vodou (Simplicity UV, Merck Millipore, KGaA, Némecko) a vzorky byly
poté prefiltrovany ptes nylonovy mikrofiltr (0,22 pm) a analyzovany na LC-ESI-MS/MS.

4.2.2 Vlastni analyza

LC-ESI-MS/MS analyza

K analyze aminokyselin byl pouzit kapalinovy chromatograf (Ulti Mate 3000 RS,
Thermo Fisher Scientific, USA) spojeny s hmotnostni detekci (A3200 QTRAP, kvadrupodlovy
hmotnostni spektrometr, AB Sciex, USA). Separace aminokyselin v podminkdch RP-HPLC
byla docilena pomoci ion-parové chromatografie. Jako ion-parové ¢inidlo byla do mobilni
faze ptidana heptafluoromdselna kyselina (HFBA).

Tabulka 4 parametry detektoru

Nastaveni
Parametry detektoru L-Prolin L-4-Hydroxyprolin
[M*H]* 116,1 132,2
Fragmenty 70,0 86,1; 68,1
DP 25V 27V
CE 20V 20V
EP 36V 36V
CXP 22V 23V
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Tabulka 5 podminky chromatografické separace

Ukazatelé Nastaveni

Analyticka kolona ZORBAX SB-C18; 3,0 x 150 mm; 5 pm (Agilent, USA); T 25 °C
Autosampler T10°C

Mobilni faze A: 20 mM HFBA ve vodé

B: 20 mM HFBA v methanolu (gradientova eluce)
e 0-0,5 min: 20 % B isokrat.
e 0,5-9 min: 60 % B lin. grad.
e 9-10 min: 60 % B isokrat.
e 10-11 min: 20 % B lin. grad.
e 11-15 min: 20 % B isokrat.

Doba analyzy 15 minut
Prutok 0,3 ml/min
Objem nastriku 1wl

Tabulka 6 podminky MS detekce

Parametry zdroje Nastaveni

Ionizace ESI v pozitivnim modu
Curtaingas 30 psig

Iontové stiidavé napéti 5500 V

Teplota 700 °C

Plyn 1 (Nebulizer) 55 psig

Plyn 2 (Turbo plyn) 50 psig

4.2.3 Kvantifikace

Kvantifikace aminokyselin byla provedena metodou externi kalibrace. Z
analytickych standardi aminokyselin byla sestrojena osmibodova kalibrace v rozmezi
koncentraci 0,00025-0,05 uM kazdé aminokyseliny/ml. LOD (limit detekce) (S/N = 3)
prolinu a hydroxyprolinu ¢inil 7 a 12 ng/ml. Naméfené hodnoty aminokyselin jsou vyjadieny
v mg/g suchého vzorku (DW).
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Graf 1 kalibra¢ni kiivka prolinu v celém rozsahu koncentraci
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Graf 2 kalibra¢ni kiivka prolinu k redlné kvantifikaci vzorku
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Graf 3 kalibracni kiivka hydroxyprolinu v celém rozsahu koncentraci
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Graf 4 kalibra¢ni kiivka hydroxyprolinu k reélné kvantifikaci vzorku
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4.2.4 Statistické vyhodnoceni

Pro kazdou odridu, variantu, prolin a hydroxyprolin byl stanoven statisticky
vyznamny rozdil v programu Statistica 12 pomoci dvoufaktorové anovy s interakcemi na
hladin€ pravdépodobnosti a = 0,05 s faktory odriida a varianta méfeni. Interval spolehlivosti o
byl stanoven na 95 %. Na zaklad¢ toho bylo vyhodnoceno, zda mezi jednotlivymi
proménnymi existuje statisticky vyznamny rozdil. Na zacatku byly stanoveny celkem Ctyti
nulové hypotézy. HOi: obsah prolinu v hlizdch brambor je projevem vodniho stresu. HO2:
rostliny vystavené stresu suchem vykazuji vys$i obsah prolinu. HOs: rostliny pfevlhcené
vykazuji zvySené obsahy prolinu v hlizach oproti kontrole. HO4: odriidy reaguji na vodni stres
odli$né. Pro vyhodnoceni byl pouzit F-test. Pokud u n¢j p hodnota vyjde nizs§i nez stanovena
hladina vyznamnosti, pak nulovou hypotézu zamitdme.
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5 Vysledky

Ve vzorcich hliz brambor odriidy Laura, Marabel, Milva a Valfi byl stanoven obsah
prolinu a hydroxyprolinu ve tfech variantich, a to sucho, zamokieni a kontrola. Kazda
z variant byla méfena tfikrat, z davodu co nejptesnéjSiho vysledku a pro ptipadné odhaleni
chyby v méfeni. VSechny vysledky jsou vyjadieny jako v mg/g DW.

Vysledky jednotlivych méfeni jsou zpracovany do tabulek a grafi podle jednotlivych
odrid pro aminokyselinu prolin a hydroxyprolin. Posledni grafy jsou souhrnné pro vSechny
odridy a varianty péstovani.

5.1 Vyhodnoceniprolinu a hydroxyprolinu

Tabulka 7 popisné statistiky prolinu a hydroxyprolinu vSech odrtd pro variantu péstovani

v suchu
Popisné statistiky (List1 v Pro + hydpro sucho)
Proménna N platnych \ Prdmér \ Median \ Minimum \ Maximum \ Rozptyl \ Sm.odch. \ Var.koef.
Prolin 12| 3,236377 2,596182 1,559530 6,389715  3,305950 1,818227  56,18094
Hydroxyprolin 12 0,018734 0,017668 0,015080 0,023210  0,000007 0,002644  14,11402

Tabulka 8 popisné statistiky prolinu a hydroxyprolinu v§ech odriid pro variantu péstovani
v zamokieni

Popisné statistiky (List1 v pro + hydpro zamokfeni)
Proménna N platnych \ Pramér \ Median \ Minimum \ Maximum \ Rozptyl \ Sm.odch. \ Var.koef.
Prolin 12 0,105512  0,105632 0,066545 0,152817/  0,000842 0,029014  27,49837
Hydroxyprolin 12/ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000  0,000000 0,000000 0,00000

Tabulka 9 popisné statistiky prolinu a hydroxyprolinu vSech odrtid pro variantu péstovani u
kontroly

Popisné statistiky (List1 v pro + hydpro kontrola)
Proménna N platnych \ Primér \ Median \ Minimum \ Maximum \ Rozptyl \ Sm.odch. \ Var.koef.
Prolin 12/ 0,931459 0,486028  0,123189 2,683309  1,098663 1,048171 112,5300
Hydroxyprolin 12/ 0,008453 0,007118  0,000000 0,020063  0,000080 0,008952  105,9088

Z tabulky ¢. 7, 8 a 9 je vidét, Ze primérny obsah prolinu je pro vSechny varianty péstovani
vy$§i nez obsah hydroxyprolinu. Nejvyssi mnoZstvi prolinu bylo naméfeno u brambor
pestovanych v suchych podminkach s priimérnou hodnotou 3,236+1,818 mg/g DW. Naopak
metodou péstovani v zamokieni vysel obsah prolinu i hydroxyprolinu nejniZzsi.

Tabulka 10 vliv odridy a varianty na obsah prolinu a hydroxyprolinu

Vicerozmérmé testy wznamnosti (List1 v aminokyseliny vs odriida a varianta)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

Test hodnota F Efekt Chyba p
Efekt SV sV
Abs. ¢len WilksGv,  0,140677  88,57304 2 29/ 0,000000
Odriida Wilksav,  0,295108 8,12786 6 58  0,000002
Varianta WilksGv  0,156062  22,20451 4 58  0,000000
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Dle tabulky ¢. 10 je zfejmé, ze efekt proménnych (odriida a varianta péstovani) na
zavisle proménné (prolin a hydroxyprolin) je vyznamny (p<0,05), a proto nasleduje

podrobné;jsi vyhodnoceni pomoci Scheffeho testu.

5.1.1 Vyhodnoceni obsahu prolinu

Tabulka 11 podrobnéjsi vyhodnoceni pro prolin pomoci Scheffeho testu

Scheffeho test; proménna Prolin (List1 v prolin)

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 6626,3, sv = 24,000

Odrida | Varianta ) ‘ 7] ‘ 3 ‘ 2] ‘ {5} ‘ () ‘ ) ‘ (8 ‘ (9 ‘ (10} ‘ 11y ‘ 12}

C. buriky 206,71 112,71 2753,6 769,82 143,81 1617,4 133,46 97,772 24152 2615,8 67,752 6159,3
1 Laura kontrola| 0,997326  0,000000 0,000064 0,999939 0,000000 0,999731 0,990707 0,000000 0,000000 0,943571 0,00
2 Laura  zamokfeni| 0,997326 0,000000  0,000005 1,000000 0,000000  1,000000 1,000000 0,000000  0,000000  0,999998 0,00
3 Laura sucho| 0,000000  0,000000 0,000000  0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,038331 0,946725 0,000000 0,00
4 Valfi kontrolal| 0,000064  0,000005  0,000000 0,000011|  0,000000  0,000008 0,000003 0,000000 0,000000 0,000001 0,00
5 Valfi zamokieni| 0,999939  1,000000 0,000000  0,000011 0,000000  1,000000 0,999997 0,000000 0,000000  0,999615 0,00
6 Valfi sucho| 0,000000/ 0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000/  0,000000  0,000000 0,000000  0,000000 0,00
7 Milva kontrolal|  0,999731 1,000000  0,000000  0,000008 1,000000 0,000000 1,000000  0,000000  0,000000  0,999907 0,00
8 Milva  zamokfenil 0,990707  1,000000  0,000000  0,000003  0,999997  0,000000 1,000000 0,000000  0,000000  1,000000 0,00
9 Milva sucho| 0,000000/ 0,000000 0,038331 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,614383  0,000000 0,00
10 Marabel kontrolal| 0,000000  0,000000 0,946725 0,000000 0,000000 0,000000  0,000000  0,000000 0,614383 0,000000 0,00
11 Marabel ~ zamokfeni]l 0,943571  0,999998 0,000000  0,000001  0,999615 0,000000 0,999907  1,000000  0,000000  0,000000 0,00
12 Marabel sucholl 0.000000 _0.000000 _ 0.000000 _0.000000 _ 0.000000 _0.000000 _ 0.000000__ 0.000000__ 0.000000. _0.000000 __ 0.000000

Jak je vidét v tabulce ¢.

11, tak v ramci péstovani brambor za sucha byl stanoven
statisticky vyznamny rozdil mezi vSemi odridami. Oproti tomu metodou péstovani v
zamokfteni bylo stanoveno, ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi zadnou z odrud. U
kontroly vyslo, ze mezi vSemi odrtidami existuje statisticky vyznamny rozdil kromé odrtdy

Laura v kombinaci s Milva.

Tabulka 12 vysledky méteni na LC-ESI-MS/MS pro odridu Laura

Odrida Varianta L-Prolin
[mg/g] DW
Laura Kontrola 0,210
Laura Kontrola 0,210
Laura Kontrola 0,200
Laura Zamokieni 0,109
Laura Zamokieni 0,120
Laura Zamokieni 0,110
Laura Sucho 2,775
Laura Sucho 2,746
Laura Sucho 2,740
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Graf 5 obsah L-prolinu pro odriidu Laura v zavislosti na variant¢ péstovani
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Z tabulky ¢. 12 a grafu ¢. Sodriidy Laura vyplyva zjiSténi, ze obsah prolinu byl
nejvyssi u varianty péstovani brambor v suchu. Oproti kontrole vySel obsah prolinu az 13x
vy$$i, zatimco metodou zamokieni vySel jeho obsah v nizkych koncentracich.

Tabulka 13 vysledky méfeni na LC-ESI-MS/MS pro odridu Marabel

Odrida Varianta L-Prolin
[mg/g] DW
Marabel Kontrola 2,613
Marabel Kontrola 2,551
Marabel Kontrola 2,683
Marabel Zamokieni 0,068
Marabel Zamokieni 0,069
Marabel Zamokieni 0,067
Marabel Sucho 6,217
Marabel Sucho 6,390
Marabel Sucho 5,871
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Graf 6 obsah L-prolinu pro odriidu Marabel v zavislosti na varianté péstovani
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Z tabulky ¢. 13 a grafu ¢. 6 odriidy Marabel vypliv4, Ze obsah prolinu je skoro 2,5x
vys$s§i v porovnani s kontrolou. Péstovanim metodou zamokieni vysel jeho obsah témét pod
mezi detekce.

Tabulka 14 vysledky méfeni na LC-ESI-MS/MS pro odriidu Milva

Odrida Varianta L-Prolin
[mg/g] DW
Milva Kontrola 0,142
Milva Kontrola 0,123
Milva Kontrola 0,135
Milva Zamokieni 0,097
Milva Zamokieni 0,102
Milva Zamokieni 0,094
Milva Sucho 2,431
Milva Sucho 2,362
Milva Sucho 2,452
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Graf 7 obsah L-prolinu pro odriidu Milva v zavislosti na varianté péstovani
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Z tabulky ¢. 14 a grafu ¢. 7 odridy Milva vyplyva, ze je opét velky nardst obsahu
prolinu u varianty péstovani brambor v suchu. Metoda péstovani v zamokieni vySla nizsi
oproti kontrole.

Tabulka 15 vysledky méteni na LC-ESI-MS/MS pro odriidu Valfi

Odruda Varianta L-Prolin
[mg/g] DW
Valfi Kontrola 0,780
Valfi Kontrola 0,768
Valfi Kontrola 0,762
Valfi Zamokieni 0,137
Valfi Zamokieni 0,142
Valfi Zamokieni 0,153
Valfi Sucho 1,560
Valfi Sucho 1,646
Valfi Sucho 1,646
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Graf 8 obsah L-prolinu pro odriidu Valfi v zavislosti na variant¢ péstovani
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Z tabulky ¢. 15 a grafu ¢. 8 odridy Valfi vypliva, Ze obsah prolinu je 2x vétsi u varianty
péstovani v suchu v porovnani s kontrolou, zatimco metoda péstovani v zamokieni vysla

témef 6x nizsi oproti kontrole.

5.1.2 Vyhodnoceni obsahu hydroxyprolinu

Tabulka 16 podrobnéjsi vyhodnoceni pro hydroxyprolin pomoci Scheffeho testu

Scheffeho test; proménna Hydroxyprolin (List1 v hydroxyprolin)

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 1,7125, sv = 24,000

Odrida Varianta {1} {2} {3} {4} {5} {6} {n {8} {9} {10} {11} {12}

C. buriky 0,0000 0,0000 18,303 16,183 0,0000 17,415 0,0000 0,0000 16,827 17,627 0,0000 22,393
1 Laura kontrola| 1,000000  0,000000  0,000000  1,000000 0,000000 1,000000 1,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000
2 Laura  zamokfeni| 1,000000 0,000000  0,000000  1,000000 0,000000  1,000000 1,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000
3 Laura sucho|  0,000000  0,000000 0,960479  0,000000  0,999983  0,000000  0,000000 0,997820 0,999999 0,000000  0,267263
4 Valfi kontrolal 0,000000  0,000000  0,960479 0,000000  0,999587  0,000000  0,000000 0,999999  0,998205 0,000000  0,010429
5 Valfi  zamokfeni 1,000000 1,000000 0,000000  0,000000 0,000000  1,000000  1,000000 0,000000  0,000000  1,000000 0,000000
6 Valfi sucho| 0,000000  0,000000 0,999983 0,999587  0,000000 0,000000  0,000000  1,000000 1,000000  0,000000  0,079441
7 Milva kontrolal 1,000000  1,000000  0,000000  0,000000  1,000000  0,000000 1,000000  0,000000  0,000000  1,000000  0,000000
8 Milva  zamokfeni| 1,000000  1,000000 0,000000  0,000000  1,000000 0,000000  1,000000 0,000000  0,000000  1,000000  0,000000
9 Milva sucholl 0,000000  0,000000 0,997820  0,999999  0,000000  1,000000  0,000000  0,000000 0,999994  0,000000  0,031211
10 Marabel kontrolall 0,000000  0,000000  0,999999  0,998205 0,000000  1,000000  0,000000  0,000000  0,999994 0,000000  0,108983
11 Marabel ~ zamokreni| 1,000000  1,000000  0,000000  0,000000  1,000000 0,000000  1,000000  1,000000 0,000000  0,000000 0,000000
12 Marabel suchol 0.000000 _0,000000 _0,267263 0.010429  0.000000 _0,079441 0.000000 _ 0,000000 _0.031211  0,108983  0.000000

Co se ty€e vysledkl z tabulky ¢. 16, je patrné, Ze u varianty péstovani v zamokieni
neni statisticky vyznamny rozdil mezi zadnou z odriid. U varianty péstovani brambor za sucha
existuje statisticky vyznamny rozdil pouze mezi odriidou Marabel v kombinaci s Milva. U
kontroly pak bylo stanoveno, ze existuje statisticky vyznmany rozdil mezi odriidou Laura
v kombinaci s Valfi a Marabel a téz Milva v kombinaci s Valfi a Marabel.
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Tabulka 17 vysledky méteni na LC-ESI-MS/MS pro odridu Laura

Odrida Varianta L-4-Hydroxyprolin
[mg/g] DW
Laura Kontrola <msm
Laura Kontrola <msm
Laura Kontrola <msm
Laura Zamokteni <msm
Laura Zamokieni <msm
Laura Zamokieni <msm
Laura Sucho 0,0205
Laura Sucho 0,0170
Laura Sucho 0,0174

Graf 9 obsah L-4-hydroxyprolinu pro odriidu Laura v zévislosti na varianté péstovani
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Z tabulky €. 17 a grafu €. 9 vypliva, Ze nejvyssi obsah hydroxyprolinu byl naméfen u metody
pestovani brambor v suchu. U zbylych variant se obsah pohyboval pod mezi detekce.
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Tabulka 18 vysledky méfeni na LC-ESI-MS/MS pro odriidu Marabel

Odrida Varianta L-4-Hydroxyprolin
[mg/g] DW
Marabel Kontrola 0,0201
Marabel Kontrola 0,0186
Marabel Kontrola 0,0142
Marabel Zamokieni <msm
Marabel Zamokfteni <msm
Marabel Zamokfteni <msm
Marabel Sucho 0,0210
Marabel Sucho 0,0232
Marabel Sucho 0,0230

Graf 10 obsah L-4-hydroxyprolinu pro odriidu Marabel v zavislosti na varianté péstovani
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Z tabulky €. 18 a grafu €. 10 vypliva, Ze nejvyssi obsah hydroxyprolinu byl naméfen metodou
péstovani brambor v suchu s hodnotami téméi shodnymi s kontrolou. Metodou péstovani

zamokienim vySel obsah opét pod mezem detekce.
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Tabulka 19 vysledky méfeni na LC-ESI-MS/MS pro odridu Milva

Odruda Varianta L-4-Hydroxyprolin
[mg/g] DW
Milva Kontrola <msm
Milva Kontrola <msm
Milva Kontrola <msm
Milva Zamokieni <msm
Milva Zamokieni <msm
Milva Zamokieni <msm
Milva Sucho 0,0175
Milva Sucho 0,0166
Milva Sucho 0,0164

Graf 11 obsah L-4-hydroxyprolinu pro odriidu Milva v zavislosti na varianté péstovani
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Z tabulky €. 19 a grafu ¢. 11 vypliva, zZe hydroxyprolin byl naméfen pouze u varianty
pestovani brambor v suchu. Zbylé varianty vysly pod mezi detekce.
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Tabulka 20 vysledky méteni na LC-ESI-MS/MS pro odridu Valfi

Odruada Varianta L-4-Hydroxyprolin
[mg/g] DW
Valfi Kontrola 0,0175
Valfi Kontrola 0,0157
Valfi Kontrola 0,0153
Valfi Zamokieni <msm
Valfi Zamokieni <msm
Valfi Zamokieni <msm
Valfi Sucho 0,0193
Valfi Sucho 0,0178
Valfi Sucho 0,0151

Graf 12 obsah L-4-hydroxyprolinu pro odrtidu Valfi v zavislosti na varianté péstovani
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Z tabulky ¢. 20 a grafu ¢. 12 vypliva, Ze u odridy Valfi se obsah hydroxyprolinu
pohyboval ve stejnych hodnotach pro péstovani v suchych podminkéch i pro kontrolu.
Metodou zamokieni ndm obsah opét vysel pod mezi detekce.
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5.1.3 Celkové vyhodnoceni

Graf 13 porovnani variant péstovani pro L-prolin v zavislosti na odrtidé
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Graf 14 vliv podminek péstovani na obsahu prolinu pro vSechny typy odrtd
Odrada*Varianta; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(6, 24)=510,51, p=0,0000
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Nasledujici grafy ¢. 13 a 14 ukazuji vliv zavisle proménné (prolin) na podminkach péstovani

u vSech ¢tyt typt odrid brambor. Lze pozorovat trent snizeni v disledku péstovani
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v zamokieni, a naopak zvyseni v disledku péstovani za sucha. Z grafii nam vypliva, ze

v suchych podminkéch péstovani ma ze vSech Ctyt odriid nejvyssi obsah prolinu odriida
Marabel. Obsah prolinu se u této odrady pohybuje v rozmezi hodnot 5,87-6,22 mg/g DW a
nejnizsi obsah prolinu byl namétfen u odridy Valfis hodnotami 1,56-1,646 mg/g DW.

Graf 15 porovnani variant péstovani pro L-4-Hydroxyprolin v zavislosti na odrtidé
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Graf 16 vliv podminek péstovani na obsahu hydroxyprolinu pro vSechny typy odrid
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Nasledujici grafy €. 15 a 16 ukazuji vliv zavisle proménné (hydroxyprolin) na podminkach
péstovani u vSech odriid brambor. Jak je vidét, tak nejvyssi obsah hydroxyprolinu byl
nameéten u odrady Marabel s hodnotami v rozmezi 0,0210-0,0232 mg/g DW pfi péstovani
brambor v suchych podminkach. Ostatni odriidy se pohybovaly pii stresu suchem <0,02 mg/g
DW a zbylé varianty péstovani pod mezi detekce. I zde je vidét, Ze nejvyssi obsah
hydroxyprolinu byl naméfen u varianty péstovani v suchupro vSechny ¢tyty odridy.
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6 Diskuse

V nasledujici kapitole jsou porovnany vysledky pokusu se soucasnymi poznatky z
veédecké Literatury. Jak uvadi Tanveer et al. (2018), stres ze sucha je povazovan za jeden z
nejvaznéjSich abiotickych strest, a to diky Skodlivym uc¢inkiim na produktivitu plodin. Banik
et al. (2016) tvrdi, Ze stres ze sucha je rostouci hrozbou pro riist a produktivitu rostlin a
nejkritictéj$i hrozbou pro zabezpeceni potravin ve svété. Nurmanov et al. (2018) zase uvadi,
ze teplota je jednim z dominantnich faktorti, které maji vyznamny vliv na rlst a vyvoj
brambor. Brambory jsou diky svému kratkému kofenu velmi nachylné na nedostatek
zavlazovani. Obdobi sucha plisobi na rostlinu nerovnovahou zivin, snizenou rychlosti kliceni,
ztratou turgoru, snizuje se fotosyntéza, dochéazi k inhibicim fyziologickych procest a také
k poskozenim, které mohou vést az ke smrti rostliny. V neposledni fad¢ pak dochazi
k produkci reaktivnich druh kysliku. Rady et al. (2019) uvadi, ze se stresem ze sucha je uzce
spojen 1 stres ze salinity. Salinita se povazuje za trvalou hrozbu pro rostliny, protoZe ptiblizné
20 % zemédé@lskych plodin na celém svété trpi jejim zvySenym mnoZstvim. Problémem je i
stres ze zamokieni, protoze podle Xiao-Qingata et al. (2015) v rostliné dochdzi ke snizené
produkci ATP, ¢imZ se zméni metabolismus rostlin na anaerobni v disledku omezeni O:
difize do pldy a dojde ke sniZeni fyziologické aktivity rostlin, coZ se odrazi na nizsi
produktivité stejné jako u stresu ze sucha.

Sledovanymi faktory v této praci byl typ odriidy brambor a varianta pestovani, tedy
brambory pfemokiené, piesusené a kontrola neboli brambory péstované bez stresu.
Zkoumany byly ctyfi odridy brambor (Laura, Marabel, Milva a Valfi) a jejich obsah prolinu a
hydroxyprolinu pfi riznych podminkach péstovani. Prolin je povazovan za osmolyt plsobici
pozitivné na stres ze sucha a jeho mnozstvi a mnozstvi hydroxyprolinu bylo stanoveno
pomoci metody LC-ESI-MS/MS. Vysokou¢innd kapalinova chromatografie je separacni
metoda, ktera se jevi jako nejéastéji voleny zplisob separace, coz potvrzuje i Wang et al.
(2020), narozdil od volby detektord, ktery se velmi lisi. Douglas et al. (2007) tvrdi, Ze
chromatografie je vykonna separacni metoda, kterd nachazi uplatnéni ve vSech oborech védy.
Zahrnuje rozmanitou a dtlezitou skupinu metod, které umoziuji separaci, identifikaci a
stanoveni slozek komplexnich smési. Skoog et al. (1998) uvadi, Ze zde miZeme méfit
aminokyseliny, proteiny, nukleové kyseliny, hydrokarbondty, karbohydraty, terpenoidy,
pesticidy, antibiotika, drogy, steroidy, organické druhy kovl a rtizné¢ druhy anorganickych
substanci. Z vysledkl pokusu je zfejmé, ze prolin se kumuje, kdyz je rostlina vystavena stresu
ze sucha. Suekawa et al. (2019) potvrzuje, ze prolin plsobi v rostlinach jako osmolyt,
antioxidant, chelator kovu a signalni molekula za rdznych stresovych podminek.
Azmat&Moin (2019) doplnuji, ze prolin je aminokyselina, ktera brani rostlinu béhem
bunécénych osmotickych uprav a funguje jako pohlcova¢ volnych radikalt a ni¢i posSkozeni
zpusobené témito radikaly. Kapoor et al. (2019) uvadi, ze extrémni podminky prostiedi, jako
je sucho, slanost nebo zaplavy mohou totiz vést ke zvySené urovni reaktivnich druhi kysliku
v rostlindch, které pak zptsobuji zhorSenou funkci metabolismu lipidi, bilkovin a nukleovych
kyselin, a nakonec mohou zptisobit i smrt rostliny.
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6.1 Varianta péstovani brambor za sucha

Brambory jsou Casto péstovany v suchych oblastech s nedostatkem srazek ¢i zavlahy.
Banik et al. (2016) uvadi, ze pfiblizné ¢tyfi desetiny svétového povrchu zemé se nachazi v
suchych a polosuchych zoénach, kde je voda hlavnim omezujicim faktorem produktivity
rostlin, proto je velmi dilezité zkoumat zmény, které v nich béhem tohoto stresu probihaji.
Jednou takovou zménou je podle Suekawy et al. (2019) i hromadéni osmolytu prolinu, ktery
brambory v tomto nepfiznivém obdobi chrani. Dilezitou vlastnosti prolinu je podle Hossiana
et al. (2014), ze zvySuje schopnost rostliny odolat bunééné dehydrataci zpisobené prave
abiotickymi stresy. Dle vysledkl je vidét, ze pfi stresu brambor ze sucha dochazi k velkému
nartstu obsahu prolinu 1 hydroxyprolinu u vSech odrid. Zde vySel primérny obsah prolinu
3,236+1,818 mg/g DW, coz je téméf 4x vyssi jak u kontroly a az 30x vysSi nez péstovani
brambor v pfemokienych podminkach a primérny obsah hydroxyprolinu 0,018+0,003 mg/g
DW. To souhlasi se studii u Shu-han et al. (2018), kde také vyslo, Ze pokud jsou brambory
vystaveny stresu ze sucha, tak se vyznamné zvysi obsah prolinu. Nejvy$si mnozstvi prolinu
obsahovala jednozna¢né odrida Marabel, tedy klasickd konzumni odrtida, kde se obsah
prolinu pohyboval v rozmezi 5,871-6,390 mg/g DW a obsah hydroxyprolinu 0,021-0,0232
mg/g DW. Obsah prolinu u odridy Laura wvySel 2,740-2,775 mg/g DW a obsah
hydroxyprolinu 0,0170-0,0205 mg/g DW. Nasleduje odriida Milva s koncentraci prolinu
2,362-2,452 mg/g DW a koncentraci hydroxyprolinu 0,0164-0,0175 mg/g DW. Naproti tomu
nejnizsi obsah byl naméten u odridy Valfi, coz je barevna odriida s obsahem anthokyanovych
barviv, které ji dodavaji fialovou barvu, kde se koncentrace pohybovala 1,560-1,646 mg/g
DW a obsah hydroxyprolinu 0,0151-0,0193 mg/g DW. Touto variantou péstovani vySel
statisticky vyznamny rozdil pro prolin mezi v§emi odridami a statisticky vyznamny rozdil pro
hydroxyprolin u odriidy Marabel v kombinaci s Milva.

6.2 Varianta péstovani brambor v zamokreni

Youssef et al. (2019) tvrdi, Ze zaplavy a nadmérna vlhkost jsou podminky, které
snizuji zemé&de€lské vynosy rostlin ¢i snizuji jejich rast. Velasco et al. (2019) dodava, ze
prvnim U¢inkem podméceni rostlin je snizeni obsahu vody v rostlinach a produkce ATP,
generovana zménou z aerobniho na anaerobni metabolismus, coZz zpusobi pokles rychlosti
vSech metabolickych procest v rostliné. Dochézi ke snizeni mnozstvi Oz, které zpusobuje
inhibici kotfenového dychani, rychlost fotosyntézy a asimilaci CO2. Brambory jsou rostliny
typu Cs, proto dochazi ke zvySenému vynosu v reakci na obohacovani COz. Prvnim projevem
zamokieni je stomatalni uzavteni, které snizuje pfijimané mnozstvi COz2, coz vede ke starnuti
kofenovych bunék. ProtoZe volny prolin je €asto povaZovan za vychytavace ROS, tak byl
zkoumdn jeho obsah v hlizdch brambor. Pokud dojde ke stresu ze zamokieni, tak si rostlina
pomaha jak enzymatickymi, tak neenzymatickymi mechanismy. Takovym neenzymatickym
mechanismem je podle Velasca et al. (2019) i aminokyselina prolin, kterd chrani rostlinu pred
oxida¢nim stresem. Péstovani brambor v zamokienych podminkdch nam ale ukazuje, Ze
nedochazi ke kumulaci prolinu ani hydroxyprolinu. Z vysledkd je vidét, ze primérny obsah
prolinu se pohyboval 0,110+0,029 mg/g DW, coz je skoro az 9x niz$i v porovnani
s kontrolou. Nejvyss$i mnozstvi bylo naméteno u odrady Valfi s obsahem prolinu 0,137-0,153
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mg/g DW. U zbylych odrid bylo naméfeno podobné nizké mnozstvi. Druhy nejvyssi obsah
byl naméfen u odriidy Laura s hodnotami 0,109-0,120 mg/g DW, poté Milva s hodnotami
0,094-0,102 mg/g DW, a nakonec odrtida Marabel, kde obsah prolinu vysel v rozmezi hodnot
0,067-0,069 mg/g DW. Hydroxyprolin byl u vSech odrid pod mezi detekce. Z toho diivodu po
vyhodnoceni vyslo, ze mezi zddnou z odriid neexistuje statisticky vyznamny rozdil jak pro
prolin, tak pro hydroxyprolin. Ocekéavalo se, Ze u této varianty péstovani budou jednotlivé
odridy vykazovat vys$§i hodnoty prolinu a hydroxyprolinu nez u varianty péstovani za
optimalnich podminek. Tato hypotéza se ale nepotvrdila, z vysledkl je patrné, Ze u péstovani
brambor v zamokieni vysly nizké obsahy obou aminokyselin. Divodem, jak zminil Galdén et
al. (2010), mohou byt odlisné genetické vlastnosti brambor a velkou roli hraje i odrida. To
potvrzuje i hypotéza v mé praci, ktera vysla, Ze jednotlivé odridy reaguji na vodni stres
odliSnymi obsahy prolinu. Yang et al. (2015) tvrdi, Ze na mnozstvi prolinu mize mit vliv i
mnozstvi CO2. Lixin et al. (2019) dodava, Ze Ginky zamokieni se liSi 1 v zavislosti na
podminkach prostiedi, fazi ristu a dobé trvani zavlazovdni. DalSim divodem, proc se
hypotéza nepotvrdila, mize byt i chyba pfi péstovani brambor v zamokfeni.

6.3 Varianta péstovani brambor za optimalnich podminek

Aby bylo mozné porovnat vysledky péstovani brambor a nartist prolinu a
hydroxyprolinu za stresovych podminek, tak byly brambory péstovany i jako tzv. kontrola,
tedy za normalnich podminek. Nurmanov et al. (2018) tvrdi, Ze teplota je jednim z
dominantnich faktort, které maji vyznamny vliv na riist a vyvoj brambor. Vokal et al. (2000)
dopliluje, Ze optimalni teplota pro riist brambor je 21-24 °C. Z vysledkli méteni je vidét, Ze
pramérny obsah prolinu vysel 0,931£1,048 mg/g DW. V této varianté¢ byl naméfen nejvyssi
obsah prolinu opét u odriidy Marabel s jeho koncentraci 2,551-2,683 mg/g DW a koncentraci
hydroxyprolinu 0,0142-0,0201 mg/g DW. Nasleduje odriida Valfi, kde se celkové mnozstvi
prolinu pohybovalo v rozmezi 0,762-0,780 mg/g DW a hydroxyprolinu 0,0153-0,0175 mg/g
DW. Obsah prolinu u odrady Laura vtéto praci vysel 0,200-0,210 mg/g DW a
hydroxyprolinu pod mezi detekce. Nejnizsi hodnoty byly naméfeny u odrady Milva
s obsahem prolinu 0,123-0,142 mg/g DW a obsahem hydroxyprolinu, ktery také vysel pod
mezi detekce. Namétené hodnoty ukazuji, Ze existuje statisticky statisticky vyznamny rozdil
mezi vSemi odriidami az na odridu Laura v kombinaci s Milva. Hydroxyprolin u odridy
Laura a Milva byl naméfen pod mezi detekce, zbylé odriidy Marabel a Valfi se pohybovaly
v rozmezi hodnot 0,0142-0,0201 mg/g DW. Z vysledki je vidét, Ze u prolinu existuje
statisticky vyznamny rozdil mezi vS§emi odrtidami az na odriidu Laura v kombinaci s Milva. U
hydroxyprolinu je zase ziejmé, ze se potvrdil statistcky vyznamny rozdil u odridy Laura
v kombinaci s Valfi a Marabel a u odriidy Milva v kombinaci s Valfi a Marabel.

Po zhodnoceni vSech vysledkli méfeni je tedy jasné, Ze jednotlivé odridy reaguji
odli$né¢ na rizné podminky péstovani a obsahuji rozdilné mnozstvi aminokyseliny prolinu a
hydroxyprolinu. To se shoduje s tvrzenim Galdéna et al.(2010), ktery uvedl, ze koncentrace
aminokyselin v bramborach zavisi na odridé¢ a také, Zei genetické vlastnosti odrid brambor
ovliviiuji profil aminokyselin.
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7 Zavér

Tato prace se zabyvala souvislosti obsahu prolinu v hlizdch ve vztahu k vodou
stresovanym rostlindm bramboru (Solanum tuberosum L.). Cilem praktické ¢asti bylo zjistit
obsah prolinu ve c¢tyfech odridach brambor (Laura, Marabel, Milva a Valfi) a stanovit
mnozstvi prolinu v hlizdch vybranych odriid brambor metodou kapalinové chromatografie s
hmotnostnim detektorem a elektrosprejovou ionizaci u rostlin, které byly vystaveny vodnimu
stresu, a porovnat obsahy s optimalné zavlazovanymi rostlinami.

Z vysledkii méteni je patrné, ze obsah prolinu v hlizach je projevem vodniho stresu.
Dle vysledkt vyslo, ze rostliny vystavené stresu suchem vykazuji vyssi obsah prolinu, coz
potvrzuji i1 védecké studie. Je zde vidét rostouci trend koncentraci prolinu u vSech odrtd.
Tvrzeni, ze rostliny pfevlhc¢ené budou vykazovat zvySené obsahy prolinu oproti kontrole se
nepodafilo potvrdit. V nékterych ptipadech vysly hodnoty pti péstovani v zamokieni obdobné
jako u kontroly a jindy byly az né€kolikanasobné nizsi. Dale je vidét, ze jednotlivé odridy
reaguji na vodni stres odliSnymi obsahy prolinu. Tato hypotéza se tedy potvrdila a z vysledkt
méteni je patrné, ze nejvyssi obsah prolinu byl naméten u odridy Marabel, naopak nejnizsi u
odridy Valfi. Vysledky také ukazuji, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi vSemi
odriidami péstovanymi v suchych podminkach. Naopak u metody péstovani v zamokieni bylo
stanoveno, ze mezi odridami neexistuje statisticky vyznamny rozdil, pouze u odridy Marabel
v kombinaci s Milvou se potvrdil. Obsah prolinu byl vyznamné ovlivnén odriidou brambor 1
variantou péstovani. Hodnoty prolinu zna¢né stouply pfi stresu ze sucha, naopak pfi stresu ze
zamokieni nedoslo k vyraznému navySeni. Urcité je tedy mozné péstovat brambory v susSich
oblastech, avSak je dilezité zvolit spravnou odriidu, ktera bude kumulovat velké mnoZzstvi
prolinu a tim dokaze rostlinu dostatecné ochrénit pred oxidacnim stresem a dehydrataci.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AGP = arabinogalaktanov¢ proteiny

AMK = aminokyselina

CE = kolizni energie

CO2 = oxid uhlicity

CXP = vystupni potencial z cely

DP = deklasteracni potencial

DW = suSina

EP = vstupni potencial do cely

EXT = extensiny

FAD = kofaktor flavinadenindinukleotid

GS = enzym glutaminsyntetasa

GSALDH = enzym glutamat semialdehyddehydrogenasa
HGRP = glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin

LC-ESI-MS/MS = kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem a elektrosprejovou

ionizaci
msm = mez detekce

NAD" = oxidovana forma koenzymu nikotinamidadenindinukleotidu
NADP" = oxidovana forma koenzymu nikotinamidadenindinukleotid fosfatu
NADPH = redukovana forma koenzymu nikotinamidadenindinukleotid fosfatu

NO = oxid dusnaty

Oz = singletovy kyslik

P5C = enzym pyrrolin-5-karboxylat

P5SCDH = enzym pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa
P5CR = enzym pyrrolin-5-karboxylatreduktasa

P5CS = enzym pyrrolin-5-karboxylatsyntetasa
PRODH = enzym prolindehydrogenasa

ROS = reaktivni druhy kysliku
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