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1. UVOD

Hlizy bramboru hliznatéhoSplanum Tuberosunik.) jsou obec# povazovany za
rostlinny produkt majici vyznam hla¥rv lidské vyzi a pro zpracovatelsky jomysl
(BARTA, CURN 2004). Hodnota bramborovych hliz je pro viechmyry jejich uziti i
zpracovani dana jejich chemickym slozenim (RYHEZK et al. 1988). Ve vyziw
obyvatel plni brambory funkci objemnou — dostateobjem potravy pro zé&t traviciho
astroji; sytici — vhodny obsah sacharidové slozKurikci ochrannou — vhodny obsah
vitamini a mineralnich latek (MINX et al. 1994).

Jak v lidské vyzi¥, tak i ve zpracovatelskémgpnyslu je vyznam bramborové
hlizy spojen s obsahem Skrobu jako hlavni zasdodtkoll v hlize. Vyznam dusikatych
latek Wetns proteim je pro jejich pordrné nizky obsah ¥erstvé hmat konzumentem
¢asto opomijen (BARTACURN 2004). Pesto, bramborové proteiny pamezi nutréng
nejhodnotkjSi proteiny rostlinnéhotyodu (DESBOROUGH 1985).

Proteiny jsou vyznamnou sloZzkou bramborové hlizypies jejich nizkou
koncentraci - erstvé hmat hliz cca 2 % , kolem 10 % v su8irhliz (DEBRE,
BRINDZA 1996). Nej¢tSi podil proteid hliz predstavuji patatin a inhibitory proteaz.
Ok¢ sloZzky jsou povazovany za zasobni bilkoviny héie disponuji i vyznamnymi
biologickymi aktivitami, spojenymi s obrannym sysi&m rostliny (BARTA, CURN
2004).

MnoZstvi proteid i ostatni obsahovych latek jé&zny v jednotlivych
vrstvach hlizy bramboru (SPALDD 1982) a jejich obsah se v hlizesmh v pribéhu
vegetace (KOLBE, STEPHAN- BECKMANN 1997). Obsahtpmi je dale zavisly na
odradé, podminkach prosedi doprovazejicich égtovani a vyziw rostlin (SHEWRY
2003).

VSechny tyto zrény v proteinovém sloZzeni nam uniogi sledovat porérné nové
a jednoduché elektoforetické techniky. Elektrofmiet metody jsou ftbuznou skupinou
technik pouzivanych fpdevSim pro analyzu protéina nukleovych kyselin a jsou
zaloZzeny na nestejné pohyblivosti elektricky natfityéastic v elektrickém poli
(ANDREWS 1993).
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2. LITERARNI CAST

2. 1. Charakteristika druhu — Brambor hliznaty (Soknum tuberosum L.)

Ze vSech kulturnich plodin ma brambor nejbohatsiegeké zdroje. Brambor ma
dvé centra biodiverzity: tzv. andské centrum v okeligra Titicaca, kde rostou genotypy
adaptované na podminky kratkého dne, a chilskérwens adaptaci na dlouhy den. Z
chilského centra paténpochazi pedchidci evropskych kulturnich odd. Nazory na
pavod kulturnich brambor jsouizné. \&tSina autol se shoduje v tom, Ze kulturni
tetraploidni formy (2n = 48) vznikly hii kiizenim, nebo mutaci z plarrostoucich
diploidnich forem (2n = 24), z nichz se vyvinuwspovany druh Solanum andigenum (2n
= 48) a hybridizaci mezi jeho formami vznikl drulol&um tuberosum (2n = 48)
(GRAMAN 1996, ONIREJ 1992).

Historie mstovani brambor je jiz davno spojena s kultustavéka — uplatgni
druhu Solanumjako hlavni potraviny obyvatel And bylo prokazanb 2000 let ped
piichodem 3pafii. Na UzemiCech jsou zaznamenany zapisy o polnigstgvani
brambor aZ z poloviny 17. stoletiZfAL 2000). V sodasné dobd zaujimaji sklinové
plochy brambor \eské Republice plochu kolem 45 000 ha (VOKAL 2005).

2. 2. Charakteristika hlizovych proteini

Hlizové proteiny tvéi s aminokyselinami, amidy,iznymi bazemi a anorganickymi
sloweninami komplex dusikatych latek bramborovych hlzbiologického hlediska
piedstavuji jedny z nejhodna@i8ich protei rostlinného fvodu a svou kvalitou se
piblizuje kvalité vajesné bilkoviny (RYBACEK et al. 1988).

Obsah protein je samorejm¢ zavisly na odidé, podminkach progedi
doprovazejicich ¢stovani a vyziv rostlin (SHEWRY 2003). Obvykle se pohybuje
kolem 2% werstvé hmat a 10 % v suSih(DEBRE, BRINDZA 1996).

Hnojeni dusikem zvySuje v bramborovych hlizach bbesalkového dusiku a
obsah bilkovinného dusiku, i kdy#i welmi vysokych davkach N #@iZe dojit ke stresu
rostliny, ktery ma naopak za nasledek pokles mnobsamborové bilkoviny (TALAAT
2003).
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Zasobni proteiny Solanum tuberosum L.

Proteiny brambor nejsou homogenni slozkou. Jsaietyozhruba ze 70% globulinem
(tuberin) a ze 30% albuminem (tuberinin). HlaviZz&u celkového rozpustného proteinu
zralé hlizy bramboru je skupina glykoprotiis trividlnin ndzvem patatin. Skupina
piibuznych glykoproteih s molekularni hmotnosti okolo 40 kD je nalézanavsech
kultivarech brambor podrobenych analyze prate{$DS-PAGE) (BARTA, CURN
2004).

Patatin tvei ve zralych hlizach 30 - 40% z celkového vodoupustného
proteinu hliz (JIMENEZ et al. 2002, RYDEL et al.(&), ale POTS et al. (1999) uvedIi
jese vyssi podil — az 60 %.

Spektrum hlizovych proteinize ¢lenit na ti hlavni skupiny (POTS et al. 1999) :
e patatin neboli patatinovy komple&xrodina patatinovych protein
e bramborové inhibitory proteaz

« ostatni proteiny, hlawnproteiny s enzymovowasti na syntéze Skrobu

Zakladni charakteristika patatinu

Patatinovy komplex iedstavuje skupinu imunologicky identickych glykoioi s

puvodre zjisSttnou molekulovou hmotnosti 40 kDa. DalSim studiento BjiSttno, Ze

patatin je pravépodobré in vivo syntetizovan jako '&tSi" prekurzor s molekulovou
hmotnosti 43 kDa s naslednym agh&nim signalniho peptidu, ktery je teo 23

aminokyselinami (MIGNERY et al. 1984).

Patatin je povaZzovan za dimer (nativni forma) #blgnou molekulovou
hmotnosti 88 kDa (BARTACURN 2004).

Navazani sacharidovéasti na proteinovoucéast molekuly je uskut&éno
prostednictvim dvou zbytk asparaginu. Podil sacharidovésti fedstavuje asi 4 %
z relativni hmotnosti makromolekuly (POTS et al9&p

Prestoze jsou jednotlivé isoformy patatinu imunol&giddentické, byla mezi
nimi na arovni odid zjiS€na nabojova heterogenita. Existuje az 15 imunolggic
identickych glykoproteinovych isoforem. Isoformy tatnu byly rozdleny do ¢ty
skupin A, B, C, D, ficemz isoforma A zaujima 62%, isoforma B 26% a isofpC a D
zaujimaji 5% a 7% (BARTA 1997).



Fyziologické vlastnosti patatinu

Patatin je v hlizach brambor povazovan za hlavrsolzai protein a je uloZen ve
vakuolach parenchymu (HIRSCHBERG et al. 2001; BARTARN 2004). V pib¢hu
skladovani hliz aipjejich kli¢eni dochazi k postupnému snizovani obsahu patgthov
proteini, coz logicky potvrzuje funkci zasobniho proteirROTS et al. 1999). Uloha
zasobniho proteinu neni patrjedina fyziologicka role patatinu. Patatinu bykké
piipsana aktivita kyselé R3-1,3-glukanasy. Ta obegispiva k obra# rostlin proti
houbovym patogeim hydrolyzou R- 1,3-glukd@nbursénych sén hyf (BARTA, CURN
2004).

U patatinu byla také zji&a vyznamna antioxidai aktivita mezi antioxidanimi
latkami brambor je vyznamerfazen na druhé misto za kyselinu askorbovou (AL-—
SAIKHAN et al. 1995). Byla prokadzana alergenni swhmst patatinu. Alergenicita
patatinu je sniZovana tepelnou Upravou bramborplivikvSsak jako nésledek jeho
denaturace, ale spiSe jako nasledek agregacetsiosthlizovymi proteiny (SEPPALA
et al. 1999)

Enzymova aktivita
Patatin je #ejm¢ vyznamnym faktorem obranyschopnosti rostlin. Vedemu gedevsim

objev jeho Siroké hydrolazové aktivity.

U patatinu byla satasré objevena aktivitait hydrolaz:
1. nespecifické lipid acyl hydrolazy (RACUSEN 1984)
2. RB-1,3-glukanazy (TONON et al. 2001)
3. cytosolova fosfolipaza A2 (SENDA et al. 1996)

Bramborové inhibitory proteaz

Z podilu vSech vyextrahovanych proteipredstavuji inhibitory proteaz 20 — 30 %
(POTS et al. 1999). Inhibitory proteaz maji u fiesttyznamnou roli fi ochrarg rostlin
proti patogefim (BARTA, CURN 2004).
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Priblizné 40 % vSech bramborovych inhibitoprotedz je tviena inhibitory
Kunitzovova typu o Mr = 22 kDa (POUVREAU 2004), dgmm typem jsou inhibitori
Bowmanova-Birkovatypu s Mr v rozmezi 6-10 kDa. Tytbibitory proteaz se hromadi
v hlizach brambor jako zasobni bilkoviny (BARTALJRN 2004).

Charakteristika ostatnich N-latek v bramborové hliz

Nejdilezit¢jSim podilem komplexu dusikatych latek ¢gsty protein. Podil¢istého
proteinu se v celkovém obsahu dusiku pohybuje 0&61&6 (DEBRE, BRINDZA 1996;
MiCA, VOKAL 1997), ale nfiZze kolisat v roz§ti od 34 do 70 % (LI, SAYRE 1975).

Neproteinovou slozku dusikatého komplexedstavuji volné aminokyseliny (15
%), jejich amidy (23 %) a ostatni dusikaté latky (%). Z nich zhruba 4 % tvb
dusinany (RYBACEK et al. 1988). Nuttini hodnota proteinhliz je ugovana zejména
aminokyselinovou skladbou.

Vedle aminokyselin, které jsou vazany v bilkavise v bramborové hlize
vyskytuji i volné aminokyseliny. Jedna se o kyseliglutamovou a asparagovou, a
v neposlednitad jejich amidy glutamin a asparagin (VBT 2004). Pozornost je
vénovana také obsahu esencialnich aminokyselin. latitijici jsou v proteinech hliz
uvadny sirné aminokyseliny (zejména methionin). Potéiméi je také limitujici
isoleucin. Znany vyznam ma u bramborovych prot&ima rostlinné proteiny, pafmé
vysoky obsah lysinu (BARTACURN 2004).

RozloZeni N - latek v bramborové hlize
V hlize je dusik rozloZen nestejnéme, a to v opaném pondru ke Skrobu (viz slozeni
hlizy obrazeké. 1). NejbohatSi na dusik jsouttky pod slupkou a std hlizy. Kolem
kambialniho kruhu v parenchymu, ktery hromadi Skjetdusiku nejmén(RYBACEK
et al. 1988).

MiCA, VOKAL (1997) uvadji, Ze vyraznadast N-latek se nachazi v oblasti
slupky a v srdé&u. Autari uvadsji, Ze podil bilkovinného dusiku z celkového dusije
v oblasti slupky 35,5 %, amid(asparagin a glutamin) 44,7 %, ale v oblasti iwfit

duzniny jsou podily&chto sloZzek v celkovém dusiku 28,2 % a 71,7 %taiaulkac. 1:
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Tabulka & 1 - Rozdleni jednotlivych frakci dusikatych latek v hlizeimbor (podle MEA, VOKAL

1997)
Hmotnost vrstvy z celkové | Slupka }f/?;?y: d\lﬁ;flji?a Xunzltnl;rr:;
i i 0

hmotnosti hlizy v % 588 33.01 35,39 2537
SuSina kazdé vrstvy v % 15,00 21,07 22,20 17,20
Celkovy N 3,54 1,53 1,68 2,21

Bilkovinny N 1,26 0,56 0,57 0,62

Rozpustny N 2,70 1,37 1,58 0,16

Obrazek €. 1 - Schéma fiblizného rozlozeni hlavnich latek v bramborovézélina picném (a) a
podélném (byezu (SMALIK 1987, RYBAEK et al. 1988)

b)

IKONCENTRACE LATKY:

ez, STOUPATCE
P KLESATNCE
&0 ROVNOVAHA

mineriini Litky

2. 3. Charakteristika N-latek v ostatnich organectbramboru hliznatého

Charakteristika N-latek v listech

Fytochrom

Jednd se o fotoreverzibilni chromoprotein, ktery jmiverzal@ rozSfenym
fotoreceptorem a nachéazi se ve v3ech rostlinnyganach (PROCHAZKA et al. 1998).
Jeho objev HAA. BORTHWICKEM na gatku 50. let minulého stoleti gatk
jednomu z nejstSich objew fyziologie rostlin.Ve svém furnim stavu se fytochrom
vyskytuje jako dimer s molekulovou hmotnosti 250ak@bsah fytochromu je nejvyssi
v mladych, nediferencovanych pletivech a v aktivastoucich zonach (PROCHAZKA

et al. 1998).
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Rubisco (ribulosa-1,6-bisfosfatkarboxylasa)
Jedna se o enzym zédy lyas, ktery ve fotosyntetickych reakcich zelgmyostlin hraje
klicovou roli. Vytv&eji ho d¥ podjednotky, velkd a mala. Jde pétrejhojrejSi protein
na planet (ANONYM 1 2007).

Béhem fotosyntézy katalysujeipojeni CQ k molekule ribulosa-1,5-bisfosfatu.
Jeho molekulova hmotnost je 55 kDa (QI-WEN NIU 2006

Charakteristika N-latek v ostatnich organech Solanm tuberosum L.

Glykoalkaloidy

Byvaji ¢asto uvadny pod spolénym nazvem solanin. GA byly prokdzany ve
vétSine tkani bramboru: listech, stoncich cech, bobulich, hlizach i Kigich. Obsah GA
v jednotlivycheastech rostliny ukazuje tabulka2 (SCHULZOVA, HAJSLOVA 1999).

Tabulka ¢&.2 - Obsah glykoalkaloidl v rostling a hlizach (SCHULZOVA, HAJSLOVA 1999)

Castrostliny | Typicky obsah GA (mg.kg")
Kv ét 3 000 -5 000
Stonek 20-40

List 400 -1 000

Koren 700 -1 000
mateéna hliza 20 - 200

Kli &ky 2 000 — 10 000

2. 4. Vyvoj, rist a zmény v chemické sloZzeni bramborové hlizy

2.4.1. Rist a vyvoj brambor

Odridy brambor sedi podle délky vegetai doby od vysadby do fyziologické zralosti
na velmi rané (do 110 dni), rané (111 — 120 drdlonané (121 az 130 dni), polopozdni
(131 — 145 dni) a pozdni (nad 145 dn{JZLL et al. 2000).

V ontogenezi brambor Ize pozorovat jednotlivé fargu — na zakladrychlosti
rastu biomasy jednotlivych organvzhledem kiistu biomasy celé rostliny vyjéehé
alometrickymi vztahy, stanovili fazeastu rostliny brambor Raeuber a Engel takto
(ZRUST 1994):
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Faze nistu:

» 0 - rist klicka a kaenového systému, objeveni se prvnichilistd zemi

e 1A —nist list, lodyh, kaeni (40 — 60% z hmoty n&t a zaloZeni stolan

e 1B - nist vSech orgdna nasazeni hliz (20 — 25 dni od vzejiti), zakladatnich
poupat

e 2 —intenzivni @ist orgai na€, koreni (zasahujicich do hloubky asi 20 az 30cm,
ojediréle i do 150cm) a hliz; paétek kwtu

* 3 — maximalni tvorba biomasy nadzemdisti, intenzivni #st hliz a omezeni
rastu kaeni

e 4 — pokles hmoty nadzempiasti i kaeni a zwtSovani biomasy hliz (za 1 den u
velmi ranych, u ranych a poloranych odrse vytvéi az 700kg na lha, u
polopozdnich a pozdnich 300 az 500kg)

* 5 — hmotnost biomasy hliz dosahuje u naSichmi@d3 — 79% z biomasy celé

rostliny

Ve fazi 0 — 1 z&in& probihat st klicku a kaenové soustavy. 8t klicku ze z&atku
zcela zavisi na mateké hlize a na teplat pii které kliceni probiha (6° - 10 °C). Po
vzejiti se vytvéeji stonky a listy a v zemi vigstaji stolony, fi souk®Zzném mohutném
rastu kdenové soustavy. Bt kaemi je zvla¥ intenzivni v dob vzchazeni.
K nasazovani hliz dochazi asi za 20 — 30 dni ofityzenZ zhruba dopovida zakladani
kvétnich poupat. Ve 2. Fazi probihd& intenziviistr nat, koreni a hliz. Ve 3. Fazi
dosahuje hmota nadzemidisti maxima, hlizy intenzi¥nrostou, omezuje sé&st kaeni.
Ve 4. Fazi hmota Ken i nadzemngasti klesa a hmota hliz se&duje (VOKAL et al.
2000).

tak hlizy. Ranné oddy vytvaeji rychle hlizy a jejichist korti diive, nez #st stedre
rannych a s$edre pozdnich odrd. Maximum hmoty kteni je v obdobi kveteni
(KOLBE, STEPHAN- BECKMANN 1997).

Jednotliva stadia vyvoje brambor jsou znaZomna obrazka. 2:
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Obréazek &. 2 - Vyvojova stadia bramboru (HACK et al. 1993)

%

100 100

80 - 80

60 - 60
404 I-40

204 20

Tuberizace

Tuberizace je sezénni vyvojovy jev regulovany fetepdou a fytohormony (kyselina
tuberonova, cytokininy, kyselina abscisovd). Nauka procesu se podili i ¥f$i
podminky - vihké progedi umoiuje metamorfozu stonku v hlizu (SLABY, KRED
2005).

VétSina hliz je zaloZena jiz ve velmi kratké dobdo 10. dne, zatimco maximalni
pocet hliz je dosazen aztipodumirani nadzemni biomasy (KOLBE, STEPHAN-
BECKMANN 1997).

Cely proces tuberizace probiha ech etapach (PROCHAZKA et al. 1998):

1. stolonizace- indukce a horizontalniist oddenk (je spojeny s dlouZivymistem
bez tveni, a tudiz s uplatnim apikalni dominance)

2. inhibice rustu stoloni - uplatiuje se kratky den a pokles obsahu GA

3. indukce a iniciace fistu hliz - je spojena s aktivaci apikalniho meristému stonk
a radialnim dlenim jeho inicial, zde se upiatje vliv cytokinini a ABA

2. 4. 2. Znény kvality hliz v zavislosti na vyvoiji

Faktory ovliviiujici obsah susiny:

VySe obsahu susSiny je ovligna odfidou, a to z 81,58 %, prdsti pisobi z 10,85 % a
interakce odida x prostedi ze 7,30 % (RYBAEK et al. 1988). Samotny obsah susiny v
hlizach brambor se iie pohybovat v poimng Sirokém rozpti. SMALIK (1987) uvadi
obsah suSiny hliz v ro2fi 13,1 aZz 36,8 %. Obeérse gedpoklada, Ze lepSi podminky
pro vy3si obsah susiny v hlizach jsou v nizSiclolpgth (MCA, VOKAL 1995) a také,

Ze odfidy rané maji nizSi obsah susiny nezuogrpozdni.
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Vedle toho kolisani obsahu susiny ut@tna fiznych lokalitach o 2 - 4,5 % spolu
s vlivem vyZivy ukazuji moznosti zvySovani obsahuSisy také hnojenim a
agrotechnikou. Obeénje uvadno, Ze rostouci davka N snizuje obsah suSiny hliz
(RYBACEK et al. 1988) a je dopotrana optimalni davka N hnojeni 120 kg N.ha-l
(MICA et al. 1986).

Rovrez je uvadno, Ze obsah suSiny hliz koreluje s délkou veggétaloby
(DOBIAS, MICA 1985; ZRJST, HOLA 1994). Nej#tsi intenzita tvorby susiny je v
obdobi mezi plnym kitem a odk¥tem rostliny, kdezZto v obdobi mezi odkem rostliny

a zranim je tato intenzita nizsi (KOLBE, STEPHANEGKMANN 1997) (viz. obrazek
¢. 3).

Obrazek ¢. 3 - Pribéh prirastku susiny brambér(RAEUBER a ENGEL 1966 )
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Zmeény obsahu dusikatych latek a proteii v hlize

Obsahy NL a jejich jednotlivych slozek se v hlizaaéni v pribéhu vegetace. Z tabulky
¢. 3 je patrné, Ze u vSech dusikatych sloZzek dochgmiibéhu vegetace ke snizovani
jejich obsahu v hlizach. NejnizSich obsatusikatych sloZzek je dosahovano kolem 90.
dne po vzejiti rostliny (obdobi maximalniho @istu hmoty hliz). V obdobi zralosti hliz
dochazi k mirnému zvySeni obggkednotlivych sloZek oproti stavu z 90. dne po itzej
(viz obrazeke. 4). Z uvedeného vyplyva, Ze se&mu obsahu NL v @ibéhu vegetace

souvisi velikost hliz. Uvadi se, Ze hlizy menSiikadti obsahuji $tSi mnozstvi NL
(KOLBE, STEPHAN- BECKMANN 1997).
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Podobg jako &tSina ostatnich latek ani NL nejsou v hlize rozémigtzcela
rovnonerné (RYBACEK et al. 1988) (viz. obrazek 1).

Tabulka €. 3 - Zmeény dusikatych latekdhem iistu bramborové hlizy (KOLBE & STEPHAN-
BECKMAN 1997)

Dny po vzejiti
Forma ros. N 30 | 45 | 60| 75] 90 105] 120
Celkovy N 2290| 1,800] 1,600 1,501,490 | 1,470| 1,520
Bilkovinny N 1,290| 1,000] 0,900 0,8200,810| 0,830| 0,840
Nebilkovinny N | 1,000| 0,810] 0,670 0,6500,650 | 0,640| 0,660
Amidicky N 0,143| 0,100] 0,001 0,0820,080 | 0,083| 0,091

Obréazek €. 4 - Zmény v obsahu hlavnich latek bramborové hlizy §bghu vegetace fevzato BARTA
2002)

2. 4. 3.\V\yznam a jisobeni dusikatého hnojeni na Wjsi a vnitini kvalitu hliz

Dusik rozhodujicim zijsobem ovliviuje vysi vynosu brambor, podili se na kwaliliz -
obsah $krobu, susiny a bilkovin v hlizach, konrsgeduzniny, velikost hliz (VOKAL et
al. 2000).

NejwtSi naroky jsou v obdobi Zatku tvorby poupat az k. VySe vynosu je
ovliviiovana pedevSim zvySenim hmotnosti hliz jednoho trsu, viv p@et hliz je
ponerné maly. Ri vySSich davkach N Izetpdpokladat vySSi obsah dusikatych latek v
hlizach a zvysSeni podilwtsich hliz. Op&né nizSi obsah Skrobu i suSiny a zejmétia p
piehnojeni N prodlouZzeni vegétd doby. Optimalizace hnojeni N vy#¥aptiznivé
podminky pro vzchéazeni, rychly gteini rist porostu a nasazovani hliZJgL et al.
2000).
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2. 5. Vlastnosti proteini a metody pouzivané pi jejich analyze

2. 5. 1. Vlastnosti proteini umoziujici jejich analyzu

Bilkoviny jsou slodeniny schopné nést jak kladny tak i zaporny nakeéjSina jejich
naboje pochéazi z ionizace karboxylovych a aminovgklpin a je zavisla na pH
okolniho média (pufru) a na #o a typu aminokyselin nesoucich tyto skupiny. Pro
kazdou bilkovinu existuje tita hodnota pH zvana isoelektricky bod neboli hadraH,
kdy jeji molekula nema zZadny naboj a je elektricigutralni. Tato hodnota pH je pro
kazdou bilkovinu specifickd (VODRAZKA 1987).
V ptipad vysSiho pH pufru nez pl konkrétni bilkoviny plafie tato bilkovina ma
zaporny naboj a v elektrickém poli migruje ke kladelektrod (anod) a u pH nizSiho
nez pl bilkovinné molekuly dochazi k jeviepré opanému.

Pri elektroforetické separaci bilkovin zaloZené ngicle mobilit¢ je nutné
udrZzovat konstantni pH roztoku a tim i jejich mahil JelikoZz se P elektrolyze vody
generuji H+ a OH-, musi byt roztok pufrovan (GARFB00).

2. 5. 2. Lyofilizace

Lyofilizace probih&a za vysokého vakua a nizkycHdaemumoziujicich rychlou sublimaci
rozpoustdla (vody). Rychlé mrznuti jeuteZité pro udrzeni stability lyofilizovanych
proteini. Naproti tomu pomalé mrznuti @gobuje vznik koncenttaiho gradientu a
posun pH, ktergasto vede k denaturaci proteinu (POHL 1990).

U sprave lyofilizovanych produki nedochazi kigsouseni (ponechavaji si tedy
svij nezbytny obsah vody), jsou velmi kypré (@iebse rozpousf) a nizka teplota
zastavuje enzymatické pochody (nedochazi k samérainrozkladu) (PROSSER et al.
1989).
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2. 5. 3. Metody analyzy proteid

Chromatografické metody

V sowasné dob se pro izolaci proteinpouzivaji také chromatografické metody, které
jsou selektivni, &nné a diky své Setrnosti umagi ziskatcistou a nativni bilkovinu
(PROSSER 1989).

Chromatografické metody jsou separametody, které vyuzivaji kéteni slozek
smeési mnohonasobného opakovaného vidgwh rovnovaznych stawslozek mezi démi
fazemi — nepohyblivou (stacionarni) a pohyblivouofini). Rovnovazné stavy se
vytvareji na zaklad riznych fyzikal® — chemickych interakci mezi slozkami a mobilni
fazi, slozkami a stacionarni fazi a také mobilrstacionarni fazi. Mze jit o adsorpci,
rozpou&ni, chemisorpci, srazeni, tvorbu komplexsitovy efekt, ficemz vysledné
interakce jsokasto kombinaci uvedenych proedSOMMER 2000).

Pro pgipravu peptidovych vzotk jsou tradiné pouzivany nizkotlaké
chromatografické metody. Metody pouzivané k izolaotravinovych peptill jsou
vylucovaci chromatografie, iontév vyménnad chromatografie (IEC) a afinitni
chromatografie (AC) (SOMMER et al. 1998, GILAR €t2001, HERRAIZ 1997).

Vyluéovaci chromatografie

Vyluéovaci chromatografie (SEC) je trédi metodou, dici peptidy podle molekulové
velikosti. MaZzeme taktocistit vzorky odstrasnim soli a ruSicich, velmi malych nebo
velmi velkych molekularnich slozek. SEC pouzivaitmsany dextran, jehoz velikost
poni urcuje rozmezi molekulovych hmotnosti slozek, kteréhoo byt izolovany ze
snesi. (SOMMER 2000, GILAR et al. 2001, HERRAIZ 1997).

lontové vyménna chromatografie

lontow vyménna chromatografie (IEC) je alternativni chromaafigkou metodou k

SEC pro pipravu peptidickych vzork Tato metoda je zaloZena na vratné vgEionta
mezi mobilni a stacionarni fazifigemz k dleni sloZzek dochazi viudledku rozdilné
velikosti naboje. Mohou byt pouzity oba druhy iomtmict — anexy se zasaditymi
funkénimi skupinami, které slouzi kélkni aniont a katexy s kyselymi furdaimi
skupinami u¢ené k @dleni kationi (GILAR et al. 2001, HERRAIZ 1997).
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Afinitni chromatografie

Peptidy obsahujici velmi specifické fuimd nebo aktivni skupiny mohou byt izolovany
afinitni chromatografii (AC). AC vyuziva biospecifié interakce receptrkovalentr
vazanych na agarosové matrici. ACiza byt pouzita nap na izolaci glykopeptitl
vazbou na imobilizované lektiny nebo izolaci peftideakci antigen-protilatka
(HERRAIZ 1997, KAJIWARA 1999).

Elektroforetické metody

Princip metod
Elektromigr&ni separéni metody jsou zaloZeny na rozdilné pohyblivoshityeh ¢astic
ve stejnosrrném elektrickém poli. Tato pohyblivost zavisi nalikosti nadboje, na
velikosti a tvaru molekul, na podminkach ptesdi a na sile elektrického pole. Velikost
naboje potom ovlitje stupé ionizace, iontova sila a pH préstli. Na separaci
jednotlivych ¢astic maji vliv fyzikalg-chemické vlastnosti samotny¢stic, vlastnosti
prostedi, Jouleovo teplo, elektroosmoticky tok, difuzevlastnosti elektrického pole.
Latky musi mit charakter iolnhebo amfolyi (CHURACEK 1993).

Elektroforéza slouzi kaleni latek biologického jvodu — bilkovin, nukleovych
kyselin, polysacharii tkéiovych extraki i burek (PROSSER et al. 1987).

Elektroforéza

Pro separaci bilkovin v bramborové hlize se vyuZzimétoda zdénové vertikalni
elektroforézy na gelovém ndsi Jedna se o chemicky inertni a mechanicky stabiln
polyakrylamidovy gel, ktery vznika polymeraci 40%ztoku monomerniho akrylamidu a
2% roztoku bis-akrylamidu jako tzv. cross-linkedeho uloha je vytwét 3D nf¥izkovou
strukturu s ufitou velikosti poé. Velikost pofi je dana hmotnostnimi procenty
monomeru a cross-linkeru v roztoku v g/100ml a p@m hmotnosti cross-linkeru a
sumy hmotnosti monomeru a cross-linkeru. Tat@kova struktura gelu s definovanou
velikosti p6ti omezuje pohyb migrujicich bilkovinnych molekulegigh schopnost projit
témito pory zavisi na jejich velikosti a strukéu(WESTERMEIER 2001).
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Elektrické veli¢iny
Elektrické veltiny, které se uplauji v elektroforéze, jsou elektricky proud | [Alapeti
U [V], odpor R 2] a vykon P [W]. Jejich vzajemny vztah je dan¢oha zakladnimi
rovnicemi:
U =1 x R (Ohmiiv zdkon)
a
P =1x U neboliixR

Hlavni hnaci silou elektroforézy je sila elektribképole, které je ustanoveno po
aplikaci nagti v systému, picemz rychlost molekuly je ffmo uan€rnd okolnimu
napitovému gradientu. Plati, 28m vySSi je na§ti, tim WtSi je sila elektrického pole
vyjadieného ve V/cm a rychlejSiieh elektroforézy. Toho lze vyuzit v aplikacich s
intenzivnim gisobenim difuze. Nevyhodou je velka produkce elekérienergie, ktera se
meni v teplo. Aby nedoSlo k destrukci analyzovanydlkdvin, je proto doporéovano
pouzivat chlazeni elektroforetické komory. Chlazt&aké redukuje tzv. smoking efekt
(zakiiveni, prohnuti okraj pasi jednotlivych bilkovin na elektroforegramu), ktergnika
v dasledku fizné mobility v gelu zaginéné Spatnym odvodem tepla. Efektivita chlazeni
ovSem neni nekokra, a proto by & byt vykon pomoci nafgového zdroje limitovan.
Na nagtovém zdroji Ize nastavovat limity pro n#jp proud nebo vykon. &em
elektroforézy nize byt limitni a zarove konstantni pouze jeden &hto parametr,
ktery zarové uréuje hodnoty zbylych dvou paramétivVzajemné zavislosti mezémito
parametry jsou obsazeny ve vySe uvedenych dvoadididh rovnicich. Vyér limitniho
parametru zélezi na mnoha faktorech, htaate na typu elektroforézy (kontinudlni
versus diskontinudlni), na pozadované dobwvani kEhu analyzy, na péebe
minimalizovat difazi bilkovin atd. Pro dosazeni cejlepSich vysledk s dobrou

reprodukovatelnosti je v¥blimitniho parametru velmitdezity (GARFIN 2000).

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS

Jednoduch&a a Siroce uzivana metoda pro analyzudpejet zonova elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu vitomnosti SDS (SDS-PAGE) (TSUDA et al. 1993, MAYER
2001). zZakladem je elektroforéza komplesenaturovanych peptids anionaktivnim
detergentem dodecylsulfatem sodnym (SDS), kteryw&& na peptidy a dbije jim
zaporny naboj. Vysledné komplexy SDS-peptidy magjn®u hustotu povrchového
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néboje a relativni molekulova hmotnost peptidu odghé velikosti jeho komplexu s SDS
(MAYER 2001).

Nabojové rozdily mezitznymi peptidy se navazanim SDS &&mipir¢ potlati,
tyto komplexy jsou v neutralnim a alkalickém piesdi silré negativié nabité a putu;ji k
anod. Jejich pohyblivost v gelu je dana velikosti malgk Srovnanim pohyblivosti
separovanych latek se standardy o znamych molegkcthovhmotnostech Ize twvat
molekulové hmotnosti pepiid( KRALOVA et al. 2001, BILKOVA et al. 1999, CHIOU
1999).

Takto separované peptidy jsou dajgji detekovany specifickym barvenim
(amidatem, methylenova mag Coomassie mdadapod.). Pro zvySeniinnosti Ize pouzit
fluorescesini ¢i radioaktivni znaeni (VANKOVA 1999).

Nejcastji se pouziva barveni, kdy se gel po elektroforgaeai do barviva, které
se navaze na povrch bilkoviny. Gel se poté odbarvejzedné kyselig octové. Pokud
je barvivo vazano na bilkoviny, tak k odbarveniajdd a zény bilkovin jsou barevné na
odbarveném pozadi (KRALOVA et al. 2001, BILKOVAat 1999).
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3. CiL PRACE

Hlavnim dkolem této diplomové prace bylo hodnocerganové a hlizové variability
proteini druhu Solanum tuberosum Ly zavislosti na ontogenezi rostliny. Byly
hodnoceny proteinové profily kene, stolonu, stonku, listu a &u. U hliz bylo
provedeno detailjSi hodnoceni rozdil v proteinovém spektru v zavislosti na
jednotlivych vrstvach pletiv (korova vrstva, oblasévniho svazku, e, srdé&ko).
Zmeény byly sledovany model@vna dvou vybranych ofidach s rozdilnym stugm
ranosti — Adora (velmi rand) a Bionta (polopozdni).

Vzorky hodnocenych materialbyly odebirany v &kolikadennich intervalech.
Byly sledovany nasledujici parametry:aperna hmotnost hlizy, obsah suSiny, obsah
hrubych bilkovin a obsatistych bilkovin. U odebranych vzarkostlinnych pletiv byly
ziskany extrakty protein které byly nasledn analyzovany pomoci elektroforetické
techniky SDS-PAGE. Informace z elektrograrnyly transformovany do elektronické
podoby a zpracovany pomoci specialniho softwartPiitl 1 D++.

U jednotlivych vzork byla hodnocena kvalitativni variabilita a &ny

v relativnim zastoupeni hlavnich protiew zavislosti na ontogenetickém vyvaoiji.
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4. MATERIAL A METODY

4. 1.Material

Napsstovani rostlinného materialu — bramborovychi tes bylo provedeno formou
polniho @stovani. Byly pouzity d¥ odmidy s rozdilnou ranosti Bionta a Adora.

Brambory byly vygstovany vroce 2006 na Skolnim pozemku Zeitskée
fakulty JU vCeskych Budjovicich. Pozemek se nachéazi v nadské vysce 383 m. n.
m. v oblasti bramboidkého vyrobniho typu a fomérnou ra@ni teplotou 7,8[1C a
pramérnym rainim uhrnem srazek 620 mm.

V tabulceé. 4 jsou uvedeny hodnotyagniho rozboru provedeného na pokusném
pozemku. Rozbor ukazuje stawidy, zasobeni Zivinami a pHdre pred vysadbou
pokusnych odrd.

Tabulka €. 4 - AZP pred vysadbou pokusu

Obsah pFijatelnych Zivin ) i
Oznageni Cp;l-gl Ca 3 K Mg Cox | Ntotal | N-NH4 | N-NO3
> ['mg.kg® | mg.kg® | mg.kg® | mg.kg® | % % mg.kg™? | mg.kg’
CB1 () 5,74 980 18 128 113 20/2 0,13 3,48 7,10

Na podzim pedchoziho roku byl pozemek organicky vyhnojen davB&b6 t hnoje
na ha. Ped vysadbou byl pozemek vyhnojen N v davce 100&g(siran amonny),
fosforem 35 kg.Ha a draslikem 60 kg.Ha(60 % draselnait). V prabshu vegetace byl
porost mechaniky o3& proti plevalm (3x prooravka). Chemicky o%enh proti plisni
bramborové a mandelince bramborové.

Charakteristika polnihogstovani s datumy odhi vzorki je uvedena v tabulce 5.

Adora

Odrida pro letni konzum. Hlizy jsou velké, ovalné, sgedst hlubokymi a@ky, s

krémovou duzninou. Rateni rist nat a nafist hliz rychly. P¢et hliz pod trsem nizky,
Skrobnatost hliz 13,8 %. K napadeni rakovinou bi@mtbiotypu 1 sedreé nachylna,
proti napadeni higtkem bramborovym biotypu Ro 1 rezistenttERMAK 2006).
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Bionta

Pozdni konzumni odda. Hlizy jsou sedre velké, kratce ovalné, seratire hlubokymi
ocky, se Zlutou duzninou. Rateni rast nat sttedre rychly, naist hliz pomaly. Peet
hliz pod trsem sedre vysoky, Skrobnatost hliz 17,0 %.

K napadeni rakovinou bramboru biotypu 1 &itvdchylnd, proti napadenididtkem
bramborovym biotypu Ro 1 rezistentdf§RMAK 2006).

4. 2. Metody

4. 2. 1. Polni pokus
Pokus byl fivodre zaloZzen jako nadobovy pokus jiz v roce 200&st&vani rostlinného

materialu v nddobéach se vSak ukazalo jakofiti@pvhodné, protoZe rostliny nebyly
péstovany v pirozenych podminkéch, a to by se negatignlivnilo vysledky pokusu.
V roce 2006 byl zaloZen novy pokus v polnich patdach:

ZaloZeni pokusu: 16. 5. 2006
Vybér odrad:

» Podle vegetni doby byla zvolena velmi rana ddia Adora a polopozdni aidta
Bionta. Od obou genotypbylo nagstovano 50 tris
Spon vysadby: 750 x 500 mm

Organizace pokusu:

* Ok odridy byly psstovany ve dvou sousedici¢adcich. Od okolniho porostu
byly pokusné odrdy oddlenyiadky netestované ailty brambor.

» Kazdyradek pokusné oddy byl rozdtlen nactyii sekce.

* Vzorky byly odebirany od zatku kazdé sekce, vzdy po jedné rostiod kazdé
odnady tzn. vectyrech opakovanich.

* Vykopané hlizy byly sp&itany, omyty ve voéla oznéeny.

* Vzorky byly odebirany v jednotlivychistovych fazich rostlin (tabulka 5)

* Vrastové fazi 4 a5 u oddy Adora, 3 a 5 u oddy Bionta byla od kazdé aitty
odebrana jedna cela rostlina, ze které byly odegbuilei vzorky: listi, nat,
kvétd, stonki, koreni a stolori.

» Vzorky pro zjiStni obsahu proteinv jednotlivych vrstvach hlizy byly odebrany

z vyzralych hliz.
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Tabulka & 5 - Charakter pibéhu polniho pokusu (dle Raeuber et Engel), pozenfie ) Ceské

Budkjovice
Adora Bionta
Riustové faze Datt'm Dny Dattlm Dny po
odbéru ... | odbéru >
. Po vzejiti . vzejiti
hliz hliz
0- obJev'enl se prvnich list 27 5 2006 0 5 6. 2006 0
nad zemi
1A — rast listi, lodyh, kaen
. . - - 22. 6. 2006 18
(zalozeni stoloi)
1B - rist vSech organ
a nasazeni hliz 22.6.2006 28 28. 6. 2004 24
(z&k. kwtnich poupat)
2 — intenzivni @st orgari nat
. . . ’ 28. 6. 2006 34 12. 7. 2004 38
koreni a hliz (p@atek kwtu)
3 —intenzivni @ist hliz 12. 7. 2006 48 21. 7. 2006* 47
4 — pokles hmoty nadzemni
casti, kaem, zwtSovani 21.7.2006* 57 31. 7. 2004 57
biomasy hliz
5 — zasychani nadzemni 31.7. 2006 67 21. 8. 2008" 78
biomasy
5 —zasychani nadzemni 21. 8. 2006* 88 4.9.2006 92
biomasy
5_— zasychani nadzemni 4. 9. 2006 102 ) )
biomasy

Pokus byl zaloZen: 16. 5. 2006

*Datumy odiru vzorki ostatnich orgdhrostlin: listi, nag, kvétd, stonki, koreni a stolori.

PomEkou jsou ozn&eny ristové faze, ve kterych nebyl u danétatyr proveden odir vzork.
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Meteorologicka data:
* Prib¢h srazek a teplotdhem vegeténi doby je znazokm na obrazkd. 5
e Srovnani ptmérnych nesiénich teplot vzduchu s normalem (1961-1990) je
znazorgn na obrazkd. 6
e Srovnani ptmérnych nesiénich thrri srazek v roce 2006 s normalem (1961-
1990) je znazormn na obrazku. 7

Obrazek €. 5 - Pimérné srazky a teploty za r. 2006
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Obréazek ¢. 6 - Primérné nesiéni teploty vzduchu ve °C za rok 2006 v porovhanbsnéalem (1961-

1990)
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Obrazek €. 7 - Srovnani pimérnych nesicnich Uhrrii srazek v mm za rok 2006 s normalem (1961-1990)
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4.2.2. OdiEr vzorka z jednotlivych vrstev hlizy

K odebrani vzorik byly pouZzity vyzralé hlizy, &sSi velikosti. Hlizy byly podél&
roztiznuty od vrcholovéasti smérem k pupkove&asti hlizy.

Vzorky byly odebirany z jednotlivych vrstev hlizgmoci korkovrtu s gimérem
5 mm, nactyiech Gznych mistech téze vrstvy (8amy vzorek). Vzorky byly odebirany
z oblasti korové vrstvy, oblasti kruhu cévnich sugzdiert a srdéka (viz. obrazek.
8).Vzorky byly nasled& vysuSeny (lyofilizace) a fjpraveny k vyhodnoceni pomoci
SDS-PAGE.

Obrazek ¢. 8 - Nakres odbru vzorki z hlizy

1= korova vrstva, 2= oblast cévnich sviazB= d'eil, 4=srdé€ko

4. 2. 3. OdEr vzork v rostlin

Béhem vegetace byly provedeny @&dp celych rostlin, ze kterych byly nasledn
odebrany dii vzorky: listi, nat, kwtd, stonki, koreni a stolomi. Odkéry byly
provedeny ve dvouistovych fazich (ve fazi 4 a 5 u ady Adora, 3 a 5 u oddy
Bionta), vZdy v jednom opakovani.

Rostliny byly r&né vytrzeny a po vymyti zeminy z keni a osuSeni rostlin, byly

nuzkami odebrany dif vzorky vSech jmenovanych organ
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4. 2. 4. Charakterizace hlizovych proteifi pomoci elektroforézy SDS-PAGE

Extrakce celkového proteinu hliz

K 200 mg homogenizované bramborové mouky, byidgmo 2 ml extraéniho pufru
(0.0625 M Tris-HCI, pH 6.8, 5% 2-merkaptoethand% &DS). Extrakce probihala po
dobu 4 hodin p teplot 4°C. Po centrifugaci (10 min, 9000g, 4°C), bigty supernatant
pienesen do nové mikrocentrifugd zkumavky s fisluSnym mnozstvim (4:1)
nanaseciho pufr (5 x NP: 5 ml 1,25 M Tris-HCI, pl8,2.3 g SDS, 10 ml glycerol, 5 mg
Bromphenol Blue; k 1 ml s&dn pied pouzitim fida 340 pl 2-merkaptoethanolu)ed

nanesenim na gel v mnozstvi 15 pl byl vzorelemave vodni lazni.

SDS-PAGE

Pouzita byla diskontinualni deskova denatofaelektroforéza na polyakrialmydovém
gelu (SE 600, Hoefer, USA) — 4% zaostaci gel (0,125 M Tris-HCI, pH 6.8 + SDS) a
10% separai gel (0.375 M Tris-HCI, pH 8.8 + SDS) — v pri@sti systému 0,025 M Tris

+ 0,192 M glycine (pH 8.3) + SDS. Podrobné sloggiovych systému a elektrodového
pufru je uvedeno v tabulae 6. Separace probihala proudu 40mA na gel, napd 200

V a pi teplo€ 4°C po dobu 4 hod.

Detekce SDS-bilkovin na gelu a stanoveni podilu kdvin patatinového komplexu
Detekce bilkovin byla provedena barvenim roztokeoor@asie Briliant Blue i@s noc
(barvici s — methanol, ledova kys. octova, voda v pam5:1:4 + 0,1% Coomasie
Briliant Blue R-250, Sigma Co.). Po detekci byldadveno nespecifické pozadi (pouzita
smes etanol: kyselina octova: voda v pémn 2.5:1:6.5 s vyrnmou khem odbarveni 2 —
3x) a provedena fixace a dehydratace véssm5% etanolu + 3% glycerolu. Naslédn
byly gely suSeny v celofanu na skié& paboratorni teplat na vzduchu po 2 — 3 dny
(CURN et al. 1995). fad vlastnim softwarovym stanovenim procentickéhstazgeni
patatinovych bilkovin byly gely digitalizovany ptésdnictvim scanneru do podoby TIFF
formatu. Kvantifikace bilkovin patatinového komplekylo provedeno pomoci softwaru
BioProfil. Zdznam stopy bilkovinného spektra vzorgeparovaného technikou SDS-
PAGE byl upraven (invertovan) do podoby zpracovetedoftwarem BioProfil. Kazdy

vrchol (zele®) znazofiuje zonu separované bilkovinné frakce. Na zaklatbchy
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vrcholu je stanoven procenticky podil bilkovinnékite. Vrchol 6 lokalizuje bilkoviny

patatinového komplexu viz. obrdzeko.

Obrazek ¢. 9 - Kvantifikace bilkovin patatinového komplexu pomsoftwaru BioProfil

250
200
150
100

50

Tabulka €. 6 - Slozeni roztok pro SDS — PAGE (denatdrd systém)

Komponenta Jednotka Separ&ni gel | Zaostrovaci gel 3,75 %
Dedestilované vods ml 42 12,15
AC/BIS mi 26,6 2,5

Pufr A ml 10 -

Pufr B ml - 5

SDS ul 800 200

Sifi¢itan sodny ul 60 20

Persiran amonny ul 400 150

TEMED ul 40 20

Poznamky:

AC/BIS: 30 g akrylamid + 0,8 g BIS/100ml
Pufr A: 36,3 g Tris, 48 ml 1M HCI, pH 8,8/100ml
Pufr B: 6g Tris, 48 ml 1M HCI, pH 6,8/100 m|

Sifi¢itan sodny: nasyceny vodni roztok

Persiran amonny: 15% roztok

SDS: 10 % roztok

Elektrodovy pufr 1: 14,4 g glycinu, 3 g Tris, pHFB8,00ml
Elektrodovy pufr 2: 1449 glycin, 3 g Tris, 10 g SO 8,3/100ml
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4. 2.5. Stanoveni obsahu bilkovin v hlizacRiétych bilkovin)

Celkovy cisty protein byl extrahovan z lyofilizované brambeé mouky pomoci SDS
extrakeniho pufru (0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8; 2 % SDS) h@zomnosti redukujiciho
2-merkaptoethanolu. K 200 mg lyofilizované bramh@oouky, bylo fidano 2 ml vySe
uvedeného SDS extrakiho pufru. Extrakce probihala 4 hodiny peplo€ 4(1C. Po
centrifugaci (9000 g; 10 minut; 4C) bylo odebrano 50011 supernatantu. Vzhledem k
tomu, Ze extrakni pufr nemohl obsahovat inkompatibilni 2-merkaghaeol nebyla
zcela zastavena enzymatickd aktivita. Z tohoiwodu byly vzorky uvéeny (2 min.,
1000IC). Vlastni analyza&istého proteinu byla provedena ptesinictvim BCA Protein
Assay (analyticky kit firmy Pierce, USA) podle pakKy prilozeného protokolu. Na
obrazku¢. 10 je ukazka zbarveni kalildrdch standaril 0 nizné koncentraci h@ziho
séroveho albuminu (BSAg.mi-1).

Obrazek €. 10 - Ukazka zbarveni kalibtamich standarl o rizné koncentraci h@ziho sérového
albuminu (BSAug.ml-1)

1 e ' '
; 500

0 25

|

1000 1500

4. 2. 6. Stanoveni obsahu celkového dusiku v hlitathrubych bilkovin)

Obsah dusiku v su&irhliz byl stanoven modifikovanou Dumasovou meto(@ynamic
Flash Combustion technique) ph@stnictvim pistroje Flash EA 1112 (obrazek 11).
Pro stanoveni byl pouzit lyofilizovany hlizovy maé& ziskany pi stanovovani suSiny
hliz a upraveny homogenizaci v laboratornim SratavnProvedena byla dwpakovani

s navazkou vzorku 100 mg.
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Obrazek ¢. 11 - Proces stanoveni obsahu dusiku fistmji Flash EA 1112 (ThermoQuest, 1999)
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4.2.7. Padmérna hmotnost hliz

Z celkové hmotnosti vSech hliz v trsu, byla v§iténa ptimérna hmotnost jedné hlizy.

4. 2. 8. Obsah suSiny

Z hlizy byl odiznut tenky platek z celého profilu hlizy. Vzorekiarstvém stavu byl
zvazen na analytickych vahach a vysuseéntgplo® — 50 °C a tlaku 40 mBar po dobu 48

hod. Po vysuSeni byl vzorek &pzvazen. Z rozdilu hmotnosti byla vyfitana susSina
vzorku.

4.2.9. Statistické zpracovani dat

Statistické vyhodnoceni dat jednotlivych pararindiylo provedeno pomoci software
STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc., 2001). Zakladem pvghodnoceni byla koretai

matice (hodnoceni vzajemnych vziaimezi sledovanymi vlastnostmi) a jednocestna
analyza rozptylu (ANOVA).
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5. VYSLEDKY

5. 1. Proteinové profily jednotlivych vrstev hlizy- vwvhodnoceni elektroforeogrant

Z vysledKk je patrné, Ze rozloZeni protéin hlize se v jednotlivych vrstvach lisi.
Smérem do stedu hlizy dochazi ke snizovani obsahu prateNejwtSi obsah byl zjign
v korové vrsté: Adora v piméru 42 % patatinu a 45 % inhibitorproteadz, Bionta
v praméru 33% patatinu a 41 % inhibitorproteaz. Zminy v obsahu proteinu obou
odrad ukazuje obrazek. 12, 13. Na obrazkd. 14. jsou fotografie elektroforeogrém

znézotujici proteinové spektrum v jednotlivych vrstvadien.

Obrazek ¢. 12 - Zmény obsahu proteinv jednotlivych vrstvach hlizy bramboru u édy Adora v %

Adora

70

Patatin %
IP %

KV OB CS D s
KV=korova vrstva, OB CS=oblast cévnich svazR= defi, S=srdéko, IP=inhibitory protedz
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Obrazek ¢. 13 - Zmeény obsahu proteihv jednotlivych vrstvach hlizy bramboru u édy Bionta v %

Bionta

80

~ | Patatin %
L IP%

KV OB CS D S

KV=korova vrstva, OB CS=oblast cévnich svazR= dieii, S=srdéko, IP=inhibitory proteaz

Elektroforeogram — proteinové spektrum jednotlivychvrstev hlizy

Obrazek ¢. 14 - Proteinové spektra jednotlivych vrstev hliz

1A 2A 3A 4A 1B 2B 3B 4B

Adora Bionta

1A, 1B = korova vrstva; 2A, 2B = oblast cévnichzkia 3A, 3B = def, 4A; 4B = srdéko
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5. 2. Proteinové profily hliz v plibéhu vegetace - vyvhodnoceni elektroforeograén

Na paatku vegetace,ipprvnim odkru obsahovaly hlizy oddy Adora v péméru 33 %
patatinu a 25 % inhibitdrproteaz, odrda Bionta 32% patatinu a 22% inhibiiqeroteaz.
Béhem vegetace dochazi u obou t@iik poklesu obsahu patatinu a U&iu obsahu
inhibitori protedz. R poslednim odéru obsahuji hlizy odidy Adora v ptméru 21 %
patatinu a 51 % inhibitdr protedz, odrda Bionta 16 % patatinu a 64 % inhibitor
proteaz. Cely gibéh zmen v proteinového spektru hliz bramboru ukazuje oéké&. 15,
16.

Obrazek ¢. 15 - Zmeéna proteinové spektra hlizy bramboru utatr Adora v ptibéhu vegetace
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Obrazek ¢. 16 - Zmeéna proteinové spektra hlizy bramboru utatr Bionta v ptibéhu vegetace

Dny po vzejiti
24 38 47 57 78 92
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5. 3. Stanoveni obsahu proteiin v ostatnich organech rostliny brambor

Obsahcistého proteinu byl stanoven &hto organech: list, makveét, stonek, kéen a
stolon. Vzorky byly u Adory odebrany ustové fazi:4 (pokles hmoty nadzemrasti,
koreni, zwtSovani biomasy hliz) & (zasychani nadzemni biomasy), u Biontyistove
fazi 3 (intenzivni fst hliz) ab (zasychani nadzemni biomasy).

Vysledky analyzy jsou uvedeny v tabulkkas, 8.

Tabulka €. 7 - Mnozstvicistého proteinu jednotlivych orgamostliny bramboru v %, zji8hych @i 4.
odbsru 21. 7. 2006

421.1?(71.&;006 Adora | Bionta
Kv ét - 17,207
List 12,049 14,956
Stonek 0,674| 0,816
Stolon 0,661| 9,280
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Tabulka €. 8 - MnoZstvigistého proteinu jednotlivych orgamostliny bramboru v %, zji§hych i 6.
odkgru 21. 8. 2006

g.lég.beerOG Adora | Bionta
List 11,744 12,136
Stonek 0,961| 0,772
Stolon 0,523| 0,500
Koren 0,835| 0,891

5. 4. Stanoveni obsahu proteiin v hlizadch (obsahtistych proteinia)

U odmidy Adora dochazi na patku vegetace k mirnému datu ¢istého proteinu, ip
prvnim odkru 22. 6. 2006 (fazeistu: 1B — fist vSech orgdha nasazeni hliz, zaklad
kvétnich poupat) byl obsatistého proteinu 6,2 %,fpdruhém odbru 28. 6. 2006 (2 -
intenzivni fist orgar na€, koreni a hliz, péatek kwtu) byl obsaltistého proteinu 7,46
%. V dalSich fazichustu dochazi k poklesu obsakiistého na 3,71 %.iPposlednim
odkeru 4. 9. 2006 (fazeistu 5: zasychani nadzemni biomasy) se obstého proteinu
jen nepatra zvySuje na 3,90 %.
Odrida Bionta ma na zatku vegetace,ipdruhém odbru 28. 6. 2006 (fazeistu: 1B -
rast vSech orgdn a nasazeni hliz, zaklad dwaich poupat) 7,57 %istého proteinu.
Béhem dalSihotrstu dochazi jiz pouze k poklesu obsaisiého proteinu az na 3,40 %
pii poslednim odéru 4. 9. 2006 (fazeaistu: zasychani nadzemni biomasy).

Pribéh zmeny obsahucistého proteinu hliz dhem vegetace u obou dadr
znazoiuje obrazek. 17.
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Obrazek ¢&. 17 - Zména obsahdistého proteinu v fiibéhu vegetace

Datum odbéru vzorku

28.6. 2006 21.7. 2006 21.8. 2006

22.6. 2006 12.7. 2006 21.7. 2006 4.9. 2006
8 T T T T T T

Obsah &istého proteinu v %

48. 38. 67. 57. 102. 92. A Adora
34. 24. 57. 47. 88. 78.

Bionta
Dny po vzejiti

5. 5. Stanoveni obsahu celkového dusiku v hlizadd-{atky)

Adora: Na zaatku vegetace,fpprvnich dvou odérech se obsah N-latek v hlize u
odrady Adora téndt neliSi. Ri prvnim odlgru 22. 6. 2006 (fazdistu: 1B — fist vSech
organi a nasazeni hliz, zakladdmich poupat) byl obsah N-latek 13,68 %i,druhém
odkeru 28. 6. 2006 (2 — intenzivnist orgar nat, kofeni a hliz, péatek kwtu) byl
obsah N-latek 13,94 %.

V dalSich odbrech vykazuje odida Adora obsah N-latek kolem 8 % tzn., Ze
v dalSich @stovych fazi dochazi k poklesu obsahu N-latak.p@slednim odéru 4. 9.
2006 (fazetstu 5: zasychani nadzemni biomasy) se obsah N-tgggkmirne zvysil na
9,4 %.
Bionta: Ve srovnani s otldou Adora vykazuje odda Bionta na p&itku vegetace vysSi
obsah N-latek v hlize.itPdruhém odbru 28. 6. 2006 (fazaistu: 1B — fist vSech organ
a nasazeni hliz, zaklad&mich poupat) byl obsah N-latek 15, 91 %. V dal$ichtovych
fazich dochazi k poklesu obsahu N-latek az na %4¥ poslednim odéru 4. 9. 2006
(faze Gstu 5: zasychani nadzemni biomasy)

Pribéh zmeny obsahu N-latek v su&inhliz bdhem vegetace u obou adr

znézofiuje obrazek. 18.
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Obrazek ¢. 18 - Zmeéna obsahu N-latek (N x 2,6) vifthu vegetace

Datum odbéru vzorku

28.6. 2006 21.7. 2006 21.8. 2006
22.6. 2006 12.7. 2006 31.7. 2006 4.9. 2006

18

16

14 t —

12

10

8 L

Obsah N-latek (Nx6,25)

28. 18 48. 38. 67. 57. 102. 92. FEH Adora

34. 24, 57. 47. 88. 78. .
Bionta

Dny po vzejiti

5. 6. Obsah susSiny hliz

Adora: Ri prvnim odlgru 22. 6. 2006 (rstova faze: 1B —ist vSech orgdha nasazeni
hliz, z&klad k¥tnich poupat) byl obsah susSiny v hlize 13,63 %daxistové faze 5
(zasychani nadzemni biomasy), &dB1. 7. 2006 dochazi k nigstu obsahu susiny.
Obsah susiny v tétaistové fazi byl 21,02 %. DalSi oéfly ukazuji na mirny pokles
obsahu suSiny az na 17,51 %, é&db. 9. 2006. B poslednim, dodat@ém odkru hliz

pii sklizni doSlo k ogtovnému néistu obsahu susiny hlizy na 19, 46 %.

Bionta: Polorand odda Bionta vykazuje od gatku vegetace naést obsahu suSiny
v hlize, @i druhém odbru 28. 6. 2006 (fazeistu: 1B — fist vSech organa nasazeni
hliz, zaklad kétnich poupat) byl obsah suSiny v hlize 15,84 %.ovbgnani s odrdou
Adora m& odida Bionta Bhem celé vegetace vy3Si obsah suSiny.

K néristu suSiny v hlize doch&zi az dastové faze 5 (zasychani nadzemni
biomasy), odbr 31. 7. 2006. Obsah susiny v tétstové fazi byl 21, 99 %. Nasledujici
odker ukazuje mirny pokles obsahu susSiny na 19,56 %grazil. 8. 2006. R poslednim,
dodaténém odkru hliz @i sklizni doSlo k optovnému néistu obsahu susiny hlizy na
24, 62 %.
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Pribéh zmény obsahu suSiny hlizéhem vegetace u obou &dr znazotiuje obrazek.
19.

Obrazek ¢. 19 - Zmeéna obsahu suSiny vigichu vegetace

Datum odiru vzorkt

28. 6. 2006 21.7.2006 21. 8. 2006 6. 10. 2006

22.6.2006 12.7. 2006 31. 7. 2006 4.9. 2006
26 T T T T T T T

24 1
22 1
201
18 1
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14 1
12
10

Obsah susiny v %

o N A O ©
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102. 92.
34. 24. 57. 47. 88. 78. 134. 124.

ey
©
w
©
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5. 7. Pnimérnd hmotnost hliz

Pramérnd hmotnost hliz a jeji zna v pabéhu vegetace odpovidala fyziologické
charakteristice odd.

Pri prvnim odkru 22. 6. 2006 (rstova faze: 1B —usst vSech orgdna nasazeni
hliz, zaklad ké¢tnich poupat), jiz rané odlla Adora tvéila malé hlizy. Polorana otlila
Bionta se v dob prvniho odbru nachazela ve faziistu 1A — fist lista, lodyh, kden,
zakladani stoloin

Po celou dobu sledovani vykazovalatatlr Adora ¥tSi piimérnou hmotnost hliz
nez odfida Bionta. Ke konci vegetace dochazi uudgr Adora k mirnému poklesu

pramérné hmotnosti hliz, mmérna hmotnost hlizy u oddy Bionta se stale ZtSovala.
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Pri predposlednim odiou 21. 8. 2006 (fazeustu: 5 — zasychani nadzemni
biomasy) a poslednim o&u 4. 9. 2006 (fazeltstu: 5 — zasychani nadzemni biomasy)
dosahoval prmérna hmotnost hlizy u oddy Adora 77,89 g @edposledni odly) a 77,
719 (posledni odir) u odiidy Bionta 46, 94 g (edposledni odly) a 62, 10 g (posledni
odker).

Prabéh zmény primérné hmotnosti hliz &hem vegetace zndzaije obrazek. 20.

Obrazek ¢. 20 - Zména hmotnosti hliz v @ibéhu vegetace

Datum odbéru vzorku

28.6. 2006 21.7. 2006 21.8. 2006

22.6. 2006 12.7. 2006 31.7. 2006 4.9. 2006
90 T T T T T T

80

70 1

60

50

40 |

Hmotnost hliz v g

301

20 1

10

28. 18. 48. 38. 67. 57. 102. 92. [ Adora
34. 24. 57. 47. 88. 78.

.| Bionta

Dny po vzejiti

5. 8. Vztahy mezi jednotlivymi parametry hliz

Adora: U odridy Adora byly prokdzany pozitivni koreéla vztahy mezi pimérnou
hmotnosti hliz atistovou fazi (dny po vzejiti): r = +0,97; p < 0,08¢zi obsahem N-latek
a obsahem protein(r = +0,85; p < 0,05) a také mezi dobou &udbvzorku a susinou (r =
+0,75; p < 0,05).

Negativni korelani vtah byl prokazan u obsahu profeim ristovou fazi (dny po
vzejiti): r = -0,83, obsahu protéina pfimérnou hmotnosti hliz (r = -0,84; p < 0,05),
obsahu proteiina susinou (r =-0,82; p < 0,05).

Bionta: U odfidy Bionta byly prokazany pozitivni korélsi vztahy mezi prmérnou
hmotnosti hliz airstovou fazi (dny po vzejiti): r = +0,94; p < 0,08ezi obsahem N-latek
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a obsahem protein(r = +0,99) a také meziistovou fazi (dny po vzejiti) a suSinou (r =
+0,81; p < 0,05).

Negativni korelani vtah byl prokazan u obsahu proteim ristovou fazi (dny po

vzejiti): r = -0,89, obsahu protdéira susinou (r = -0,91; p < 0,05) a obsahu N-latek a

susiny (r =-0,87; p < 0,05).
Tabulka¢. 9 ukazuje vysledky analyzy rozptylu obsahu dustiabulkac¢. 10

popisuje koreléni vztahy mezi jednotlivymi parametry u testovanyehid, tabulkagc.

11 popisuje korekani vztahy mezi proteiny hlizy @stovou fazi (dny po vzejiti).

Tabulka €. 9 - Analyza rozptylu — hlavnich efektobsahu dusiku u ékovanych oditd brambor

v riznych fazich vyvinu a zralosti hlizy

Podil
. - , Sowet Stupné | Pramérny F Hladina z celkové
Zdroj prom énlivosti « o - < A 1) o :
¢tvercia | volnosti ¢tverec | vypoétené p proménlivosti
[%]
Odridy (A) 2,169 1 1,169 68,30** 0,000 0,570
Termin odbéru (B) 780,312 5 156,062| 4917,601* 0,000 75,790
Interakce AxB 195,958 5 39,192 1235,00%* 0,000 19,030
Chyba 1,523 48 0,032 - - -
Celkem 1090,895 143 205,923 - - -

1) p-hodnota je hladina praymbdobnosti< 0,05 pop. i < 0,01, statisticky vyznamny (*) pép
velmi vyznamny rozdil (**).

Tabulka €. 10 - Korelani analyzy mezi sledovanymi parametry u obouiddr

ADORA Dny po vzejiti | pram. hmotnosti hliz| suSinal obsah N-latek| obsah proteini
Dny po vzejiti 1,00 0,95* 0,68 -0,64 -0,79*
priam. hmotnost hliz 0,95* 1,00 0,82* -0,69 -0,84*
Susina 0,68 0,82* 1,00 -0,82* -0,94*
obsah N-latek -0,64 -0,69 -0,821 1,00 0,85*
obsah proteini -0,79* -0,84* -0,94* 0,85* 1,00
BIONTA Dny po vzejiti | pram. hmotnosti hliz| suSinal obsah N-latek| obsah proteini
Dny po vzejiti 1,00 0,98* 0,73 -0,87* -0,84*
pram. hmotnost hliz 0,98* 1,00 0,65 -0,77 -0,73
Susina 0,73 0,65 1,00 -0,90* -0,91*
obsah N-latek -0,87* -0,77 -0,90% 1,00 0,95*
obsah proteini -0,84* -0,73 -0,91% 0,95* 1,00

-43 - 5. VYSLEDKY




Tabulka €. 11 - Korelaini vztahy mezi hlizovymi proteiny &stovou fazi (dny po vzejiti) u obou ddr

Dny po

Adora vzejiti Patatin % IP suma %
Adora 1,00 0,99* -0,84* 0,85*
Dny po vzejiti 0,99* 1,00 -0,83* 0,84*
Patatin % -0,84* -0,83* 1,00 -0,80*
IP suma % 0,85* 0,84* -0,80* 1,00

Bionta I\D/QZJEIO Patatin % IP suma %
Bionta 1,00 0,99* -0,85* 0,96*
Dny po vzejiti 0,99* 1,00 -0,85* 0,97*
Patatin % -0,85* -0,85* 1,00 -0,88*
IP suma % 0,96* 0,97* -0,88* 1,00
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6. DISKUZE

6. 1. Proteinové profily jednotlivych vrstev hlizy- vyvhodnoceni elektroforeograni

Smerem ke stedu hlizy dochazi ke snizovani obsahu prdteirejwtSi obsah protein
byl zjitén v korové vrst¢ — odiéry vzorki pod slupkou. RYBAEK (1988) uvadi, ze
nejbohatsi na dusik jsouiiky pod slupkou a #td hlizy, shoduje se i s jinymi autory
(MICA, VOKAL 1997), ktei uvadji, ze vyrazn&ast N-latek je uloZena v oblasti slupky
obsah proteih z celé hlizy. Tyto rozdily v tvrzenich mohou byaigobeny &#znymi
metodami stanoveni protéive vrstvach hliz u jednotlivych autor

Z praktického hlediska je vyznamny i fakt, znbm kuchyiské Upravy hliz
(odstragnim slupky), dochazi ke ztratam veligsti hodnotnych bramborovych protéin
(BARTA 2002).

6. 2. Proteinové profily hliz v plibéhu vegetace - vyvhodnoceni elektroforeograén

Patatinovy komplex

Vysledky pokusu ukazuji, Ze obsah protepatatinového komplexu v hlizach vipéhu
vegetace klesd, zaporny koraakoeficient mezi obsahem patatinuiagtovou fazi(dny
po vzejiti) — u odidy Adora r =-0,83 p < 0,05 u odfidy Bionta r =-0,85 p < 0,05 U
vSech dusikatych sloZzek dochazi vulghu vegetace ke snizovani jejich obsahu v hlizach
(KOLBE, STEPHAN-BECKMANN 1997). Ve vzorcich hliz eldlranych fi sklizni byl
zjisten obsah proteiinpatatinového komplexu z celkového proteinu hlizydmdy Adora
25 %, u odiidy Bionta 18 %. Mktefi autdi (JIMENEZ et al. 2002) uvagi, Ze ve
zralych bramborovych hlizach obvykle tvgatatin 30 - 40 % rozpustnych bilkovin.
Obsah dusikatych latekcetre bilkovin v hlizach brambor zavisigdevsSim na oddeg,
hnojeni, agrotechnickych a klimatickych podminké8HEWRY 2003), cozZ fize tento
rozdil v tvrzenich vysitlovat.

-45 - 6. DISKUZE



Inhibitory proteaz

Vysledky pokusu ukazuji, Ze obsah inhibitgprotedz v hlizach v pbéhu vegetace
stoupda, kladny koretai koeficient mezi obsahem inhibitoproteaz a dobou odiu

vzorka (dny po vzejiti) — u odidy Adora r =0,84; p < 0,02 odifidy Biontar = 0,97; p <
0,05. To miaze byt vys¥tleno funkci &chto protedz v rostliy které hraji u rostlin
vyznamnou roli v obrannych mechanismech proti gfteknu hmyzu a
mikroorganisndim a v hlizach se akumuluji jako zasobni bilkov(BARTA, CURN

2004).

6. 3. Stanoveni obsahu proteiin v ostatnich organech rostliny brambor

Dle vysledki se nejvySSi obsah protéinstanoveno v suSi) kumuluje v rostlig
bramboru v kétech (17,21 % - zjigsho u odfidy Bionta) a listech (12,05 % u ddiy
Adora; 14,95 % u odd Bionta - 4. odér 21.7. 2006). Velky obsah protéirv listech
muze byt vys¥étlen pitomnosti fytochromu - fotoreverzibilni chromopriote
s molekulovou hmotnosti 250 kDa, ktery se nachd&ziv8ech rostlinnych organech
(PROCHAZKA et al. 1998) ale hla¥n pritomnosti enzymu ribulosy - 1,6-
bisfosfatkarboxylasy (rubisco), ktery je patrmejhojrejSim proteinem na planet
(VSCHT), jeho molekulova hmotnost je 55 kDa (QI-WENJ 2006). Pomoci softwaru
BioProfil, byl na z&klad plochy vrcholu stanoven procenticky podil bilkawnfrakce
v oblasti 250 kDa odpovidajici fytochromu u Adorg b,17%, u Bionty na 2, 67% a
bilkovinné frakce v oblasti 55 kDa odpovidajiciisdu u Adory na 9%, u Bionty 8,7%.

Vysoky obsah proteinzjistetny v kvétech mize byt vys¥étlen giitomnosti pylu ve
vzorku, ktery obsahuje podle druhu rostliny az 4&tavitelnych bilkovin (SKROBAL
et al. 1970)

V ostatnich ¢astech rostliny jsou koncentrace proteinu &&manedbatelné.

Koncentrace proteinve stoncich, stolonech ailemech nefesahuje 1%.

6. 4. Obsah N-latek a obsah bilkovin v hlize

Vysledky pokusu ukazuji, Ze obsah N-latek se valizigthem vegetace é&ni, u
vSech dusikatych slozek dochéazi vilghu vegetace ke snizovani jejich obsahu

hlizach. NejnizSich obsahdusikatych sloZzek je dosahovano kolem 90. dne z@jitiv
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rostliny-obdobi maximalniho n&tu hmoty hliz (KOLBE, STEPHAN-BECKMANN
1997).

Toto obdobi odpovida faziastu 5 (hmotnost biomasy hliz dosahuje u nasSich
odrnid 63 — 79% z biomasy celé rostliny). V této fawtu byl u odidy Adora proveden
piedposledni odiy (88 dni po vzejiti) a obsah N-latek v tétistové fazi byl 8,1%.
V porovnani s fedchozim a naslednym astbm byl obsah N-latek skutes nejnizsi.

U odnidy Bionta byl ve fazidstu 5 proveden posledni aatb 92 dni po vzejiti.
Obsah N-latek f tomto odiEru byl 5,44 % a v porovnani se vSemi ostatnimiéoglb
v pribéhu vegetace byl nejnizsi, jednalo se v3ak o posledkEr u této odidy, ktera
jes€ pokratovala v dalsi tvorb biomasy, a proto chybi porovnani s naslednym \giwvoj
obsahu N-latek. VySe uvedené se shoduje takézertim, Ze rané otidy vykazuji vyssi
obsah N-latek nez otidy pozdni (MCA, VOKAL 1997) a také s tim, Ze z fakfor
podilejicich se na variabitibbsal N-latek v hlize ma nefisi vliv genotyp. Byl uveden
30 % podil odidy na variabili¢ proteinového dusiku (MiA 1986).

Mezi obsahem N-latek a obsahem praiein bramborach existuje vyznamny
pozitivni vztah, dle pokusu (HRUSKA et al., 1974yysledki souboru 90 odid byla
zjisténa korelace +0,66. Koralai analyza mezi obsahem N-latek a obsahem piotein
odridy Adora prokazala kladny korelsi vztah ve vysi r = 0,85; p < 0,05, u ody
Bionta r = 0, 95; p < 0,05. U ailty Adora byl také prokazan negativni kotglavztah
mezi obsahem proteaina ptimérnou hmotnosti hliz (r = -0,84; p < 0,05). Z uveélen
vyplyva, Ze se z&nou proteiri v pribéhu vegetace souvisi také velikost hliz. Uvadi se,
Ze hlizy menSi velikosti obsahujiétgi mnozstvi N-latek (KOLBE, STEPHAN-
BECKMANN 1997).

Velmi vyznamny faktorem ovliwjicim obsah proteinhlizy je hnojeni dusikem.
Vy38i davky dusiku zvy3uji obsah proteinhlize brambor (MTA, VOKAL 1997)

6. 5. Obsah susiny hliz

Statistické vyhodnoceni vysledlkneprokazalo zavislost mezi obsahem susSiny a
terminem odéru vzorki (dny po vzejiti) ale i festo je koreléni koeficient ponirng
vysoky, coz poukazuje na pozitivni vyvoj suSinshém vegetace (koralai analyza u
Adory r = +0,68; p < 0,05; u Bionty r = +0,73; p0s05). Jako fitkazny byl ozn&en
vztah mezi suSinou aijpmn. hmotnosti hliz u oddy Adora (r = 0,82; p < 0,05).
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NejvétsSi intenzita tvorby suSiny je v obdobi mezi plngwtem a odkgtem
rostliny, kdezto v obdobi mezi od&em rostliny a zrdnim je tato intenzita nizsi
(KOLBE, STEPHAN- BECKMANN 1997). Obdobi mezi plnykwvétem a odkétem
rostliny odpovida fazitstu 2 (intenzivnitrst orgar nat, koreni, hliz, pa&atek kwtu) az
fazi rastu 4 (pokles hmoty nadzeméasti, kdeni, zwtSovani biomasy hliz). Vysledky
pokusu to potvrzuji — ve faziistu 2 dosahovala oiita Adora 14,95 % suSiny, ddia
Bionta 19,35 %. Ve faziistu 3 - odiida Adora 21,02 % susSiny, ddia Bionta 21,99 %.
Ve 4. a 5. fazi istu dochazi k pozvolnému poklesu obsahu suSinyzad¢th u obou
odnid. Ale celko¥ ma velmi rand odida Adora nizSi obsah suSiny nez tath
polopozdni Bionta. Tyto vysledky se shodujiekterymi autory, kté uvadji, Ze odfidy
rané maji nizsi obsah susiny neZ tbr pozdni (ZRJST, HOLA 1994; DEBRE,
BRINDZA 1996; JJZL et al. 2000).

Z uvedeného je patrné, Ze obsah suSiny hliz jesmiria odfidou a to z 81,58 %
(RYBACEK et al. 1988). VySe obsahu susiny je dale owianz 10,85 % progdim
(RYBACEK et al. 1988), spolu se ighim je teplota nejdezitéjSim vrjSim faktorem
ovliviujicim rist a vyvin rostlin bramboru. Vysoké srazky a ¢bkapa@asi v obdobi
tvorby hliz (fistova faze 2, 3) podsmiji nizkou sudinu hliz (VOKAL et al. 2000).
Rastova faze 2 a 3 sergkryvaji s obdobim vysokych srazekiervnu a proto se

domnivam, Ze faktor gasi ovlivnil obsah suSiny hliz.

6. 6. Pnimérna hmotnost hliz

Kladny regresni vztah (Adora r = +0,95; p < 0,0%rBa r = +0,98; p < 0,05) vypovida o
tom, Ze pimérna hmotnost hliz nasta v zavislosti na délce vegata doby (ZRIST
1994).

Vliv na zménu piimérné hmotnosti hliz maji i jiné faktory nez jen deelkegetani
doby. Nekteri autdi (RYBACEK et al. 1988, VOKAL et al. 2003) se shoduji, Z n
pramérnou hmotnost hliz ysobi @iznivé vyssi teploty a rovnodnné rozloZzené srazky
béhem vegetace.

V roce 2006 byly srazky v obdobi vegetace v poravisénormalem (1961-1990)
v praméru 0 100 mm vySSi ¥ervnu a srpnu. Toto obdobi sekryva s éistovou fazi 1A
a fistovou fazi 4. Vistové fazi 1A dochazi k zakladani stalprSLABY a KREZI

(2005) ve své praci uvé, ze vihké prosedi umozuje metamorfézu stonku v hlizu a
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indukuje tim proces tvorby hliz. \iistové fazi 4 dohazi k poklesu nadzemni biomasy
rostliny a vtomto obdobi je dosazen maximalnigtohliz (KOLBE, STEPHAN-
BECKMANN 1997). Vzhledem k gibéhu paasi v tchto fazich iistu vyznamnych pro
tvorbu biomasy hliz se domnivam, Ze nd@nmirnou hmotnost hliz #ty vliv pravé
vysoké srazky véchto ristovych fazi. Zarowue byl rist rostlin negativé ovlivnén i
vysokymi teplotami Bhem vegetace viz. obr. 6. Celkotady nebyl rénik 2006 pro
péstovani bramborifiiS priznivy.

Mezi jednotlivymi odfidami vSak existuji zrimé rozdily v reakci na gasi.
reaguji velmi sild (RASOCHA et al. 2005).

Na zaklad vysledki jednocestné analyzy rozptylu je mozné potvrdizéwi, Ze

se piimérna hmotnost hliz liSi v zavislosti na adé.
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7. ZAVER

Na zaklad vysledki jednoletého pokusu, ve kterém byl sledovan obeadimg, N-latek a

bilkovin u vybranych odid brambor s odliSnou délkou vegatadoby lze vyvodit tyto

Zawry:

Obsah proteitn patatinového komplexu v hlizach vup&hu vegetace klesa,
zaporny regresni koeficient mezi obsahem patatintistovou fazi (dny po
vzejiti) — u odéidy Adora r =0,83 p < 0,05 u odiidy Bionta r =0,85 p < 0,05

Kladny regresni koeficient mezi obsahem inhiliitprotedz atstovou fazi (dny
po vzejiti) — u odikdy Adora r =0,84; p < 0,0% odiidy Bionta r = 0,97; p < 0,05.

e

srde&ku.

NejvysSi obsah proteinv rostlind bramboru se kumuluje v ktech (17,21 % -
zZjisténo u odfidy Bionta) a listech (12,05 % u ddty Adora; 14,95 % u oddy
Bionta).

Koncentrace proteinve stoncich, stolonech ailemech nefesahuje 1%.

U odridy Adora byl prokdzan negativni regresni vztah noé®ahem proteina
rastovou fazi (dny po vzejiti): r = -0,79; p < 0,@hsahem proteina ptimérnou
hmotnosti hliz (r = -0,84; p < 0,05), obsahem pndtex suSinou (r = -0,94; p <
0,05).

Kladny korel&ni koeficient byl u odidy Adora prokazan mezi obsahem protein
a obsahem N-latek (r = 0,85; p < 0,05), suSinouiangrnou hmotnosti hliz (r =
0,82; p < 0,05).

U odrady Bionta byl prokdzan negativni regresni vztahimesahem proteina
rastovou fazi (dny po vzejiti): r = -0,84; p < 0,@hsahem proteina suSinou (r =
-0,91; p < 0,05) a obsahem N-latek a susSiny (r,80:0p < 0,05).

Kladny korel&ni koeficient by u odrdy Bionta prokazan mezi obsahem praotein
a obsahem N-latek (r = 0,95; p < 0,05).

U obou sledovanych odll dochazi v pibéhu vegetace k poklesu N-latek —
Adora na poatku vegetace: 13,68%, na konci vegetace 9,45%t8ioa poatku
vegetace 15,91 %figoslednim odéru 5,44%

Rané odiida Adora vykazuji vySSi obsah N-latek nezioldrpolopozdni Bionta —
pii poslednim odéru — 9, 45 % Adora, odda Bionta — 5, 44 %
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* Primérnd hmotnost hliz je zavislosti na adé a délce vegetai doby — kladny
regresni vztah mezi imérnou hmotnosti hliz aistovou fazi (dny po vzejiti):

Adora r = +0,95; p < 0,05; Bionta r = +0,98; p 99,

Pro detail®jsi studium variability hlizovych proteinby bylo potebné ziskat
vysledky z viceletého pokusufipadré i vysledky z rozdilnych lokalit s odliSnymi

stanovistnimi podminkami.
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