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Vliv stresu suchem na obsah prolinu v hlizach brambor
Souhrn

Brambory maji velky vyznam pro clovéka, a to zejména diky svému vnitfnimu
sloZzeni. Jsou zdrojem energie, sacharidi, bilkovin, vitamini a dalSich cennych latek.
Brambory jsou mimo jiné slozeny z hliz, které slouzi jako rozmnozovaci organ rostliny. Pravé
hlizy obsahuji vysoké mnozstvi $krobu a tato ¢ast plodiny je velmi nachylna k deficitu vody,
to se poté odrazi na kvalité a vynosu této plodiny. Brambory jsou plodinou velmi citlivou na
sucho, a to diky kratkému kofenu, coZ zpusobuje omezenou schopnost pfijimat vodu.
Brambory se péstuji pii specifickych klimatickych podminkach, a pokud tomu tak neni, jsou
napadany riznymi $ktidci, a ti pak zplisobuji nemoci, které mohou plodiné ublizit.

Vodni deficit zplsobuje pokles turgoru a vodniho potencidlu. Muze také dojit
k ¢astecnému nebo uplnému uzavieni pruducht a snizeni rychlosti bunky, a to pak zapfti¢ini
zhorSeny rust rostlin, deformaci hliz a nizsi produktivitu. Je ¢asto doprovazen 1 slanosti pidy,
coz naruSuje prub¢h fotosyntézy, vyvolava preruSeni dychani, a tim mulze dochazet
k elektronovému uniku kysliku a akumulaci reaktivnich druhG kysliku. Ty jsou schopné
poskodit buiiky a membréany této plodiny a podili se na signalizaci stresu, ¢imZ muize nastat
metabolicka porucha, a pokud nedojde k jejich detoxikaci, pak i buné¢na smrt.

K potlaceni stresu si rostliny rozvijeji rtizné adaptivni mechanismy. Takovymto
mechanismem je naptiklad prolin, ktery je pro brambory velice dulezity. Nahromadi se uvnitf
plodiny, kde vyvolava osmotické tpravy. Zvysuje tim schopnost odolat bunécné dehydrataci
a chrani bunky pfed oxidacnim poSkozenim a pfimym vylu€ovanim reaktivnich druht
kysliku. Prolinova katabolicka draha tvofena glutamatem umoziuje organismim vyuZivat
prolin jako zdroj uhliku, dusiku a jako energeticky zdroj.

Stanoveni prolinu v laboratofi lze provést pomoci kapalinové chromatografie a

ultrafialové, viditelné spektrofotometrie, které patii k zakladnim metodam.

Kli¢ova slova: vodni deficit, hlizy, aminokyseliny, HPLC, spektrofotometrie



Effect of drought stress on proline content in potato tubers

Summary

Potatoes are of great importance to humans, especially due to their internal
composition. They are the source of energy, carbohydrates, proteins, vitamins and other
valuable substances. Potatoes are composed, among other things, of tubers that serve as plant
reproductive organs. Tubs contain high amounts of starch and this part of the crop is very
prone to water deficiency, which is then reflected in the quality and yield of this crop.
Potatoes are very drought-sensitive crops, thanks to their short roots, which causes a limited
ability to absorb water. Potatoes are grown under specific climatic conditions and, if they are
not, they are attacked by pests and they cause diseases that can harm the crop.

Water deficiency causes a drop pressure inside mesh and tissue and a drop water
potential. There may also be a partial or complete closure of the vents and a decrease in cell
velocity, and this will result in impaired plant growth, tubular deformity, and lower
productivity. It is often accompanied by soil salinity, which disrupt the photosynthesis causes
breathing interruptions, and this can lead to electron leakage of oxygen and accumulation of
reactive oxygen species. They are capable of damaging the cells and membranes of this crop
and are involved in stress signaling, which can cause a metabolic disorder, and if
detoxification occurs, then cell death.

In order to suppress stress, plants develop different adaptive mechanisms. Such a
mechanism is, for example, a proline which is very important for potatoes. It accumulates
inside the crop where it causes osmotic treatments. It increases the ability to withstand cell
dehydration and protects cells from oxidative damage and direct excretion of reactive oxygen
species. The proline catabolic pathway of glutamate allows organisms to use proline as a
source of carbon, nitrogen and as a source of energy.

Determination of proline in the laboratory can be done by liquid chromatography and

ultraviolet, visible spectrophotometry, which is one of the basic methods.

Keywords: water deficit, tubers, amino acids, HPLC, spectrophotometry
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2 Uvod

Brambory jsou velmi dilezitou plodinou u nds i ve svété. Jsou zdrojem energie,
sacharidt, bilkovin, vitamini a dalSich cennych latek, které nas organismus potiebuje.
Nejcastéji se konzumuji jako ptiloha k teplym pokrmim. Brambory jsou slozeny z hliz, coz je
zdurely konec oddenku (stolonu), kde miize probihat rozmnozovani. Jsou zde ukladany ziviny
pro nepiiznivé obdobi. V dnesni dobé jsou velkym problémem pro péstovani brambor vysoké
teploty a extrémni sucho, které mize byt podpotfeno vysokou salinitou pudy, coz se nasledné
odrazi na kvalité¢ a vynosu brambor. Jednim z pozitivnich faktort, které mohou pomoci pfii
stresu suchem, je aminokyselina prolin. Tato aminokyselina dokaze vyvolat osmotické Gpravy
uvniti brambor a je schopna potladit abiotické stresy v plodin¢. Napomaha také rostling
zvladnout stres vyvolany suchem a chrani jeji makromolekuly. Prolin ma mnoho pozitivnich

vlastnosti, které rostliné pomahaji pfi téchto naroénych stresovych situacich.



3 Cil prace

1. Popis brambor a zabyvani se moznostmi, jak ptsobi stres suchem na obsahové

latky brambor a co se pii tom v rostliné déje,

2. Popis prolinu, jakozto chemické latky, jak ptsobi na brambory v obdobi
vystaveni plodiny vysokym teplotdm, stresu suchem a shrnuti, jak se prolin

zapojuje do biochemického metabolismu pfi stresu suchem,

3. Névrhy moznych zpusobu stanoveni prolinu podle odborné literatury a

v praktické ¢asti také zahrnuti i par vysledkd vlastniho méfeni.



4 Teoreticka ¢ast

4.1 Brambory

4.1.1 Uvod

Brambor (Solanum tuberosum L.) je velmi dulezita plodina a je jednou ze zakladnich
potravin ve svété. (Vokal a kol., 2013) Brambory jsou pé€stovany ve 156 zemich svéta a jsou
dilezitou hospodaiskou a zemédélskou plodinou v severni Cing, kde maji velkou rozlohu
pestovani. Jsou to plodiny, pro které je typické mirné podnebi a jsou citlivé na nedostatek
vody. (Li. et al., 2015a) Doba sklizn¢ brambor je celkem kratka s vysokou produkéni
rychlosti. I kratké obdobi stresu sucha muze vést k zavaznym Skodam a zplsobit snizeni
vynosu hliz. (Cho et al., 2016) Existuji dva zakladni a funkéni typy rostlin, a to Cz a Cs
rostliny s riznymi reakcemi na svétlo, teplotu, CO2 a N2 béhem fotosyntetického procesu
s rozlisnymi fotosyntetickymi cestami. (Yan et al., 2017) Brambora je klasifikovana jako
rostlina typu Cz. Brambory se velmi ¢asto péstuji ve vysoké nadmoiské vysce 1000-3000 m
nad motem. Hlavnim problémem ve vysadbé brambor je teplota a vlhkost. Riizné abiotické
stresy, kterym muzou byt brambory vystaveny, pak zpusobi niz§i produktivitu této plodiny.
(Mariana et Hambdani, 2016)

4.1.2 Vyuziti

Brambory se vyuZzivaji v potravinaistvi, ve $krobarenském primyslu, pouzivaji se také
jako meziplodina pro nékteré druhy rostlin, pfi vyrobé papiru, pfi vyrobé dextrini (vyroba
lepidel), pii krmeni hospodaiskych zvitat, v lihovarnictvi a pti produkci bioplynu (Vokal a
kol., 2013)

4.1.3 Historie

V 60 letech 16. Stoleti Spanélé ptivezli brambory z Peru domtl. V 80 letech 16. Stoleti
pak angli¢ti mofeplavci dovezli brambory z Chile na britské ostrovy a poté ze Spanélska a
Britanie Sifily brambory do dalSich oblasti Evropy. V prvnich desetiletich 17. Stoleti se
dostaly i do ¢eskych zemi. (Vokal a kol., 2013)

4.1.4 Popis

Brambor patii mezi dvoudélozné rostliny Celedi lilkovité (Solanaceae). Brambor je

samosprasnou rostlinou, ale miize byt opylen i pfenesenim pylu hmyzem. (Vokal a kol., 2013)



Brambory se rozmnozuji vegetativné hlizami nebo generativné semeny. Brambor je autotrofni
rostlina, coz znamena, Ze zdrojem uhliku je anorganicka latka (CO2). Z hlediska tvorby kvétu

je brambor dlouhodenni rostlinou a z hlediska tvorby hliz kratkodenni. (Vokal a kol., 2000)

Obr. 1 - Brambora

https://leporelo.info/brambor

4.1.4.1 Trs bramboru

e Nadzemni ¢ast je tvofena lodyhou s listy. Na konci lodyhy, z pazdi posledniho nebo
bocniho listu, vyrista kvétni stopka, na které je uspofadano kvétenstvi ve dvojvijanu.
Kvét se sklada z péti kalisnich listkd, péti korunnich listkt, péti tyCinek s kratkymi
nitkami a prasniky a z pestikll (semenik, ¢nélka, blizna). Plodem brambory je bobule,
kterd v duznaté ¢asti obsahuje semena.

e Podzemni ¢ast je tvorena Casti stonkl vyrastajici z mate¢ni hlizy a také kofeny, které
vyrustaji z uzli na podzemni casti stonku a stolony (podzemni odnoZze, oddenky)

z axilarnich pupent (Vokal a kol., 2013)

4.1.4.2 Hliza brambor

Hliza vznik4a pfeménou stonku. Je to zdufely konec oddenku (stolonu), jenz vzejde
z Gzlabniho pupenu. Hlizu délime na pupkovou cast, kterd ma méné ocek a souvisi se

stolonem a korunkovou ¢ast, ktera ma vétsi mnozstvi vrcholovych a postrannich o¢ek. Ma


https://leporelo.info/brambor

funkci zasobniho organu rostliny. (Vokal a kol., 2013) Maximalni teplota pidy pro tvorbu
hliz je 25°C. Brambory jsou mélce kofenici a vynosy hliz jsou velmi nachylné k deficitu
vody. Pfiméfena hydratace je tedy velmi dileZzita pro vyrobu a uvadéni bramborové hlizy na
trh. Brambory jsou plodiny typu Cs, a proto dochazi ke zvySenému vynosu v reakci na
obohacovéni CO,. Uginky obohacovani CO2 na rostliny ve vztahu k vodé jsou vétsi nez pro

extrémni sucho. (Yang etal., 2015)
4.1.4.2.1 Tvorba hliz

Hlizy se tvori na konci stolonu v sedmi fazich:

konec stolonu je hackovité zahnuty (0-5 dni)

konec stolonu za podminek dlouhého dne (5-6 dni)

subapikalni hlizotvorny otok (6-7 dni)

zahéjeni tvorby hlizy (7-8 dni)

rust hlizy (9-15 dni) po ptechodu na kratky den

rust hlizy (9-15 dni) po ptechodu na kratky den

rast hlizy (9-15 dni) po pfechodu na kratky den (Vokal a kol., 2013)

~N o o AW N P

Inkubace = obdobi mezi poc¢atkem kli¢eni a pocatkem tvorby hliz.

Tuberizace = schopnost tvorby hliz. (Vokal a kol., 2000)
4.1.4.2.2 Chemické slozeni hliz brambor

Hlizy brambor piedstavuji rostlinny produkt s vysokym obsahem Skrobu a také vody
Vv Cerstvé hmoté (68-83 %). V bunkach hliz se voda vyskytuje bud’ jako volna nebo vazana.
Volna voda je hlavnim podilem hlizové vody a je bunécnou $tavou, kterda obsahuje znacny
podil rozpustné suSiny. Mnozstvi vazané vody je promeénlivy a je spojen s hydrataci
bunécénych koloidi. Obsah suSiny v hlizach je zavisly na odradé, fazi vyvoje hlizy, priabéhu

povétrnostnich podminek a péstitelské technologii. (Vokal a kol., 2013)

Hodnoty vyjadiené v ¢erstvé hmoté rostliny:
e Voda 68-83 %,
e SuSina 17-32 %,
e Polysacharid (8krob): v hlizach je hlavni zasobni latkou 11-26 %,
e Monosacharidy: glukosa, fruktosa a disacharid sacharosa 0,5 %,
e Dusikaté latky 1-3 %,



1 bilkovinné dusikaté latky (30-80 %) dusikatych latek bramborovych hliz,
ptrevazné vodorozpustné. Hlavni bilkovinou hliz je patatin, ma zasobni funkci a
vykazuje enzymové funkce

2 nebilkovinné dusikaté latky

e VIaknina 1-2 %,

¢ Volné aminokyseliny (asparagin, glutamin, prolin) 0,1-1 %,
e Lipidy (tuk) 0,1 %,

e Popeloviny (K, P, S, Na, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn) 1,1 %,

e Antioxidanty (vitamin E, karotenoidy, polyfenoly, flavonoidy a prvek Se)

Hlizy také obsahuji latky, které pusobi negativné
e Steroidni glykoalkaloidy, které pii vyssim obsahu mohou plisobit negativné. Jedna se
pfevazné o a-solanin a a-chaconin. Jsou to toxické latky, které zpusobuji inhibici

cholinesterasy a poruSuji membrany zazivaciho traktu. (Vokal a kol., 2013)

4.1.5 Varné typy brambor

Varny typ A: pevné, lojovité brambory, jemné az stfedné jemné struktury,
nerozvartivé, velmi slabé az slabé moucnaté. Vhodné k pripravé bramborového salatu a ke
konzumu jako vatené.

Varny typ B: polopevné, polomoucnaté brambory sjemnou az hrubsi strukturou,
vlhkeé az sussi. Jsou vhodné jako ptiloha.

Varny typ C: mékké, mouéné brambory s jemnou az stfedné hrubou strukturou,
sttedné vlhké az suché. Jsou vhodné k ptipraveé vyrobkl z brambor, tést a kasi.

Varny typ D: hrubé, silné moucnaté, siln¢€ rozvativé brambory nepfistupné pro piimy
konzum. (Vokal a kol., 2000)

4.1.6 Zasobni latky brambor

4.1.6.1 Skrob

Hlavni zésobni latkou brambor je $krob. Ten plni funkci sytici. Skrob se nachazi
v nékolika formach. (Vokal a kol., 2013)
1 jako malo pfistupny pankreatické amylaze (Skrob lusténin),
2 8krob syrovych brambor,

3 jako rezistentni §krob traven enzymy v zaludku a v tenkém stfeve



Rezistentni Skrob ma piiznivé Uc¢inky jako vlaknina. Ptispiva k ochrané proti rakoviné
tlustého steva, snizuje hladinu glukosy v krvi. Nejvice rezistentniho Skrobu je pfi vafeni a
nasledném zchlazeni brambor. (Vokal a kol., 2013)

Skrob je energetickym zdrojem potravin a ovliviiuje jejich texturu a funkéni vlastnosti.
Jako zahustovadlo a stabilizator se tedy pouziva tzv. modifikovany Skrob, ktery je schopny
vazat vodu v potravinovych vyrobcich. Jednd 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 $krobu pfeménény piitomné funk¢ni skupiny. (Vokal a
kol., 2013)

4.1.6.2 Vladknina

Bramborové hlizy obsahuji vlakninu, ktera se fadi mezi polysacharidy. Zahrnuje
hemicelulosu, pektiny, hexosany a pentosany. V ptvodni hmoté hliz je 0,11 % rozpustného
pektinu, 0,45 % nerozpustného pektinu a 0,17-3,48 % vlakniny. (Vokal a kol., 2013)

4.1.6.3 Bilkoviny

Hlizové bilkoviny ¢lenime do 3 hlavnich skupin dle jejich molekulové hmotnosti:
1 patatin,
2 skupina inhibitora proteas,

3 ostatni bilkoviny (Vokal a kol., 2013)

Patatinové bilkoviny jsou povazovany za hlavni zasobni bilkoviny hliz. Skupina
inhibitori proteas ma v hlizach ulohu zasobnich bilkovin a je soucasti obranného systému.
(Vokal a kol., 2013)

4.1.6.4 Nebilkovinné dusikaté latky

Nebilkovinné dusikaté latky Elenime na volné aminokyseliny, amidy asparagin a

glutamin a ostatni dusikaté latky. (\Vokal a kol., 2013)

4.1.6.5 Mastne kyseliny

Podil tuki je nejvice zastoupen ve slupce a velké mnozstvi v bramborach je
nenasycenych mastnych kyselin (kyselina linolova, linoleova, palmitovéa a stearova). (Vokal a
kol., 2013)



4.1.6.6 Mineralni latky a vitaminy

Brambory jsou také zdrojem mineralnich latek. Je v nich obsazen hlavné K, Mg a Fe.

Obsah vitamint v bramborach je pfedevsim u vitaminu C, B1 a Bs. (Vokal a kol., 2013)

4.1.6.7 Ostatni latky

Brambory obsahuji fenolové latky, predevsim kyselinu chlorogenovou a jeji derivaty,
kyselinu kavovou a aminokyselinu tyrosin. (Vokal a kol., 2013)

Brambory také obsahuji barviva v hlizach. Ty obarvuji duzinu a zvySuji podil latek
s antioxidacni aktivitou jako napfiklad karotenoidy (lutein, zeaxanthin, violaxanthin a
B—karoten). (Vokal a kol., 2013)

Brambory ale také mohou obsahovat skodlivé latky pro lidsky organismus. Jedna se o

toxické glykoalkaloidy, pfedevsim 0 solanin a chaconin. (VVokal a kol., 2013)

4.1.7 Choroby brambor

Mohou byt pivodu fyziologického, virového, bakteridlniho a houbového. Napadany
jsou jak nadzemni, tak podzemni ¢asti brambor. (\Vokal a kol., 2000)

Fyziologické choroby:

jednd se o choroby vznikajici ptisobenim nevhodnych faktorti vnéjsiho prostiedi.

Mohou se projevovat bud’ na nati v dob¢& vegetace, nebo na hlizach. (\Vokal a kol., 2000)

4.1.7.1 Priklady chorob

e Hlizkovani: ptiznakem je nepravidelné vzchazeni a mezerovitost porostu. Pfi¢inou
jsou poruchy v latkové vymeéné zpisobené extrémnimi teplotami v zavéru vegetace,

e Rozprasky hliz: na povrchu hliz se vytvareji podlouhlé a hluboké trhliny. Ptic¢inou
jsou vykyvy v prabéhu klimatickych podminek, kdy se stiidaji sucha a vlhka obdobi,

e Zmlazovani hliz: hlizy se deformuji a prodluzuji pfirdstanim korunkové casti.
Vznikaji pak hlizy lahvovitého tvaru. Pficinou jsou predev§im extrémni klimatické
podminky, kdy se po dlouhotrvajicim suchu ptijdou vydatngjsi dest'ové srazky,

e Nitkovitost klicku: z ocek hliz vyruastaji slabé, bilé klicky dlouhé 2 mm. Pfi¢inou jsou
vysoke teploty a suché obdobi v dobé tvorby hliz,

e Rzivost duziny: na vlhkych hlizach sklizenych ze zamokienych lokalit se vytvari 2
mm velké bradavi¢naté nartstky. Pfi¢inou jsou klimatické podminky, a to pfedevSim

v suchych a teplych obdobich. (Vokal a kol., 2000)



4.1.8 Skiidci brambor

Na bramborach se vyskytuje fada skadct, které mohou parazitovat na nadzemnich i

podzemnich ¢astech rostlin. (Vokal a kol., 2000)

4.1.8.1 Skiidci bramborové naté

e MSice (Aphidoidea): sanim mohou zpusobit oslabeni bramborovych trsti a na nich se
pak muzou vyskytovat rizné deformace. Nalet msSic vrcholi piedev§im v obdobi
nejvyssich teplot,

e Kiisi (Zilnatka vironosna — Hyalestes absoletus Sig.): vysavaji rostlinné §tavy a
mohou ptenaset nebezpeéné choroby. Vyskytuji se v teplejSich oblastech a prenasi
mykoplasmosu stolbur brambor,

e Brouci (Mandelinka bramborova — Leptinotarsa decemlineata Say.): piedevs§im
Vv teplych ranobramboraiskych oblastech. Okusem listi a stonkl i hliz mize zptsobit

holozir. (Vokal a kol., 2000)

4.1.8.2 Sudci koFeni a hliz brambor

e Motyli (Osenice polni — Agrotis septum Schiff.): samicka klade vajicka na
hostitelské rostliny a tim poskozuji hlizy brambor. K pfemnozeni dochazi po suchych
parnych letech s tuhou zimou. (Vokal a kol., 2000)

4.1.9 Klimatické podminky p¥i riistu brambor

4.1.9.1 Teplota

Teplota je pro rostlinu dalezita kvili tvorbé podzemnich hliz. Nejlépe plodina roste pii
teploté 21-24 °C. Vysoka teplota mliZze zplsobit abnormdlni tvar brambor a miize také zvysit
biosyntézu kyseliny giberelové. Diky aplikaci PBZ na rostlinu muZeme inhibovat kyselinu
giberelovou a podpofit zvySeni tuberizace u brambor. (Mariana et Hambdani, 2016)
Brambory jsou velmi citlivé na zmény teploty, takze nad 30 °C klesa rustova rychlost. Hlizy
snesou az 38 °C, coz se vyuziva v termoterapii vir6z. Nad 40 °C hlizy odumiraji. (Vokal a
kol., 2000)



4.1.9.2 Vzduch

Vzduch je pro brambory také velmi dulezity. Slozeni vzduchu a jeho cirkulace
ovliviiyje kvalitu hliz pti skladovani. Brambory maji vysoky narok na provzdu$néni pidy u

kofent (rhizosféte). Ve vzduchu je dulezita koncentrace CO2. (Vokél a kol., 2000)

4.1.9.3 Voda

Na stavbé t€la brambor se nejvice podili voda, ktera mize byt bud’ volna (vakuoly,
bunécna st'ava, transpiracni voda) nebo vazana (kapilarni, inhibi¢ni, konstitucni). Obsah vody
Vv jednotlivych ¢astech brambor je nasledujici: listky bramboru obsahuji 88-90 % vody, stonky
a tapiky 90-95 %, hlizy 63-87 % a semena 5-15 %. Brambor ma stfedné velké naroky na
vlahu. Nejmensi pozadavky na vldhu ma hliza pfi kliceni. Pfi nedostatku ptidni vlhkosti dojde
ke snizeni asimila¢niho vykonu a tim 1 k niz§imu vynosu hliz. Na leh¢ich az stfednich piidach
vyZaduji brambory 70 % plné vodni kapacity (tj. 70 % péra s vodou a zbylych 30 % je
vzduch). Tyto naroky jsou pokryvany hlavné¢ destovymi srazkami a zasobou pudni vlahy.
K rlstu hliz se spottebuje mnoho vody. V dusledku ztraty vody se u rostlin za¢nou uzavirat
pruduchy a rostlina hladovi. Na kazdou molekulu COa, kterou rostlina pfijme, ztrati asi 100-
500 molekul vody. (Vokal a kol., 2000)
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4.2 Stres

4.2.1 Uvod

Rostliny jsou ¢asto vystaveny mnoha stresovych podminek, jako je nizka teplota, sil,
sucho, zaplavy, vysoké teploty, oxidativni stres a toxicita tézkych kovi. (Jaleel et al., 2007)
Abiotické stresy naruSuji bunécnou redoxni homeostdzu, méni metabolické interakce a
narusuji klicové fyziologické procesy rostlin. (Hossian et al., 2014) Procesy z hlediska
fyziologickych, morfologickych a biochemickych zmén a hormonalnich systémt pomahaji
rostlindm pftezit i pti naro¢nych podminkach. V rostlinach existuje také mnoho obrannych
mechanism, které jsou tolerantni ke stresu z nedostatku vody a soli, jako tfeba osmoregulace,
homeostdza iontli a antioxida¢ni a hormondlni systémy. Na druhou stranu obranné
mechanismy u citlivych rostlin jsou slab$i a vedou k niz§imu vytézku a k inhibici rostlin.
Z pudy kontaminované soli miize vznikat iontova toxicita, a to ma negativni vliv na rist a
vyvoj rostlin. (Cha-um et Kirdmance, 2009) Frekvence a trvani abiotickych stresi se do
budoucna bude stale zvySovat kvilli globdlnim zménam klimatu, proto je snaha vyvinout
odrudy plodin tolerantni k abiotickym stresim. Hlavni piekazkou moderniho udrzitelného
zemédelského rozvoje je tedy vyvinout pokrocilé chovatelské a inzenyrské nastroje, které by
mohly pomoci rozvijet nové odriidy s pozadovanymi agronomickymi vlastnostmi. (Hossian et
al., 2014)

4.2.2 Stres zpiisobeny suchem

Stres zptusobeny suchem je hlavnim faktorem, ktery zptisobuje ztratu zisku u rostlin.
(Monreal et al., 2007) Vodni stres je dusledkem bud’ ptebytku vody, nebo nedostatku vody.
Vice béZzny je stres znedostatku vody, protoze ma nepfiznivy dopad na ekologické a
zemédelské systémy. Rust a produktivita rostlin jsou negativné ovliviiovany rdznymi
zpusoby. Jedna se o abiotické (nezivé) a biotické (Zivé) stresové faktory. (Jaleel et al., 2007)
Vztahy mezi fotosyntetickou aklimatizaci, prolinem, rozpusténym cukrem a antokyanech
shromazdénych v plodiné mohou zpisobit suchy stres rostliny. Tyto metabolity mohou mit
tedy vyznamnou ulohu v procesu aklimatizace na stres sucha. (Sperdouli et Monstakas, 2012)

Hlavni Glohu v metabolismu pfi stresu suchem u rostliny hraje fotosyntéza. Dilezita je
rovnovaha mezi zachycenym svétlem a energii. (Sperdouli et Monstakas, 2012) Sucho by
mohlo zabrénit vstupu CO2 do listd, ovlivnit absorpci CO2 karboxyla¢nim centrem a tim
dojde ke snizeni fotosyntetické rychlosti. (Li, et al., 2015a) Pokud klesne fotosyntéza, pak

zaCne probihat nadmérné buzeni energii ve fotosystému II a to vede k narusSeni pribchu
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fotosyntézy a akumulaci reaktivnich druht kyslikt, coz nasledné vede k oxidativnimu stresu.
(Sperdouli et Monstakas, 2012)

Vodni stres tedy akumuluje reaktivni druhy kysliku a jejich nadmérna produkce méni
aktivity enzymi, které se podileji na jejich odstranéni. Nedostatek vody pak zplsobuje stalé
zmény Vv aktivitdich enzymi se zvySenou hladinou prolinu. Formace reaktivnich druhii kysliki
ohrozuji buniku bud’ unikem elektront nebo jako vedlejsi produkt riznych metabolickych cest
lokalizovanych v bunéénych komorach. Tyto reaktivni druhy kysliku se mohou také podilet
na signalizaci pienosu stresu a poskozeni buné¢nych membran. (Rai et al., 2012)

Stres suchem v rostliné také ovlivituje aktivitu fotosystému II. (Sperdouli et
Monstakas, 2012) Opakovany nedostatek vody mize snizit citlivost stomat na nizky potencial
pro vodu. Tento deficit je typicky poklesem obsahu vody, turgoru a vodniho potencialu,
¢astecnym nebo uplnym uzavienim stomat a sniZenim rychlosti bunky. Stres zpiisobeny
nedostatkem vody je vysledkem interakce mezi faktory v rhizosféte, rostlinami a atmosférou a
mnozstvim vlhkosti pro rostliny. Vodni napéti ma vyznamny vliv na urcité¢ faze cyklu
rostliny. (Helaly et al., 2017)

Dulezitym hormonem pisobicim v reakci na stres suchem u rostliny je abscisova
kyselina. Tato kyselina spousti stomatalni uzavér a také reguluje expresi genil reagujicich na
sucho. (Fard et al., 2017) Ptinosnym prvkem pro rizné druhy stresu je kiemik. Ten aktivuje
ptirozenou obranu reakce a produkci fenolickych sloucenin, které ptisobi jako antioxidanty.
Kiemik se také mize GiCastnit metabolickych a fyziologickych aktivit v rostlindch vystavenym
stresem. (Helaly et al., 2017)

4.2.3 Stres zpisobeny suchem a podpoieny slanosti pudy

Nejvice stresové podminky zplsobuje slanost a sucho. Pokud jsou tyto dvé slozky
kombinovany, pak ptredstavuji nebezpeci pro rostlinu. Interferuji akumulaci Zivin v rostliné a
také maji na rostlinu inhibi¢ni G¢inky. Nezddouci G¢inky slanosti na rostlinu mohou podpofit
sucho v rostling. (Slama et al., 2008)

Stresem ze slanosti rozumime plisobeni NaCl na rostlinu, a to samoziejmé snizuje
vynos dané rostliny a kvalitu vyslednych produktt. (Barbieri et al., 2011) Brambory jsou
klasifikovany jako stiedné citlivé na sl a jako velmi citlivé na vodni napéti. (Heuer et Nadler,
1998) Hladina soli je ve vétSiné zavlazovacich vod pod hranici pro citlivéjsi rostliny.
Akumulace soli v zavlazovacich pidach muze pochazet jak ze zavlazovani, tak ze zdroje
podzemni vody a mohou zvysit slanost az na takovou uroveni, ze mize snizit rist a vynos i u

vice tolerantnich rostlin. (Kahlaouli et al., 2015) Uginky poskozeni kvili slanosti jsou spojeny
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s klicenim, nedostatkem vody, iontovou nerovnovdhou, minerdlni vyzivou, stomatalnim
chovanim, fotosyntetickou u¢innosti a vyuzitim uhliku. Slanost tedy mize u rostlin zpUsobit
riazné deformace. Rust rostlin je retardovany, sniZi se vynosy hliz, dojde ke zménam v obsahu
susiny, rozpustnych pevnych latek a sekundarnich metaboliti v hlizach. (Levy et Tai, 2013)

K potladeni stresu si rostliny rozvijeji rizné adaptivni mechanismy. Adaptivni rostlina
odpovi na reakci na stres syntézou a akumulaci organickych sloucenin o nizké molekulové
hmotnosti v cytosolu a organelach. Tyto slouCeniny se nazyvaji kompatibilni osmolyty,
protoze se hromadi a plisobi bez naruseni intracelularni biochemie jako enzymové aktivity
v bunice. Kompatibilnim osmolytem ovliviujici stres slanosti mtize byt jednoduchy cukr
(fruktosa), disacharid (sacharosa), cukerné alkoholy nebo polyoly (sorbitol), aminokyseliny
(prolin) a sulfoniové slou¢eniny. (Kahlaouli et al., 2015)

Pokud jsou rostliny vystavené pisobeni NaCl, miiZzeme jim pomoci tak, Ze aplikujeme
prolin na list v prub¢hu ristového cyklu nebo jim také miize pomoci expozice svétla béhem
skladovani po sklizni. Aplikace prolinu na list snizi obsah dusi¢nanti béhem skladovéani a
zvy$i mnozstvi karotenoidli a chlorofylu. Skladovani rostlin v prosvétleném prostoru sniZi
ztraty hmotnosti a snizi obsah dusi¢nanti oproti tmavému uloznému prostoru. (Barbieri et al.,
2011)

Aktivni nebo pasivni akumulace prolinu je dulezitd pro adaptaéni mechanismus
rostliny v zavislosti na osmotickém namahani jako je stres z nedostatku vody a vysoka troven
slanosti. Tak mnoho organisml miiZe syntetizovat rozpusténé latky, které pomahaji udrzovat
vodu uvnitf bun€k nebo chranit organely z dehydratace. (Oufir et al., 2009) Slanost z NaCl se
vyskytuje pfi kombinaci osmotické a iontové toxicity, protoze snizuje kapacitu absorpce
vody, a tim ovliviiuje fyziologii rostliny. Stres slanosti také vyvolavaji toxické hladiny Na* a
CI" v burikach, ¢imZ se omezi sniZeni absorp&nich schopnosti aktivity K™ vyzadujici enzymy.

(Singh et al., 2016)

4.2.3.1 Reaktivni druhy kysliku (ROS) u stresu z nedostatku vody a slanosti

Slanost NaCl vyvolava pieruseni dychani a fotosyntetické prenosy elektront, a tim
dojde k elektronovému dniku kysliku a k vytvafeni reaktivnich druhti kysliku. (Singh et al.,
2016)
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Jedné se o:
1 superoxidovy radikal Oz,
2 hydroxylove radikaly OH,
3 singletovy kyslik O,
4 peroxid vodiku H202 (Singh et al., 2016)

Nadbyte¢na akumulace reaktivnich druhti kysliku v buiikach vede ke zvyseni rychlosti
lipidové peroxidace a oxidace proteinli a zpisobuje poskozeni bun¢k, membran a enzymi.
(Singh et al., 2016) ROS zpisobuji oxida¢ni poskozeni mnoha bunécnych struktur. To pak
zpusobi metabolickou poruchu, a pokud nedojde k detoxikaci ROS, pak i bunétnou smrt.
(Hossian et al., 2014)

Aby se zabrdnilo poskozeni bun¢k v dusledku ROS, produkuji rostliny fadu
kompatibilnich feseni. (Nxele et al., 2017)

Kompatibilni FeSeni:
e enzymatické (superoxid dismutasa, peroxidasa, katalasa, glutathion-S-transferasa),
e neenzymatické antioxidanty (prolin), které jsou indukovany Kk zajisténi sekundarni

ochrany proti oxida¢nimu stresu. (Nxele et al., 2017)

ROS jsou produkovany v mitochondriich, chloroplastech, peroxizomech a
apoplastech. (Hossian et al., 2014)

Fyziologické procesy jako je dychani a fotosyntéza produkuji pouze omezené
mnozstvi ROS, zatimco rizné biotické a abiotické stresy produkuji zvySené hladiny ROS,
které vedou az k oxidativnimu stresu. Tyto vys$§i hodnoty pak mohou vést k inaktivaci
proteinti a inhibici aktivity enzymu. Primarnim zdrojem ROS jsou chloroplasty. V reakci na
stres slanosti to vede ke snizeni stomatalni vodivosti, snizi se piebytek ztraty vody, a tim
dojde ke snizeni vnitinich koncentraci CO2, zpomaluje se snizeni CO2 Calvinovym cyklem a
indukuje se fotoreaktivace. V reakci na stres sucha rostlina tedy uzavie stomatalni uzavér, a to
ma za nasledek zablokovani vstupu CO> do listi a tim se omezi fotosynteticka fixace uhliku.
Tim dojde ke zrychleni fotorespiracni drahy. (Hossian et al., 2014)

VétsSina ROS, které vznikaji v mitochondriich se tvoii predev§im v oblasti komplexu |
(NADH dehydrogenasa) a ubichinonu. V mitochondriich jsou enzymy, které také dovedou
produkovat ROS. Mitochondridlni ROS jsou ale diilezit¢ pro adaptaci rostliny na stres ¢i

naprogramované smrti bun¢k. (Hossian et al., 2014)
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Suchost a slanost vyvolavaji rizné interakéni udélosti v€etné inhibice enzymovych
aktivit v metabolickych cestach. Kompatibilni rozpustné latky jako je prolin se hromadi pfi
abiotickych stresovych podminkach u mnoha druhti rostlin. U brambor je prolin dulezity kvili
osmotickému nastaveni. (Nxele et al., 2017) ZvySena biosyntéza prolinu hraje vyznamnou roli
u osmotického pfizplsobeni pii stresu slanosti. Prolin plisobi jako osmolit, také je dilezity
pro chytani elektronti, stabilizuje subcelularni struktury a vyrovnavd bunéény redoxni

potencial pii stresu slanosti. (Singh et al., 2016)

4.2.4 Stres zptsobeny suchem u brambor

Brambory jsou citlivé na sucho, protoze maji kratky koten, coz zplisobuje omezenou
schopnost pfijimat vodu. Stres suchem ovliviiuje riist a vyvoj vyhonkd, kofent a hliz. Tim
pak dojde nejen ke snizeni kvality hliz a také ke sniZeni produkce hliz. Odezva brambor pfi
stresu suchem se mezi kultivary zna¢né lisi jak v rozsahu, tak v Casovani deficitu vody.
Béhem iniciace hlizy potencial pidni vody, ktery je mensi nez 25 kPa ovliviiuje pocet hliz.
Nejvice pouzivané indikatory na stres suchem je odpor, mnozstvi vody v listu a odstranéné
voda z listu. Nejvice zjevnou odpovédi na stres suchem je vétrani listi. (Banik et al., 2016)

Nekteré rostliny jsou dokonce schopné zvysit odolnost prosti stresu vystavenim se
nizkému stresu (aklimatizaci). Aklimatizace zavisi jak na genotypu rostliny, tak na celkovém
prostfedi. (Banik et al., 2016) U brambor muze dochazet ke stresu suchem zvlasté kvili
nepravidelnym srazkdm nebo nedostatecnym zavlaZzovanim. Brambory jsou povaZovany za
plodiny, které jsou vice nachylné na sucho. (Ambrosone et al., 2017)

Existuje tzv. stresovd pamét, kdy si rostlina po sérii jdoucich stresii navodi stresovou
pamét’. Ta reaguje agresivnéji na budouci stres, ktery muze ptijit. (Ambrosone et al., 2017)

Existuje také tzv. kratkodoba pamét’ (mitoticka), ktera ma ¢asové rozpéti mensi nez 1
tyden a dlouhodobd pamét’ (meioticka), kdy je pamét napéti prendSena na nestresované
potomstvo Vv ramci dédi¢nosti a mohla by byt udrZzovana béhem dalsiho vyvoje v rdmci
Zivotnosti organismu. Pfeziti nebo smrt rostlin je dan rostlinou genetikou, vyvojovymi fazemi
rostlin a jejich morfologii a zavaznosti a trvanim stresové udalosti. Geny mohou velmi
vyrazn€ souviset se stresem, jelikoz upravuji dillezité mechanismy bunék, jako metabolismus
proteinti, homeostdzu iontl, trankripni a postranskripéni regulaci, detoxikaci nebo opravu
poskozeni rostliny. Pokud je stres vody postupné zavadén do bramborovych buné¢k, pak se
slucuji s aktivnim bunénym ristem v diisledku obnoveni syntézy proteinti, akumulaci prolinii
a polyaminii a zménach v membranovém slozeni. Cela rostlina, na kterou plisobi stres, miize

byt vin vitro podminkéch identifikovana zjednodusenou bunécnou cestou, a to Systémem
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vybranych pocti genti v burikach brambor reagujicich na stres. Buiiky brambor tedy reaguji
na nedostatek vody podle intenzity a trvani omezeni mnozstvi vody v rostlin¢. (Ambrosone et
al., 2017) Dlouhotrvajici stres zptisobuje tmavnuti listt a zvinéni kvuli ztraté vnitiniho tlaku

vody v rostlinnych buiikach. (Chang et al., 2018)

4.2.5 Prolin jakoZto uZite¢ny indikator u rostlin p¥i stresu suchem

Reakce na vodni stres se 1isi dle typu rostlin. Hlavni prvni reakci na deficit vody u
vSech rostlin jsou osmotické upravy v rostliné. Kompatibilni akumulace rozpoznanych latek
V cytoplasmé je povazovana za mechanismus pfispivajici ke stresové toleranci. Aby byly
potlaceny abiotické stresy u rostliny, tak roste rostlindim osmoticky potencial jejich bunék
shromazdénim kompatibilniho osmolytu, jako je naptiklad prolin. (Jaleel et al., 2007)

Akumulace prolinu je jednou z hlavnich Gprav na salinitu a deficit vody. Vysoka
uroven prolinu umoziuje rostlindm udrzet nizky potencial vody a umoziuje prevzit dodate¢né
mnozstvi vody z prostiedi, ¢imz se vyrovna okamzity nedostatek vody v organismu. Prolin
také funguje jako zachytka redoxnich potenciali, jako rozpoustédlo, které chrani
makromolekuly proti denaturaci a sniZzeni kyselosti v buiice a piisobi jako skladovaci
sloucenina a zdroj dusiku pro rychly rast. (Kahlaouli et al., 2015) Prolin je dtlezitou latkou,
kterd pomaha rostlin¢ zvladnout osmoticky stres nebo stres zpusobeny suchem. Prolin chrani
rostlinné buiiky osmotickym nastavenim nebo stabilizaci membran. Urovei volného prolinu
je regulovana pomérem rychlosti jeho biosyntézy a degradace. (Sperdouli et Monstakas,
2012)

Nedostatek vody v listové tkani také ovliviiuje fyziologické procesy v rostling, a tim
snizuje vynos. (Monreal et al., 2007) Listovy sprej o nizké koncentraci prolinu mize zvysit
toleranci kultivaru na slanost za polnich podminek. (Kahlaouli et al., 2015) Prolin je velmi
uzitecnym indikatorem v kofenech rostlin. Indikuje situace, které mohou vést ke sniZeni
vynosu a kvality kofene. Danou situaci mize byt prebytek dusiku nebo pravé stres zpusobeny
suchem. Vysoka hladina dusiku totiz zvySuje mnozstvi prolinu ¢astenym zvySenim indexu
listové plochy. Stres suchem a nadbytek dusiku vedou k mobilizaci ulozenych sacharidi a tim
k dodani energie. (Monreal et al., 2007)

Stres suchem zptsobi postupnou ztratu vody a narast prolinu v rostliné o 10 % a také
narust aktivity enzymu pyrrolin-5-karboxylat syntetasy. Akumulace volného prolinu je velmi
znamd metabolickd reakce rostliny na stres suchem. Prolin je osmolyt, ktery umoziuje
osmotické nastaveni v rostling, stabilizuje strukturu bilkovin a bunéénych membran, pisobi

jako ochranna latka pro enzymy, ni¢i volné radikaly a je také antioxidantem. Prolin muze
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také zajistit regulaci kyseliny citronové a slouzi jako rezerva pro uhlik a dusik po stresovém
uklidnéni a mize pusobit jako signalni molekula schopna aktivovat obranné reakce. Prolin,
ktery se nahromadi pii stresu suchem nebo prolin aplikovany exogenné ovlivituje odolnost
proti stresu prostfednictvim zmirnéni tkanové dehydratace a ochrany bunéénych membréan a
enzymu ze $kodlivého G¢inku dehydratace. Gen pyrrolin-5-karboxylat syntetasa, pyrrolin-5-
karboxylat reduktasa a prolin dehydrogenasa reguluji metabolismus prolinu. Jedna z reakci na
stres sucha je, ze k poklesu dostupnosti vody Vv rostliné dochazi pii akumulaci prolinu. Prolin
je nezbytny pro metabolismus a syntézu bilkovin a piispiva ke sloZeni, struktuie a stabilité
bilkovin. (Bandurska et al., 2017) Prolin hromadici se pii stresu suchu mtze rostliné pomoci
se prizpusobit osmotickému stresu. MikroRNA (MirRNA) jsou malé¢ endogenni RNA, které
jsou dulezité pii vyvoji rostlin a reakce rostliny na stres tim, ze negativné ovlivituji expresi
genu po transkripci a pfi posttranskripénich upravach. MirRNA je zndmé tim, Ze reguluji
prolin akumulaci v rostling. V rostlindich se MirRNA vazi na mRNA s témét dokonalou

komplementaritou. (Yang et al., 2013)

Shrnuti funkci prolinu:

e Prvni z nich je osmotické pFizptisobeni a to tak, Ze zvySuje schopnost rostliny odolat
bunécéné dehydrataci zplisobené abiotickymi stresy,

e Dalsi ulohou je ochrana bunécné 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 pii toleranci stresu zlepSenim posunu redoxniho
potencialu doplnénim o NADP?,

e ZvySena rychlost biosyntézy prolinu v chloroplastech béhem stresu pomaha udrzet
nizké poméry NADPH/NADP?, stabilizuje redoxni rovnovahu a snizuje fotoinhibici,

e Dalsi funkci prolinu je skladovani a preprava redukcnich latek. DileZitost je pti
pfenosu energie a pifi sniZovani potencialu,

e Prolin také ovlivituje proliferaci bun¢k a bunécnou smrt a vyvolava expresi genu
nezbytnou pro obnovu rostlin pfed stresem a rist a rozvoj rostlin,

e Dalsi duleZitou funkci je, Ze chrani rostlinné bunky pfed oxidacnim poSkozenim

pfimym vylucovanim ROS,

Prolin je také prekurzorem pro jiné antioxida¢ni molekuly,
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e Dalsi funkci prolinu je to, Ze slouzi jako chelatacni c¢inidlo. ROS mohou rychle
oxidovat DNA, proteiny a lipidy, coz v hor§im piipadé muze vést k indukci
autokatalytické lipidové peroxidaci. Oxidacni poSkozeni téchto makromolekul mize
zpisobit poskozeni membrany a dysfunkci, ztratu enzymovych aktivit a praskliny

DNA,

e Prolin inhibuje buné¢nou smrt podobnou apoptdze. (Hossian et al., 2014)

4.2.6 Regulatory ristu rostlin

4.2.6.1 Paclobutrazol

Paclobutrazol [(2RS,3RS)-1-(4-chlorophenyl-4,4-dimethyl-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
yl)pentan-3-ol] je sloucenina, ktera pomaha rostling, kdyZ je vystavena solnému prostiedi
nebo nedostatku vody, diky snizeni organické slouceniny Malondialdehydu ((CHO)2CH>) a
unikem elektrolytu. Tim vyvold zvySeni mnoZstvi vody, prolinu a antioxidantu v rostlin€.
(Junglkang e al., 2017) PBZ patii do skupiny triazolovych slou¢enin a mezi regulatory ristu.
Vétsinou se aplikuje pfimo do piady, kde muze zlstat aktivni. Ovliviiuje rist a vyvoj
naslednych plodin a také mikrobiélni aktivitu. (Liu et al., 2016) Zabranuje rastu rostlin
inhibici sterolu a hormonu gibberellinu. Ovliviiuje také vyvoj zmény rychlosti fotosyntézy a

modifikace rostliny. (Kuai et al., 2015)

4.2.6.2 Brassinosteroidy

Brassinosteriody jsou nové piirodni rostlinné hormony vSudypiitomné v rostlinach a
hraji dulezitou klicovou roli pii regulaci vyvoje rostlin, ristu a odolnosti vic¢i rliznym
enviromentalnim stresim. (Gao et al., 2016) Jsou tfidou polyhydroxylovanych steroidnich
rostlinnych hormontl. Jsou zapojeny do fyziologickych, biochemickych a molekularnich
reakci v rostlinach jako je Kkli¢ivost semen, rozdéleni a prodlouzeni bunék, vaskularni
diferenciace, fotomorfogeneze, fotosyntéza, aktivace enzymu a starnuti. BR také zvySuji
vynos u n€kterych obilnin, lusténin a olejnin. Jsou nezbytné pro normalni rist a vyvoj rostlin.
Ucinnost BR na riist rostlin a jejich vynos je pouze pii pouziti nizkych davek. BR se vyskytuji
témet ve vSech Castech rostlin (pyl, kvétni pupeny, plody, semena, vaskularni kambia, listy,
vyhonky a kofeny). Tyto steroidni slouCeniny se vyskytuji ve volné formé a konjuguji se

z cukrti a mastnych kyselin. Jsou také ptitomny v hmyzu a v korunach stromd. (Ali, 2017)
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4.2.6.3 Cytokininy

Jsou hlavni tfidou rostlinnych hormond, které ovliviuji riist a rozvoj rostlin. Modulace
CK homeostazy nebo jeji signalizace muze potencionalné ovlivnit pfizptisobeni rostlin
stresim a pomoci tak zvySeni vynost rostlin. CK reguluji riist a vyvoj rostlin prostfednictvim
komplexu sité signalizace a prostfednictvim interakce s dalSimi rostlinnymi hormony (auxin,
ethylen, gibberellin, kyselina abscisova). (Li et al., 2015b) CK tolerance ke stresu by mohla
byt pouzita ve dvou hlavnich pfistupech. Prvni je zalozen na zvySené koncentraci CK. To
podporuje aklimatizaci rostlin a miru pfeziti a minimalizuje ztraty na vynosu. Druhy pfistup
snizuje obsah CK v kofenech nadprodukci CK degradacnich enzymt, coz vede ke zméné

morfologie kofene nebo ke zvySeni kofenové biomasy. (Pospisilova a kol., 2016)

4.2.7 Priprava na stres suchem

Ptiprava na sucho pted stresem suchem muze byt pro rostlinu velmi piinosné, protoze
pomaha rostliné zvysit toleranci naslednych stresovych stavii vyvolanim rychlejsiho a
siln€¢j§tho obranného mechanismu. Rostliny dokazi tolerovat stres suchem, pokud se jim
vylepsi listovy vodni potencial, obsah chlorofylu a obsah ribulosy-1,5-bisfosfat
karboxylasy/oxygenasy. Zlepsena fotosyntéza, lepsi fotoprotekce a ucinny enzymaticky,
antioxidacni systém vedou k menSimu sniZovani vynosu. Pfi silném stresu suchem nastdva
stomatalni omezeni, také Spatnd ucinnost fotosystému II a pokles aktivity CO2 asimilanich
enzymu jako je ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa. Pokud nejsou oxidativni druhy
kysliku znieny antioxidanty, pak miZe nastat oxidace proteinii, membranova lipidova
peroxidace, inhibice DNA a RNA a hormonalni aktivity, které zpiisobi, Ze u buiiky nastane
oxidativni stres, ktery brani riistu nebo mitize zptsobit az smrt bunky. (Abid et al., 2016)

Pro ptipravu sucha u rostliny miizou slozit né€které chemické indukce jako tfeba oxid
dusnaty, sirovodik, peroxid vodiku a kyselina B-aminomadselnd. Rostliny, které jsou pfedem
vystavené stresu Zivotniho prostiedi, mohou vyuZit potencial pro rychlejsi a siln¢jsi obranu na
stres okoli. (Abid et al., 2016) Aby se rostliny vyrovnaly s nedostatkem vody, tak si vyvinuly
sadu strategii. Jednd se o morfologické nebo fyziologické ptizplisobeni biochemickym

reakcim tak, aby 1épe piezivaly stres v obdobi sucha. (Shu-han et al., 2018)
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Existuji 4 hlavni mechanismy odolnosti na stres suchem u rostlin:

=

vyhybani se suchu,
tolerance na sucho,

unik sucha,

> w0

obnoveni sucha

Vyhybani se suchu se tyka predevsim schopnosti rostlin udrzovat vysoky stav vody
zvySenim piijmu vody nebo snizenim ztraty vody v obdobi sucha. Toleranci sucha u rostlin se
rozumi schopnost rostlin udrzovat uréitou uroven fyziologické aktivity. Tolerance sucha je
obvykle spojena s fyziologickymi parametry tykajici se osmotické Upravy. Jedna se o
aminokyselinu prolin, obsahu rozpustného cukru a kyseliny abscisové a zmirnéni Skod
zpusobenych suchem. Aby se snizil neptiznivy dopad stresu suchem na rostlinnou vyrobu,
bylo vymysleno né€kolik metod a technologii ke zvySeni odolnosti plodin na stres suchem.
Suché vytvrzeni je vhodnou a proveditelnou metodou, které zahrnuje vystaveni rostlin

suchym podminkam (sniZzené zavlazovani). (Shu-han et al., 2018)

4.2.8 Sekundarni metabolity p¥i reakci na stres suchem

4.2.8.1 Trichoderma

Jedna se o houbu, ktera pochazi bud’ z pudy, ze stromové kiry nebo z volné ptirody.
Je schopna zabit dal$i houby a pronikat kofeny, a proto se pouziva jako biofungicid, a tak

chrani rostliny proti patogenim. (Mendoza-Mendoza et al., 2017)

Trichoderma mé& potencidl vyvolat hostitelskou rostlinnou toleranci k nékterym
biotickym a abiotickym stresim jako je pravé sucho a salinita. Podili na podpofe rlstu
kofent, udrzuje pfijem Zivin a také spousti ochranné mechanismy k odvraceni oxidativniho
poskozeni a to tak, Ze podporuje aktivitu antioxida¢nich enzymi jako je superoxid dismutasa,

katalasa a askorbat peroxidasa. (Alwhibi et al., 2017)

4.2.9 Techniky pro detekci stresu u rostlin

Existuji bezdotykové techniky zalozené na dalkovém sniméni pro detekci stresu u
rostlin. (Gerhards et al., 2016)

20



Takovymto zaFizenim muZe byt:
1. termografie,
2. UV/VIS (ultrafialova/viditelna spektroskopie),
3. NIR/SWIR (infracervena/kratkovinna spektroskopie),
4

Fluorescence (Gerhards et al., 2016)

Stres z nedostatku vody je fenotypova charakteristika, ktera ukazuje na dehydrataci
Vv rostling. Stomatélni vodivost rostlin je mozno méfit porometrem, ktery méii koncentraci
pary ve dvou raznych hodnotich pomoci snimact vlhkosti, ze které se pak vypocte
transpirace listd. Stomatélni regulace také zavisi na meteorologickém stavu jako je slunecni
zateni, rychlost vétru i teplota a tlak pary. Tlak péary, je rozdil mezi skuteénym mnozstvim
vodni pary ve vzduchu a maximalni mnozstvi vodni pary ve vzduchu pro danou teplotu, a
proto také poskytuje schopnost transpirace listl. Cim je vy$si tlak pary, tim vyssi je
transpirace listh u zdravé rostliny. Stomatélni uzavieni je jednou z prvnich odpovédi
k nedostatku vody u rostlin. Na detekci stresu u rostlin se daji také pouzit rucni
Sirokopasmové infraCervené kamery, jez jsou schopné zachytit teplotu a mohou odvodit
spektralni emisivitu. Vodni napéti méni teplotu v listu, emisivitu a obsah vody v listu, obsah
pigmentu i strukturu. (Gerhards et al., 2016)
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4.3 Prolin

4.3.1 Uvod

Jedna se o aminokyselinu, u které se postranni fetézec vaze k hlavnimu fetézci za

vzniku pyrrolidinového kruhu. (Fujisawa et al., 2018)

Obr. 2 - Vzorec prolinu

COOH
NH

https://www.wikiskripta.eu/w/Prolin

Prolin je zapojeny do ruznych fyziologickych procesti. Je to hlavni organicky osmolyt
hromadici se v riznych druzich rostlin v reakci na enviromentalni napéti (sucho, slanost,
extrémni teploty, UV zafeni nebo téZké kovy). Prolin ovliviiuje proliferaci bun¢k nebo
bunécénou smrt a vyvolava specifické exprese genu, které mohou byt nezbytné pro obnovu

rostlin vystavenych stresu z okoli. (Fujisawa et al., 2018)

4.3.2 Biochemie

Prolinova katabolickd drdha tvofend glutamatem umoZiiuje organismim vyuZzivat
prolin jako zdroj uhliku, dusiku a jako energeticky zdroj. FAD dependentni prolin
dehydrogenasa (PRODH) a NAD® dependentni glutamat semialdehyd dehydrogenasa
(GSALD) pteménuji prolin na glutamat ve dvou postupnych oxidaénich 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 umoziuje 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 pieveden na glutamat L-glutamat-y-
semialdehyd dehydrogenasou pies NAD™. (Liu et al., 2017)
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4.3.3 Biosyntéza prolinu

4.3.3.1 Glutamatova cesta

Jako prekurzor se pouziva glutamat. Vyzaduje 2 enzymy, a to Al-pyrrolin-5-
karboxylat syntetasu (P5CS) a Al-pyrrolin-5-karboxylat reduktasu (P5CR). Prvni P5CS
fosforyluje a redukuje glutamat na glutamat-semialdehyd (GSA), ktery je spontanné
pfeménén na pyrrolin-5-karboxylat (P5C) a nasledné¢ enzym P5SCR pfeméni P5C na prolin.
(Hossian et al., 2014)

Obr. 3 - Schéma biosyntézy prolinu
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v
GLUTAMAT-y-
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2-OXOGLUTARAT ACETYL-COA oy Al ACETAT
| FUMARAT
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| i PR SUKCINAT
| IZOCITRAT
l \
b o e —» 2-OXOGLUTARAT SUKCINYL-CoA
CoA

http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/cd/hypertext/ KPAAJ.htm
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4.3.3.2 Ornitinova cesta

Jako prekurzor se pouziva Ornitin. Tato cesta prochazi pies enzym ornithin-6-
aminotransferasu (6-OAT). Akumulace prolinu pies tuto cestu je dulezitd v obdobi rustu
semenacku. Prolin se akumuluje v cytosolu nebo chloroplastu, ale degradace prolinu (oxidace
prolinu na glutamat) probiha v mitochondriich prostfednictvim enzymu. Jako prvni enzym
prolin dehydrogenasa (PRODH) ptfeméni prolin na pyrrolin-5-karboxylat (P5C) a enzym
pyrrolin-5-karboxylat dehydrogenasa (PSCDH) méni P5C na glutamat. (Hossian et al., 2014)
Za osmotickych stresovych podminek prevazuje glutamatova draha. (Kahlaouli et al., 2015)

Dulezitym enzymem u vysSich rostlin je glutamin syntetasa (GS), ktera se podili na
reasimilaci NHas. Podili se na asimilaci anorganického dusiku do organické formy a katalyzuje
kondenzaci zavislou na ATP a NHs s glutamatem za vzniku glutaminu, ktery pak poskytuje
dusikatou skupinu. Glutamin syntetasa se v rostlinach vyskytuje ve 2 formach. Prvni

izoenzym je lokalizovan v plastidach a druhy v cytosolu. (Kahlaouli et al., 2015)

Oznaceni pouZzitych enzymii:

1. Prolin dehydrogenasa (PRODH): EC 1.5.5.2
Glutamat semialdehyd dehydrogenasa (GSALD): EC 1.2.1.88
Pyrrolin-5-karboxylat syntetasa (P5CS): EC 2.7.2.11
Pyrrolin-5-karboxylat reduktasa (P5CR): EC 1.5.1.2
Ornithin- 5-aminotransferasa (5-OAT): EC 2.6.1.13
Pyrrolin-5-karboxylat dehydrogenasa (P5CDH): EC 1.5.1.12 — v roce 2013 byl
enzym smazan a pojmenovan jako L-glutamat-y-semialdehyd dehydrogenasa
7. Glutamin syntetasa (GS): EC 6.3.1.2

o gk~ w N
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4.4 Stanoveni prolinu

4.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Je to nejrozsifenéjsi metoda pouzivana pro vétsinu analytickych separacnich technik.
Muzeme zde méfit aminokyseliny, proteiny, nukleové kyseliny, hydrokarbonaty,
karbohydraty, terpenoidy, pesticidy, antibiotika, drogy, steroidy, organické druhy kovi a
rizné druhy anorganickych substanci. V moderni kapalinové chromatografii se dosahuje

pfiméfeny pratok eluentu s obalem o velikosti ¢astic 2-10 um. (Skoog et al., 1998)

4.4.1.1 Vybaveni

44.1.1.1 Nadrze mobilni faze

Moderni HPLC je vybaveno jednim ¢i vice nerezovych rezervoart a kazdy z nich
obsahuje 200-1000 ml roztoku. Rezervoary jsou Cc¢asto vybaveny prostiedkem pro
odstrafiovani plynti (kysliku a dusiku). Ty interferuji vytvafeni bublin v koloné a v detekénim
systému, protoze bubliny mohou narusovat vykon detektoru. Jako jediné rozpoustédlo se
pouziva anorganicka eluce, coz je jediné rozpoustédlo s konstantnim slozenim. Jako mobilni

fazi mizeme pouzit roztok methanolu a vody (50:50). (Skoog et al., 1998)
4.4.1.1.2 Cerpaci systém
Zahrnuje generator tlakt, pulzni vystup, prutok v rozmezi 0,1-10 ml/min., fizenost

a reprodukovatelnost toku a korozivzdorné soucasti. (Skoog et al., 1998)

e reciproacni Cerpadlo — je nejpouzivangjsi,
e posuvné Cerpadlo,

e pneumatické ¢erpadlo (Skoog et al., 1998)
4.4.1.1.3 Systém vstrikovani vzorki

Pouzité objemy jsou malé (n¢kolik desetin pl az 500 pl). Nejrozsifenéjsi metoda

méfeni vzorku je zaloZena na vzorkovacich smyc¢kach. (Skoog et al., 1998)
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4.4.1.1.4 Kapalinové chromatografické sloupce

Jsou obvykle konstruovany z trubek z nerezové oceli. Jsou dlouhé 10-30 cm. Casto
byvaji sparovany dvéma a vice sloupci dohromady. Vnitini primér je 4-10 mm a nejbeéznéjsi
velikost ¢astic obalu je 5-10 pl. MizZzou byt bud’ stinici sloupce nebo sloupcové termostaty.

(Skoog et al., 1998)

44115 Kolony

o pelikularni se skladaji ze sférickych, neporéznich, sklenénych nebo polymernich
kuli¢ek s typickym pramérem 30-40 pm,

e porézni se skladaji z poréznich mikro¢astic vyskytujicich se v rozmezi 3-10 pum
(Skoog et al., 1998)

4.41.1.6 Detektor

e hromadné detektory vlastnosti, které reaguji na vlastnosti volné mobilni faze,

e detekce vlastnosti rozpusténé latky reagujici na urcité vlastnosti rozpusténych latek
(Skoog et al., 1998)

Absorp¢ni detektory maji omezeny objem 1-10 pl. (Skoog et al., 1998)

Obr. 4 - Schéma vysokoucinné kapalinové chromatografie
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http://slideplayer.cz/slide/3160943/
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4.4.2 Kapilarni elektroforéza

Je to separacni metoda zaloZend na diferencialni rychlosti migrace nabitych druhi
latek v pufrovém roztoku, na které bylo aplikované stejnosmérné elektrické pole. Pfinasi
vysokorychlostni separaci s vysokym rozliSenim a malych objemech vzorki. (Skoog et al.,
1998)

Elektroosmoticky pritok

Kdyz je vysoka ucinnost aplikovana ptes kapilarni trubici obsahujici pufrovaci roztok,
obvykle dochézi k elektroosmotickému toku, ve kterém migruje rozpoustédlo smérem ke
katod¢ nebo anodég. Pticinou elektroosmotického toku je elektrickd dvojvrstva, kterd se vyviji
na rozhrani oxidu kiemicitého/roztoku. Nad hodnotu pH 3 je vnitini sténa kapilary oxidu
kfemic¢itého negativné nabita ionizaci povrchovych silanovych skupin (Si-OH). Pufrove
kationty se shromazd'uji v elektrické dvojvrstvé piiléhajici k negativnimu povrchu silikonové
kapilary. (Skoog et al., 1998)

4.4.2.1 Pristrojové vybaveni pro kapilarni elektroforézu

Kapilara z taveného oxidu kiemicitého naplnéna pufrem, vnitini pramér je 10-100 pm,
délka 40-100 cm. Rozklada se mezi dvéma vyrovnavacimi zasobniky, které drzi platinovou
elektrodu. Zavadéni vzorku probiha na jednom konci a detekce na druhém. Objem kapilary je

4-5 ul, nasati a detekce musi byt ale mensi nez tento objem. (Skoog et al., 1998)

4.4.2.1.1 Vstrikovani vzorku

e elektrokinetické vstfikovani: ponoii se jeden konec Kkapilary a elektrody do
zkoumaného vzorku, tim vzorek vstoupi do kapilary. Kapilarni konec a elektroda se
potom umisti zpét do pufrovaciho roztoku po dobu separace,

e tlakové vstiikovani: koncovka kapilary se zavede do vzorku a tlakovy rozdil se pak

pouzije pro privedeni roztoku vzorku do kapilary (Skoog et al., 1998)
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Obr. 5 - Schéma kapilarni elektroforézy
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4.4.3 Ultrafialovd, viditelna adsorpéni spektroskopie

Spektrélni rozsah z&jmu lze rozdélit do tii rozsaht. Blizké UV zafeni v rozsahu 185-
400 nm, viditelné zafeni v rozsahu 400-700 nm a ¢asti infracerveného zafeni v rozsahu 700-
1100 nm. Tyto pfistroje umozinuji ziskat spektrum absorbanci jako funkci vlnové délky.

VInova délka je vyjadfovana v nanometrech (nm). (Rouessac et Rouessac, 2000)

4.4.3.1 Ultrafialova, viditelna spektrofotometrie

Zahrnuje 3 komponenty: zdroj, disperzni systém a detektor. (Rouessac et Rouessac, 2000)

4.4.3.1.1 Zdroje svétla

e Zarovka: je vyrobena z wolframového vlakna ulozeného ve sklenéné obélce. Ta se
pouziva pro viditelnou ¢ast spektra nad 350 nm,

e Deuteriova obloukova lampa: ma 2 elektrody ponofené v atmosféfe deuteria. Pod
proudem elektroni se molekuly deuteria disociuji a vyzafuji fotony v rozmezi 160-400

nm. (Rouessac et Rouessac, 2000)
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4.4.3.1.2 Disperzni systétm a monochromatory

Svétlo vyzarované zdrojem je zde rozptyleno rovinnou nebo konkdvni mtizkou. Pro
skenovaci spektrofotometry je miizka integrovana do sestavy nazyvané monochromator.

(Rouessac et Rouessac, 2000)
4.4.3.1.3 Detektor

Méfi vinovy signal pii dané vinové délce. Pouziti velkého poctu detektorti ve formatu
diodového pole dovoli stimulovat vicekanalovou detekci. EXistuji 2 typy detektord, a to
fotonasobici trubice, coZ je velmi citlivé zatizeni (nejpouzivanéjsi) a polovodice. (Rouessac et

Rouessac, 2000)

Obr. 6 - Schéma ultrafialové, viditelné spektrofotometrie

referentni  diferencialni
eta zesilovaé

monochro-
mator

= detektory

Zpracovani_
a_zobrazeni
) sighalu
zdroj kyveta

zafeni se vzorkem

http://docplayer.cz/38655488-6-metody-molekulove-spektroskopie-spektrofotometrie-

luminiscencni-metody.html
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5 Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti jsem si zkusila namétit par vysledkia a sezndmit se

s metodikou.

5.1 Vlastni stanoveni

5.1.1 Pouzité odridy brambor

5.1.1.1 Laura

Jednd se o poloranou odridu, ktera je urcend pro piimy konzum, varného typu B.
Hlizy jsou dlouze ovalné, slupka je Cervend a duznina tmavé Zluta. Jedna se o vzhledné hlizy.

Vynos trznich hliz je nizsi a jsou méné odolné proti napadeni plisni bramborovou (Cermak,

2015).

5.1.1.2 Milva

Je to rovnéz polorana odriida ur¢end pro ptimy konzum, varného typu AB. Duznina je
Zluta a hlizy kratce ovalné. Vynos trznich hliz je velmi vysoky a hlizy obvykle netmavnou po

uvateni. Tato odriida je nachylngjsi k napadeni virovymi chorobami (Cermak, 2015).

5.1.1.3 Marabel

Jedna se o konzumni odridu, kterd dosahuje vyssiho vynosu hliz. Hlizy jsou stfedné
velkeé a ovalné s tmavé Zlutou duzinou a zlutou slupkou. Vaiené hlizy jsou jemné, netmavou
amaji varny typ BA — B. Poc¢ate¢ni rust naté je stiedné rychly a rist hliz je velmi rychly.
Pocet hliz je stiedni. Jedna se o odolnou odriidu vici had’atku bramborovému, virovym
chorobdm, a naopak silné nachylna k rakoviné brambor. Marabel je registrovana od roku 1995
(\Vokal et al., 2000).

5.1.1.4 Valfi

Jedna se o poloranou az polopozdni odridu s delsi vegetacni dobou, s modrofialoveé
zbarvenou slupkou a modrofialové mramorovanou duzninou, s niZz§im vynosem stiedné
velkych hliz. Zabarveni hliz pozitivné ovliviiuje teplota v pribéhu péstovéani, a proto lze
predpokladat intenzivnéjSi zabarveni pifi péstovani v pfirozené teplejSich oblastech a na

leh¢ich piidach (Domkarova et al., 2006). (Domkarova et al., 2006).
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5.1.2 Priprava brambor

Aby bylo mozné provést stanoveni, tak jsem vSechny 4 odrudy brambor rozmixovala
Vv mixéru. Navazila jsem 0,5 g bramborové hlizy od kazdé brambory. Pfidala k ni 5 ml
extrakéni smési (methanol : voda) vpoméru 1 : 1. Poté jsem smés tfepala 30 minut na
tiepacce. Po tfepani jsem dala vzorky odstfedit na 5 minut do odstfedivky. Supertant (tekutina
nad sedimentem) jsem nafedila 100x demineralizovanou vodou a vzorky poté prefiltrovala

pies nylonovy mikrofiltr.

5.1.3 Priprava kalibra¢ni kiivky

Ptipravila jsem si 1mM prolinu v destilované¢ vodé (0,0115 g prolinu do 100 ml
odmérné baiky). Do 8 zkumavek jsem napipetovala roztok prolinu o objemech 0; 20; 50; 75;

100; 150; 200 a 250 pl a ptidala jsem demineralizovanou vodu do celkového objemu 1 ml.

5.1.4 Priprava ninhydrinu

Navazila jsem si 1,25 g ninhydrinu a pfidala k nému 30 ml kyseliny octové a 7,5 ml
kyseliny orthofosfore¢né a doplnila demineralizovanou vodou do objemu 50 ml. Poté jsem

roztok dala na chvili do ultrazvuku, abych urychlila rozpousténi.

5.1.5 Pracovni postup pripravy vzorku

Do 8 zkumavek jsem napipetovala 1 ml vzorku, 1 ml ninhydrinu a 1 ml kyseliny
octové. Pro kontrolu jsem si piipravila dvé opakovani. Stejnym zpusobem jsem si pfipravila i
kalibra¢ni roztoky. Zkumavky jsem uzaviela a nechala je michat na tfepacce asi 15 minut.
Poté jsem vzorky vatila pii teploté 80-90 °C 30 minut (rizové zbarveni). Do vychlazenych
zkumavek jsem poté piipadala 3 ml toluenu a nechala tfepat opét 15 minut. Po dikladném

protiepani jsem c¢ekala asi 20 minut na odd¢leni fazi vzorkda.

5.1.6 Samotné méfeni na spektrofotometru

5.1.6.1 Princip

Prolin tvofi s ninhydrinem barevny komplex, jehoZz absorpéni maximum je pii vinové

délce 520 nm.
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5.1.6.2 Postup

Na spektrofotometru jsem si zméfila vodni blank z nulového pokusu, ktery mi vysel 0
a poté jsem si zméfila kalibraci. Kdyz mi kalibrace vysla, tak jsem si zméfila jednotlivé

vzorky pfi 520 nm.

5.1.7 Samotné méieni na kapalinovém chromatografu s hmotnostnim detektorem

Separace prolinu byla docilena pomoci ion-parové chromatografie. Jako ion-parové
¢inidlo byla do mobilni faze ptiddna heptafluoromaselnd kyselina. Vzorky se v pfistroji
méfily 15 minut a poté byla sestavena osmibodova kalibrace v rozmezi koncentraci 0,00025-

0,05 uM/1 ml. Mez detekce pro prolin je 7 ng/ml.

Tabulka 1- vysledky méfeni na LC—MS v mg/g DW

ODRUDA KONTROLA VODN{  STRES ZE PRUMER HODNOT SD
STRES  SUCHA
(K] [VS] [SZS] (K] [VS] [szs]  [K] [VS] [SZS]
LAURA 0,21 0,11 2,77
LAURA 0,21 0,12 2,75 021 011 2,75 001 001 0,02
LAURA 0,2 0,11 2,74
VALFI 0,78 0,14 1,56
VALFI 0,77 0,14 1,65 077 014 162 001 001 0,05
VALFI 0,76 0,15 1,65
MILVA 0,14 0,1 2,43
MILVA 0,12 0,1 2,36 0,13 0,1 2,42 0,01 0 0,05
MILVA 0,13 0,09 2,45
MIRABEL 2,61 0,07 6,22
MIRABEL 2,55 0,07 6,39 262 0,07 616 007 O 0,26
MIRABEL 2,68 0,07 5,87
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Graf 1- vysledky méteni na LC—MS
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6 Prilohy

Tabulka 2 — Detek¢ni parametry aminokyselin

Sloucenina tr [M+H]* Produkty DP EP CE CXP LOD
[min]  [m/z] ionta* [m/z] [V] [V] [V] [V] [ng/ml]

Asparagin 3.40 133.0 116.0 (Q) 300 7.0 10.0 25 33
87.0 (C)

Hydroxyprolin  3.45 132.2 86.1 (Q) 270 3.6 200 23 12
68.1 (C)

Glutamin 3.57 147.0 84.1 (Q) 18.0 3.0 240 23 12
130.1 (C)

Serin 3.59 106.2 60.1 (Q) 35.0 8.0 150 20 13
88.3 (C)

Glycin 3.62 76.0 76.0 (Q) 25.0 4.0 5.0 2.0 38

Kyselina 376  134.1 88.1 (Q) 350 7.0 140 25 11

asparagova
74.1 (C)

Kyselina 413  148.1 130.1 (Q) 150 6.0 150 20 18

glutamova
102.0 (C)

Alanin 4.37 90.0 44.0 (Q) 250 40 16.0 25 12

Cystein 4.62 122.0 59 (Q) 180 3.6 320 20 60
76 (C)

Prolin 4.67 116.1 70.0 (Q) 250 43 200 2.2 7

Valin 7.66 118.1 72.2 (Q) 30.0 9.0 300 2.2 10
55.0 (C)

Tyrosin 8.02 182.1 136.1 (Q) 18.0 4.0 170 24 22
165.0 (C)

Methionin 8.08 150.1 133.0 (Q) 15.0 4.0 140 2.0 18
56.0 (C)

Histidin 8.31 156.1 110.2 (Q) 350 9.0 19.0 2.0 19

Lysin 8.47 147.3 84.3 (Q) 350 8.0 23.0 25 35
130.1 (C)

Arginin 9.02 175.2 70.2 (Q) 350 9.0 400 25 23
116.1 (C)

Isoleucin 9.80 132.0 86.0 (Q) 200 4.0 180 23 20
91.0 (C)

Leucin 10.20 132.2 86.2 (Q) 300 8.0 140 25 20

Threonin 10.63 120.1 103.1 (Q) 350 7.0 13.0 2.0 17
77.1,91.1
(©)

Fenylalanin 10.65 166.0 120.0 (Q) 200 3.0 200 2.2 14
103.0 (C)

Tryptofan 11.26  205.0 188.0 (Q) 180 30 140 28 13
146.0 (C)
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7/ Pouzité zkratky

*(C) = ptechod pouzivany K potvrzeni totoznosti

*(Q) = ptechod pro kvantifikaci

[K] = kontrola

[M+H]" = parametry detektoru

[m/z] = hmotnost iontu/nédboj iontu

[SZS] = stres ze sucha

[VS] = vodni stres

ATP = adenosintrifosfat

BR = Brassinosteroidy

CE = kolizni energie

CK = cytokinin

CXP = vystupni potencial z cely

DP = deklasteracni potencial (potencial vylouceni)

DW = susina

EP = vstupni potencial do cely

FAD = koenzym flavinadenindinukleotid

GS = enzym glutamin syntetasa

GSALDH = enzym glutaméat semialdehyd dehydrogenasa
LC-MS = kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem
LOD = mez detekce

NAD" = oxidovana forma koenzymu nikotinamidadenindinukleotidu
NADP" = oxidovana forma koenzymu nikotinadenindinukleotidfosfatu
NADPH = reduk¢ni ¢inidlo koenzymu nikotinadenindinukleotidfosfatu
P5C = enzym pyrrolin-5-karboxylat

P5CDH = enzym pyrrolin-5-karboxylat dehydrogenasa

P5CR = enzym pyrrolin-5-karboxylat reduktasa

P5CS = enzym pyrrolin-5-karboxylat syntetasa

PBZ = paclobutrazol

PRODH = enzym prolin dehydrogenasa

ROS = reaktivni druhy kysliku

SD = smérodatna odchylka

tr = retencni Cas

UV/VIS = ultrafialova, viditelna spektrofotometrie
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8 Souhrn

V této praci jsem se zabyvala ptasobenim stresu suchem na obsahové latky brambor,
hlizy brambor a brambory samotné. Popsala jsem brambory z jejich morfologické ¢asti i
Z jejich vnitiniho obsahového slozeni. Poukazala jsem na to, co u brambor muze zpusobit
stres suchem, ktery je ¢asto doprovazen slanosti pidy. U takto vystresované plodiny se ¢asteji
vyskytuji $kadci, a tim dojde k onemocnéni plodiny, coZ souvisi s niz§imi vynosy. Brambory
by se mély péstovat pfi teploté 21-24 °C, ptida by méla byt provzdusnéna a m¢l by v ni byt
dostatek vody, aby se rostlina vyhnula t¢émto abiotickym strestm.

Jako dalsi jsem se vénovala aminokyselin¢ prolin, ktera pravé v tomto naro¢ném
obdobi pomaha bramboram, a to piedevsim diky jeji akumulaci uvnitt plodiny. Tim zvysi
schopnost rostliny odolat bunééné dehydrataci a bunky pred oxidaénim poskozenim.
Ovliviiyje také bujeni bunék a bunéénou smrt a dokaze vyvolat expresi genu nezbytnou pro
obnovu rostliny pfed stresem a rist rostliny. Vyjmenovala jsem tii regulatory ristu, které
dokazi rostliné pomoci pii stresu suchem a ovliviiuji jeji rist a vyvoj. Jedné se o PBZ, ktery
se da aplikovat ptfimo do puady, BR, které jsou jiz v rostlindch pfitomny a CK, coz jsou
rostlinné hormony. Vypsala jsem také mozné bezdotykové techniky pro detekci stresu u
rostlin zalozené na dalkovém snimani. Jsou to ultrafialova/viditelna spektroskopie,
infracervena/kratkovinna spektroskopie, termografie a fluorescence. V praci jsou také
zaznamenané zpusoby pfipravy na stres suchem, které by plodiné mohly pomoci zvysit
toleranci naslednych stresovych stavii vyvolanim rychlejsiho a silngjsiho obranného systému.
Jako piiprava na sucho u rostliny mize slouzit napiiklad N2O, HaS, H202 nebo kyselina i3-
aminomaselna.

Prolinu jsem se vénovala i z jeho biochemické stranky, a to pfedevsim, jak ptisobi na
rostlinu a co se v ni po chemické strance déje. Stru¢né jsem popsala 2 biochemické drahy
prolinu, a to glutamatovou a ornitinovou cestu.

Ve své praci jsem také zminila a popsala 3 hlavni metody pro stanoveni prolinu
Vv laboratoii a jejich bliz§i charakteristiku. Jedna se o kapalinovou chromatografii,
ultrafialovou, viditelnou spektrofotometrii a kapilarni elektroforézu.

Na konci préce v experimentalni ¢asti jsem si dovolila vypsat i par vysledkll z méfeni

na kapalinovém chromatografu s hmotnostnim detektorem.
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