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Meziodridova variabilita bramboru z pohledu CNV
analyzy genii metabolické drahy a obsahu glykoalkaloidi

Souhrn

Tato prace byla zamétena na zkoumani genetickych faktorti ovliviujicich obsah
steroidnich glykoalkaloidi (SGA) v bramborach se zamé&fenim na zmény poctu kopii (CNV)
specifickych gent zapojenych do biosyntézy SGA. SGA, predevs§im a-solanin a a-chaconin,
jsou vyznamné kvuli své dvoji roli, a to jako pfirozené obranné latky rostlin a potencidlni
zdravotni nebezpecnosti ve vysokych koncentracich. Pochopeni genetického zakladu
variability obsahu SGA ma zasadni vyznam pro Slechténi odrid brambor s optimalnimi
hladinami SGA — dostate¢né vysokymi, aby poskytovaly odolnost vi¢i Skiidctim, ale dostate¢né
nizkymi, aby byly bezpecné pro konzumaci.

V této praci jsme pouzili metodu ddPCR (Droplet Digital PCR) ke kvantifikaci CNV
geni SGT1, SGT2 a SGT3 u riiznych odrid brambor. Metoda ddPCR poskytla vysoce piesny
acitlivy prostfedek k méteni poctu kopii gend, coz je kriticky faktor, o némz jsme
predpokladali, ze ovliviiuje biosyntézu SGA. Analyza odhalila nizkou variabilitu CNV téchto
gentt mezi zkoumanymi odridami, kvili které nebylo mozné prokazat statisticky vyznamnou
zavislost.

Studie byla provedena v kontrolovanych sklenikovych podminkach, kde byly
standardizovany faktory prostfedi, jako je sloZeni ptudy, dostupnost zivin a zavlazovéni, aby
se minimalizovaly vné&jsi vlivy na vysledky. Navzdory témto kontrolnim opatfenim poukézala
variabilita obsahu SGA pozorovana mezi biologickymi replikaty na komplexni interakci mezi
genetickymi faktory a podminkami prostiedi.

Vysledky statistickych analyz pomoci ANOVY neodhalily zadny vyznamny vliv CNV
na koncentrace a-solaninu a oa-chaconinu. To bylo ponékud neocekavané a ukazuje to
na moZnost existence jinych regula¢nich mechanismi, které ovliviiuji biosyntézu SGA
V bramborach. Zdlraziiuje to sloZitost biosyntézy sekundarnich metabolith v rostlinach
a naznacuje, Ze budouci studie by mély zohlednit $ir$i Skalu genetickych a environmentélnich
faktorii, aby bylo mozné pln¢ porozumét determinantim hladin SGA v bramborach.

Kromé¢ toho ma tento vyzkum vyznamné dusledky pro sSlechtitelské programy brambor.
Naznacuje, ze pouhy vybér specifickych CNV v genech SGT nemusi stacit ke spolehlivé zméné
obsahu SGA v péstovanych odriidach. Misto toho mize byt zapotiebi komplexnéjsi piistup,
ktery zahrnuje fizeni prostiedi a ptipadné¢ manipulaci s vice geny zapojenymi do metabolické
drahy.

Tento komplexni pfistup nejen zdlraznil Glohu genetickych faktorti pti ovlivilovani
obsahu SGA, ale také podtrhl vliv typu bramborového pletiva (listd, duzniny a slupky) na obsah
SGA. Tukeyovy HSD testy poskytly podrobny pohled a odhalily, ze rizné odrudy brambor
vykazuji v riznych typech pletiv rizné hladiny SGA, coZ naznacuje jejich potencialni vyuziti
ve Slechténi novych odrad. Odridy s vysokym obsahem SGA ve slupce a listech by mohly byt
zaméfeny na vlastnosti odolnosti vii¢i skiidetim, zatimco odridy s niz§im obsahem v duzniné
by mohly byt vhodné;jsi pro kulinatské vyuziti.

Kli¢ova slova: Solanum tuberosum L., DNA, CNV, a-solanin, a-chaconin



Intervarietal variability of potatoes from the point of view
of CNV analysis of metabolic pathway genes and
glycoalkaloid content

Summary

This work was focused on the investigation of genetic factors affecting steroid
glycoalkaloid (SGA) content in potato, with a focus on copy number variation (CNV) of
specific genes involved in SGA biosynthesis. SGAs, especially a-solanine and a-chaconine, are
important due to their dual role as natural plant defence substances and potential health hazards
at high concentrations. Understanding the genetic basis of variation in SGA content is essential
for breeding potato varieties with optimal levels of SGAs — high enough to provide resistance
to pests but low enough to be safe for consumption.

In this study, we used the droplet digital PCR (ddPCR) method to quantify CNVs of
SGT1, SGT2 and SGT3 genes in different potato varieties. The ddPCR method provided a highly
accurate and sensitive means of measuring gene copy number, a critical factor that we
hypothesized affects SGA biosynthesis. The analysis revealed low variability in the CNV
of these genes among the varieties studied, due to which it was not possible to demonstrate
a statistically significant relationship.

The study was conducted under controlled greenhouse conditions where environmental
factors such as soil composition, nutrient availability and irrigation were standardized
to minimize external influences on the results. Despite these control measures, the variability
in SGA content observed among biological replicates indicated a complex interaction between
genetic factors and environmental conditions.

Results of statistical analyses using ANOVA revealed no significant effect of CNV
on a-solanine and a-chaconin concentrations. This was somewhat unexpected and suggests the
possibility of other regulatory mechanisms affecting SGA biosynthesis in potato. It highlights
the complexity of secondary metabolite biosynthesis in plants and suggests that future studies
should consider a wider range of genetic and environmental factors to fully understand the
determinants of SGA levels in potato.

In addition, this research has important implications for potato breeding programs.
It suggests that simply selecting for specific CNVs in SGT genes may not be sufficient to
reliably alter SGA content in cultivated varieties. Instead, a more comprehensive approach may
be needed that involves environmental management and possibly manipulation of multiple
genes involved in the metabolic pathway.

This comprehensive approach not only emphasized the role of genetic factors
in influencing SGA content, but also highlighted the influence of potato tissue type (leaf, flesh
and peel) on SGA content. Tukey's HSD assays provided a detailed insight and revealed that
different potato varieties exhibit different levels of SGA in different tissue types, suggesting
their potential use in breeding new varieties. Cultivars with high levels of SGA in the skin
and leaves could be targeted for pest resistance traits, while cultivars with lower levels in the
flesh might be more suitable for culinary use.

Keywords: Solanum tuberosum L., DNA, CNV, a-solanine, a-chaconine



L VO .o 9
2 Védecka hypotéza a cile Prace ..............ccoooiiiiiiiiiiii e 10
3 LAterArni FeSerSe........cccoiiiiiiiiiiiiie e 11
3.1 Brambory a €eled’ SOlANACEAE............cooviiiiiieie s 11
3.1.1  Taxonomie Brambor ... 11
3.1.2  Historie péstovani a Slechténi brambor..............ccoveiiiiiiiiiii 11
3.1.3  Morfologie a anatomie brambor ...........ccccooeiiiiniiicee 12
3.1.31 HIZY @ KOT@NY ..ot 13
3.1.3.2 LISty ettt 14
3.1.3.3 STONKY .. s 15
3.1.34 Reprodukéni organy @ plody .......cecveveiinininisiiceees e 15
3.2 GlyKoAIKAIOIAY .....c.ecveiiieieee e 15
3.2.1  Typy glykoalkaloidti u Solanum tuberosum...........cccccevvieieiniiciiinnnnes 16
3211 Role glykoalkaloidl v rostlindch bramboru ...........ccccooeviiiiiiiieennn. 17
3.2.1.2 Vliv glykoalkaloidii na rostlinné Sklidce ...........ccovviiiiiiiiiiiiiinnne 18
3.2.13 Vliv glykoalkaloidii na lidské zdravi...........cccooeviiininiiiiiiiine 18
3.2.2  Obsah glykoalkaloidt v hlizach a listech brambor.............cccoccveviriiennnn. 19
3.2.21 Faktory ovliviiyjici obsah glykoalkaloidt v hlizach a listech brambor20
3.2.3  Odridy pouZité v tet0 PrACT ....ccvvveiiiiiiiiiiiieiree e 21
3231 ANUSCRKA ... 22
3.23.2 MaAraDEL ..o 23
3.2.3.3  PIINCESS ..ttt 23
32314 SUNSNINE ..ot 23
3.2.35 ROSAIA......ooiiiiiiii 24
3.2.3.6 IMPAIA. ... 24
3.2.3.7 CAITBIA ... 24
3.2.3.8  ANTONIA .ot 24
3.2.39 REA ANNG ..ot 25
3.2.3.10 DA .cveeuieieiesie sttt 25
3.2.3. 11 BEIMING .ottt 25
3.2.3. 12 AdCIA e 25
318 CNV ettt 26
3.3.1  Mechanismy VZNiKu CNV ... 26



3.3.2 Role CNV v ramci evoluce a SIEChtENT .....vvveeeeee e 26

3321 Ptitomnost CNV u domestikovanych druhd.........c.c.ccooiiiiniinnnn 27
3.3.2.2 CNYV a domestikacni znaky a geny ........ccccevvveriiiieiiien e 27
3.3.2.3 CNV v post-domestikacni diverzifikaci .........ccocevvviiiiiiinicnicnnnn, 28
3.3.2.4 Diikazy 0 selekci Na CNV ..o 28
3.3.25  Budouci perspektivy vyzkumu CNV.......coooviiiiiiiiiiiiecics 29

3.4  Metabolicka draha biosyntézy a-solaninu a a-chaconinu.......................... 29
3.4.1  Piehled biosyntézy solaninu a chaconinu ..........c.ccecvveciieiinienicnisenns 29
3.4.2  Mevalonatova CESLA......ccuiiiiiiieiieeiee e 29
3.4.3  Nemevalonatova draha ... 30
3.4.4  Geny zapojené do biosyntézy solaninu a chaconinu ...........cccccceeviernenne. 31
3441 Skupina gentl HMG .........cooooiiiiiiii e 32
3.44.2 Rodina gentl SGT.......ooiiiiiiiiieiece e 32

3.5 Metody stanoveni obsahu glykoalkaloidi v rostlinném materialu............ 33
3.5.1  Kapilarni plynova chromatografie (GC)..........ccouvvviiriiiiniinieneciesee 33
3.5.2  Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) a kolorimetrie.......... 33
3.5.3  Dusledky pro vyzkum a zeme&deIStvi........ccooviiiiiiiiiiiiiiiee e 33
3.6  Metody stanoveni CNV ..ot 34
3.6.1  Digitalni kapkova PCR (ddPCR).......ccceiiiiiiiiiiiiieee e 34
3.6.2  Kvantitativiii PCR (QPCR).....ccoiiiiiiii e 34
3.6.3  PCR vredlném €ase (ItPCR) .....ccccooiviiiiiiiiee e 34

4 IMETOTIKA ..o 35
4.1  Cil eXPerimentU .........cccooiiiiiiiiiiieii e 35
4.2  Rostlinny material a podminky péstovani ..............cccccooeiiiiiiiiiiciicnn, 35
421  Zpracovani a pfiprava rostlinného materialu...........ccoccevieiniiiiiiiinnn, 35
4.3  Analytické metody pro stanoveni obsahu glykoalkaloidii.......................... 36
4.3.1  Ptiprava vzorki pro analyzu glykoalkaloidii...........ccocvviiiiiiiiiiiiiiinn, 36
4.3.2  UHPLC-ESI-MS/MS analyza..........ccoceririiiiinieieiese e 36
4.4  Kvantifikace DNA a analyza Cistoty............ccccooiiiiiiiiiiiiinin 37
441 EXIAKCE DNA....co it 37
442  Kvantifikace DNA ..o 38
4.4.3  HOANOCENT CISTOLY ..ovviviiiiiiiieiiiiie e 38
45 ddPCR aanalyza CNV ... 38
451  Vypocet vstupniho mnozstvi DNA pro reakci ddPCR ............cceeviiennee. 38
45.2  Ptiprava primer pro ddPCR .........ccccoiiiiiiiiiic 39
45.3  Pripravareakce ddPCR .........cccooiiiiiiiiiiiee e 40
45.4  Generovani kapky a cyklovani PCR.........cccccoiiiiiiiiiiicn 40
455  ddPCR cyklus a analyza .........cccccviiiiiiiiiiii 40
45.6  Zpracovani po cyklovani a ¢teni Kapek ...........ccovveiiiiiiiiiiniinicce 41



4.6  Statisické vyhodnocCeni...............cccoooviiiiiiiiiiic e 41

O VYSICAKY ... 42
5.1 Kuvantifikace DNA a hodnoceni kvality................cccooveviniiiiiniiieiiccec, 42
5.2  Glykoalkaloidy v listech brambor ..........ccccccoveiiiiiii e 43
5.3  Glykoalkaloidy v duZniné brambor...............cccccooiniiiiiiiii 44
5.4  Glykoalkaloidy ve slupce brambor.............cccooeviiiiiiiciiccee e 45
9.5  ddPCR a CNV analyza ..........c.ccooiiiiiiiiiii s 46

5.5.1  Analyza poctu dropletlh pomoci ANOVY ...coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 47
5.5.2  Pearsonova korelacni analyza — vztah obsahu glykoalkaloidi mezi sebou48
55.3  Analyza rozptylu (ANOVA) — obsah glykoalkaloid ...........ccccevverurnnnne 51

55.3.1 Analyza ANOVA — vliv odridy a typu pletiva na obsah a-chaconinu51
55.3.2 Analyza ANOVA — vliv odridy a typu pletiva na obsah a-solaninu 54
55.3.3  Analyza ANOVA - vliv geni SGT1 a SGT2 na obsah a-chaconinu 57
5534  Analyza ANOVA — vliv geni SGT1 a SGT2 na obsah a-solaninu ... 58

B DISKUZE ... s 59
T ZLAVEY ..ottt ah et nae e reas 63
8 LITEIALUIA. ..o e 64
9 Seznam pouzitych zkratek a symboli ................ccooiiiiiiiiii 71
10 Samostatné Prilohy ... I



1 Uvod

Snaha o zvySeni zemé&d¢€lské produktivity a bezpecnosti potravin je v souvislosti
S rostouci svétovou populaci a ménicimi se klimatickymi podminkami klicovou vyzvou. Mezi
riznymi péstovanymi plodinami vynikaji brambory (Solanum tuberosum) jako zakladni
potravina konzumovana po celém svét¢ diky své vyzivové hodnoté a vSestrannému
kulinafskému vyuziti. Péstovani a konzumace brambor vSak neni bez problém1, zejména pokud
jde o pfitomnost steroidnich glykoalkaloidii (SGA), ptirodnich sloucenin, které slouzi jako
obranny mechanismus rostlin proti $kiidctim a patogentim.

SGA, predevsim a-solanin a a-chaconin, jsou diky své dvoji povaze predmétem
rozsahlého vyzkumu. Zatimco poskytuji ochranu rostling, jejich pfitomnost ve vysokych
koncentracich miize pfedstavovat zdravotni riziko pro ¢lovéka, coz vede k nutnosti peclivého
fizeni obsahu SGA v komer¢nich odridach brambor. Tato prace se zamétuje na zkoumani
genetickych faktorii, které ovliviluji obsah SGA v bramborach, se zvlaStnim dirazem
na odchylky v poctu kopii (CNV) specifickych gent zapojenych do biosyntézy téchto
sloucenin.

Vyznam pochopeni genetického zakladu biosyntézy SGA nelze pfecenovat. Je klicem
ke Slechténi odrid brambor, které udrzuji optimalni hladiny SGA — dostate¢né vysoké, aby
odrazovaly Sktdce, ale dostate¢né nizké, aby byly bezpecné pro lidskou spotiebu. Toto usili
vyzaduje podrobné zkoumani genetické variability mezi odridami brambor a identifikaci
genetickych markerti souvisejicich s obsahem SGA.

Pro orientaci v tomto slozitém genetickém prostiedi se v této praci pouziva metoda
ddPCR (Droplet Digital PCR), coz je Spi¢kova technika zndmé svou piesnosti a citlivosti pii
kvantifikaci poc¢tu kopii gent. Tato studie se zamétuje na CNV genli SGT1, SGT2 a SGT3,
0 nichz se predpokladd, Ze hraji klicovou roli v biosyntéze SGA, a jejim cilem je odhalit
genetické zaklady, které prispivaji k rozdiliim v obsahu SGA v rtiznych tkanich brambor (listy,
duznina a slupka).

Tim se prace snazi nejen pieklenout mezery v nasem chapani genetickych mechanismu
regulujicich biosyntézu SGA, ale také polozit zaklady pro budouci §lechtitelské programy. Tyto
programy by mohly potencialné vést k produkei odriid brambor s zddoucimi vlastnostmi, které
by vyvazily potifebu odolnosti vii¢i Skiidcim s ohledem na bezpecnost potravin. Kombinaci
empirické analyzy a teoretického zkoumani pfispiva tato prace k SirSimu Usili o zvySeni
udrzZitelnosti zemé&délstvi a potravinové bezpe€nosti v dobé poznamenané znacnymi
environmentalnimi a spoleCenskymi vyzvami.

V souhrnu tento uvod pfipravuje pidu pro komplexni zkoumani genetickych
determinantli obsahu SGA v bramborach. Zdlraziuje vyznam tohoto vyzkumu v kontextu
zemédélskych inovaci a bezpecnosti potravin a pfipravuje pudu pro diskusi o metodice,
zjiSténich a disledcich pro budouci vyzkum a praktické aplikace ve §lechténi brambor.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Zmény v poctu kopii (CNV) v genech SGT1, SGT2 a SGT3 vyznamné
ovliviiuji obsah steroidnich glykoalkaloidi (SGA) v bramboréch a jejich koncentraci v riznych
rostlinnych pletivech (listy, duznina a slupka). Tato hypotéza predpoklada, ze rozdily v poctu
kopii gent jsou genetickym mechanismem, ktery muze vysvétlit variabilitu v obsahu SGA
pozorovanou u riznych odriid brambor.

Cile prace

Cil 1: Kvantifikovat odchylky v poctu kopii (CNV) gent SGT1, SGT2 a SGT3
u vybranych odrid brambor pomoci digitalni PCR (ddPCR) a prozkoumat jejich souvislost
s obsahem SGA v riznych pletivech brambor.

Cil 2: Posoudit korelaci mezi CNV gent SGT1, SGT2 a SGT3 a obsahem SGA v listech,
duziné a slupce brambor pomoci statistickych analyz zahrnujicich Pearsonovu korelaci,
vicenasobnou regresi a ANOVU. Cilem je modelovat geneticky vliv CNV na obsah SGA
a poskytnout tak zéklad pro predpovéd’ koncentrace SGA na zéklad¢ genetické vybavy.
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3 Literarni reSersSe
3.1 Brambory a celed’ Solanaceae

3.1.1 Taxonomie brambor

Brambory patii do ¢eledi Solanaceae, ktera se sklada z 3000 az 4000 druhti. Konkrétné&ji
je poté zatazujeme do rodu Solanum, ktery se mtize pochlubit tctyhodnou rozmanitosti, ktera
zahrnuje vice nez 2000 druhti. Pouze okolo 100 z téchto druhl ale tvofi hlizy. Zemépisny
vyskyt rodu Solanum se rozprostira po celém svéte, s vyjimkou nejvzdalenéjsich oblasti severu
a jihu. Nejbézné&ji v Jizni a Stfedni Americe spolu s Australii. V téchto oblastech nalezneme
vyraznou koncentraci druhti v ramci tohoto rodu, coz odrazi zpusob rozsifeni pozorovany
v ramci Sirsi ¢eledi Solanaceae (Machida-Hirano 2015).

V ramci rodu Solanum patii mezi dalsi znamé kultivary lilek (S. melongena), pepino
(S. muricatum) a naranjillo (S. quitoense). Zatimco chilli papricky (Capsicum spp.) a rajcata
(Lycopersicon esculentum) maji ve srovnani s poslednimi dvéma zminénymi druhy rodu
Solanum vétsi vyznam a rozsifeni. Solanaceae zahrnuje nejen tyto znamé plodiny, ale také
méné znamé plody z dalSich rodu, jako jsou Cyphomandra a Physalis, spolu s okrasnymi
rostlinami, kterymi jsou napiiklad Petunia, Schizanthus, Salpiglossis a Lycium. Naopak nékteré
rody z celedi Solanaceae, jako Nicotiana, Datura, Atropa a Mandragora, maji kvili svym
jedovatym alkaloidiim horsi povést. Je vSak tieba poznamenat, ze témét vSichni piislusnici této
¢eledi maji n&jakou formu alkaloidd, i kdyz Casto ve stopovém mnozstvi (Hawkes 1978).

Taxonomie brambor prochazi neustdlym vyvojem, ktery je pohanén a podpofen
pokrokem v molekularnich technikach. Bradshaw & Bonierbale (2010) zduraznuji slozitou
a neustale se ménici povahu taxonomie rodu Solanum, zejména vlivem prilomovych poznatkii
molekularni biologie a genetiky. Spooner et al. (2007) identifikuji ¢tyti botanické druhy
reprezentujici péstované brambory. Patii mezi né zékladni kultivar Solanum tuberosum spolu
se ttemi hybridnimi druhy vzniklymi kiizenim druhi domestikovanych a plané rostoucich
ptibuznych: Solanum ajanhuiri (diploid), Solanum juzepczukii (triploid) a Solanum curtilobum
(pentaploid). Samotny Solanum tuberosum L. je tetraploidni (Bradshaw 2022).

3.1.2 Historie péstovani a Slechténi brambor

Historie Slechténi a Sifeni brambor je fascinujicim pfibéhem kulturni vymény
a zemé&délskych inovaci, které se tahnou napfi¢ kontinenty po cel4 staleti. Brambory pochazeji
z Jizni Ameriky, konkrétné z And, a jejich cesta do Evropy sahé aZ do konce 16. stoleti. Pfestoze
pfesné zavedeni brambor do zemé zlstavd nejisté, historické zpravy hovoii o pfichodu
do Spanélska kolem roku 1570 a do Anglie v roce 1590. Zpo&atku byla brambora povazovana
za botanickou okrasnou kuriozitu, postupné si vSak ziskala oblibu v celé Evropé a jejimu
roz$iteni napomohly kralovské dekrety a botanické burzy. Pozoruhodné je, Ze rané evropské
brambory vykazovaly vlastnosti podobné andskym poddruhiim, pti¢emz nésledné selekéni
procesy vedly k piizptsobeni severnimu klimatu. Ceska republika, historicky soudast
Ceskoslovenska, obdrzela brambory z Némecka, coz pfispélo k jejich rozsifeni ve vychodni
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Evropé¢ koncem 18. az zaCatkem 19. stoleti. Kromé toho globélni expanze brambor, véetné
jejich zavleéeni do Severni Ameriky, Indie, Ciny, Japonska, Afriky a na Novy Zéland,
podtrhuje jejich pozoruhodnou proménu z jihoamerické plodiny v zakladni potravinu na celém
svete béhem Ctyf stoleti, ktera zménila zemédé€lskou krajinu a kulinatské tradice po celém svété
(Harris 1992). Brambory jsou nejvétsi neobilnou potravinaiskou plodinou na svété a jsou

Slechténi brambor proslo v priibéhu let vyznamnym vyvojem, ktery se vyrazné posunul
smérem k diploidnim inbrednim liniim jako potencidlni strategii pro zvySeni produktivity,
nutricni hodnoty a udrzitelnosti. Historicky se Slechténi brambor c¢asto zamétovalo
na tetraploidni odridy, coz vychazelo z fixace tetraploidie v Severni Americe a Evrop¢.
Nejnovéjsi poznatky vSak naznacuji, Ze ptitomnost specifickych alel v heterozygotnich stavech
muze mit vétsi vyznam pro zlepSeni vynosu hliz, zejména pii zavadéni nové genetické
rozmanitosti ze zarodeéné plazmy divokych kultivart (Hirsch et al. 2013).

Celogenomova hodnoceni SNP odhalila, Ze Slechténi brambor v minulém stoleti
se zamétovalo predevSim na sloZeni alel ve vybranych lokusech, nikoli na celogenomové
zmény heterozygotnosti. Studie navic ukazaly, Ze troven ploidie nemusi nutné korelovat
S vy$S§im vynosem, protoze diploidi opakované vykazovali vysoky vynosovy potencial
srovnatelny s tetraploidy (Rowe 1967; Sood et al. 2024).

Ptechod na diploidni $lechtitelské linie nabizi nékolik vyhod. Samoopyleni u diploidii
usnadiiuje rychlejsi prechod k homozygoztnosti, coz Slechtitelim umoziuje efektivné
sestavovat kombinace prospé$nych alel a zadroveni eliminovat ty Skodlivé. Kromé toho diploidni
Slechténi usnadiiuje zaclenéni recesivnich znaktli, coz miize byt u tetraploidii narocné kvili
slozitosti konfigurace genomu se ¢tyfmi recesivnimi alelami (Allard 1999).

Vyvoj diploidnich inbrednich linii je moZzny pomoci riiznych ptistupii, v€etné kultivace
prasnikli a vyuziti ptirozenych inhibitorti autokompatibility pfitomnych v bramboru a jeho
divokych ptibuznych. Tyto snahy vedly k vytvofeni homozygotnich diploidnich linii
s zadoucimi vlastnostmi, coz pfipravilo pidu pro vyvoj diploidnich prototypti hybridi F1
s jednotnou kvalitou hliz a vynosem (Jansky et al. 2015).

Posun k diploidnim Slechtitelskym liniim je dan poznanim, Ze postupné zlepSovani
vynosti hliz nebude stacit k uspokojeni ptedpokladaného nariistu celosvétové poptavky
po plodinach. Vyuziti inovativnich Slechtitelskych strategii, jako jsou diploidni inbredni linie,
nabizi slibnou cestu k rychlému vyvoji produktivngjSich, vyzivnéjSich a udrzitelngjSich odrid
brambor, a tim 1 k feSeni problémi, které pfinasi zména klimatu a rostouci poptavka
po potravinach (Shull 1946; Boutsika et al. 2022).

3.1.3 Morfologie a anatomie brambor

Brambory, které jsou u nas péstovany jako jednoleté byliny, prochazeji jedineénym
reprodukénim procesem. Po odumieni nadzemnich ¢asti na konci vegetacniho obdobi
a vytvoreni novych matetskych hliz obsahujicich spici pupeny, dochazi ke slizni a rostlina
nepokracuje dale ve svém pfirozeném cyklu. Tento zplisob, vegetativni, je jednim ze dvou
moznych pro rozmnozovani brambor, tim druhym je zpisob generativni. PfestoZe jsou oba
zpisoby teoreticky pouzZitelné pro udrZzovani brambor, v praxi vyvstavaji problémy kvili
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tetrasomické dédi¢nosti péstovanych odriid brambor. Tato geneticka vlastnost vede ke znacné
variabilité vlastnosti potomstva, ktera je vysledkem jak samoopyleni, tak zdmérného kiiZeni.
V dusledku toho se péstované tetraploidni druhy brambor, jako je S. tuberosum, spoléhaji
pfedev§im na vegetativni mnoZeni prostfednictvim hliz a jsou udrzovany piedevsim
vegetativnim zpisobem (Horackovéa & Domkérova 1998).

Slechténi brambor se tedy opird o generativni metodu pocateni hybridizace, po niz
nasleduje vegetativni mnozeni, aby se zachovaly pozadované vlastnosti. Pro zajisténi
rozmanitého vychoziho materidlu pro hybridizaci a odolnostni znaky udrzuji genové banky
po celém svéte rozsahlé sbirky genetickych zdroju rodu Solanum, véetné téch v USA, Evropé
a Vv institucich ve vyspélych zemich, jako je Ceska republika. Kultury in vitro z velké &asti
nahradily tradi¢ni metody pfesazovani, protoze nabizeji dlouhodobé udrzovani, skladovéani bez
virti a snadnou vyménu materidlu mezi genovymi bankami po celém svéte. Mezi spolecné rysy
patii snadné zaloZeni kultury, dlouhodobé udrZeni organogenetické kapacity a zachovani
genetické homogenity (Carputo et al. 1995; Hord¢kova & Domkarova 1998).

Na Obrazku 1 je zobrazena anatomie rostlin bramboru.

Obrdzek 1 - Anatomie Solanum tuberosum (upraveno dle https://www.istockphoto.com/en/portfolio/Ardely/, 2024)

Rostlina Solanum tuberosum

plod

kvétenstvi
poloha mezilistki
a uzlabnich listka

B oY stqnek

materska
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3.1.3.1 Hlizy a kofeny

Kofenova soustava se sklada ze dvou c¢asti. Prvotni ¢asti kofenové soustavy je kilovy
koten. Vytvati se ze zarodecného kotinku a mé hojné vétvené postranni kofeny. V pozdéjsim
stadiu rustu rostliny se vytvareji z podzemni ¢asti stolonti a stonk druhotné neboli adventivni
kofeny. Soustava je nakonec z vétsi ¢asti tvorena bohaté vétvenymi druhotnymi kofeny.

Hliza vznika modifikaci stolonu, a to zkracenim a ztloustnutim jeho vrcholu. Podle
zpusobu vzniku je oznacujeme jako oddenkové hlizy. Hliza je hospodaisky nejcennéjsi ¢asti
rostliny bramboru a dale slouzi k jejimu vegetativnimu rozmnozovani. Hlizu d€lime na dvé
¢asti, pupkovou a vrcholovou. Pupkova cast se nachézi u stolonu hlizy, vrcholova lezi
na prot¢jsi strané hlizy. Pupeny neboli ocka se nachazeji vice na bazalni stran€, dale od stolonu.
Pupeny jsou usporadany do skupin, nejcastéji po 3-7 pupenech na skupinu (Divis et al. 2010).

Rostlina v hlizach shromazd’uje své zasobni latky. Podle Pelikana & Sakové (2001) jsou
jimi zejména:

e voda
e Skrob
e cukry

o dusikaté latky
e vlaknina
o tuky
e mineralni latky
e Vv stopovych mnozstvich:
o alkaloidy, vitaminy, popeloviny, organické kyseliny
Pelikan & Sakova (2001) dale rozd¢lili hlizu brambor na jednotlivé ¢asti:
e Periderm: Vngjsi obal, tvofeny slupkou ze zkorkovatélych bunék. Slouzi
k ochrané hliz pfed napadenim chorobami a parazity, také zamezuje ztraté
vlhkosti. Pfi poruseni této ochranné vrstvy Se za pomoci nasycenych mastnych
kyselin a kysliku tvofi suberin.
e Korova vrstva: Sklada se ze 2 samostatnych ¢asti. Cast nachazejici se p¥imo pod
peridermem je pfiblizn€ 2 mm silna, tvofi ji malé bunky s nizkym obsahem Skrobu
a vysokym obsahem bilkovin. Druha navazujici ¢ast tvofena parenchymalnimi
buiikami bohatymi na Skrob saha az k cévnim svazkim.
e (Cévni svazky: Obsahuji floém (lyko) na vné&jSich okrajich, ktery vede organické
latky. Xylém zajist'uje transport vody.
e Dren a velké vodnaté buiiky: Navazuje na cévni svazky.
e Vnitini dfeii: Tmavé jadro hlizy.
Hlizy brambor, Zivotn¢ diilezité organy bramborové rostliny, prochéazeji fascinujicim
procesem vyvoje, ktery se vyznaCuje radidlnim rozSifovanim, jeZ je primarné zplsobeno
zvetSovanim bunék, nikoli jejich délenim (Peterson et al. 1985).
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3.1.3.2 Listy

List bramboru je ptetrhované lichozpeteny. Je slozen z jednoho az tii parti postrannich
listkii a jednoho listku vrcholového neboli terminalniho. Mezi jednotlivymi pary vyrUstaji
na vietenu drobné mezilistky, a to bud’ jednotlivé anebo v paru. Stfedem lichozpeteného listu
prochazi vieteno, které se postupné ztencuje smérem od baze k vrcholu. Nékteré odridy maji
na fapicich listki liste¢ky, nebo Gzlabni mezilistky (Child 1990; Hamouz 1993).

Listy jsou slab¢, stfedné az velmi chlupaté. Barva listu je ovlivnéna prostiedim anebo
odridou. Podle barvy rozliSujeme listy hnédozelené, tmavé zelené, svétle zelené a zelené (Minx
& Divis§ 1994).

3.1.3.3 Stonky

Hamouz (1993) ve své publikaci uvadi zakladni déleni na dva typy, listovy a stonkovy,
ty maji zasadni rozdily v délce a tloust’ce. Dalsi déleni je dle postaveni stonku, zda jde o typ
vzptimeny, polovzptimeny, nebo rozklesly. Bramborové stonky délime dle vysky na nizké
(250-400 mm), stfedné vysoké (400-550 mm), vysoké (550-650 mm) a velmi vysoké (nad
650 mm). Dle tvaru je délime na ovalné, tfiboké a hranaté. Charakteristicky znak bramborového
stonku je ktidleni (blanité vyrustky) na hranach stonku. Podle tvaru dale urcujeme kiidleni
jednoduché vinité, jednoduché rovné, dvojité vinité a dvojité rovné. Déle urcuje Cetnost stonkd,
2 améng je Cetnost velmi mal4, 3 az 4 se jedna o Cetnost malou, 5 az 6 je Cetnost stfedni, 7 az 8
velké a pokud se na rostlin¢ naléza vice nez 9 stonkd, jedna se o cetnost vysokou.

Vétveni, vyhonky vyristajici z axilly (pazdi listd), se vyskutuje u baze stonku, uprostied,
na vrcholu anebo po celé délce stonku. Barva stonku, taktéz ovlivnéna prostfedim a odrtidou je
vetSinou svétle zelend nebo zelend. Vyskytuji se ale 1 zbarveni od modrofialové pres hnédou
az po Cervené (Pazdera et al. 2005).

3.1.3.4 Reprodukéni organy a plody

Kvét ma zpravidla 5 korunnich listkt. V nékterych piipadech, kdy opét zavisi na odradé
a podminach prostfedi, se miize vyskytovat vétsi pocet, a t0 aZ osmi korunnich listki.
Kvétenstvim u brambor je dvojvijan, ktery se nachdzi na vrcholu stonku. Nékteré odridy maji
dvojnasobny pocet korunnich listkti, vznika u nich tzv. dvojkorunka. Brambory jsou
samosprasné, mohou vsak byt opyleny i pylem cizich rostlin pfenaSenym hmyzem. Rostliny
brambor kvetou silng, sttedné¢ nebo malo. Nekteré odridy shazuji poupata, nebo nekvetou
vibec (Knapp 2012).

Po oplodnéni kvétu se vytvaieji plody, dvoupouzdré bobule. Uspé&snost oplodnéni zavisi
zejména na klicivosti pylu a kvalité blizny. V jednom plodu se nachazi 50-100 semen. Semeno
byvé dlouhé 1-2 mm. Je dalezité pro Slechténi k ziskani vychoziho materialu pro nové odrtidy,
pro normalni mnozeni se nevyuziva vzhledem ke komplikované genetice brambor, jejichz
genom je tetraploidni (Bradshaw 2022).
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3.2 Glykoalkaloidy

Glykoalkaloidy jsou skupinou chemickych slouc¢enin odvozenych od alkaloidd,
ke kterym jsou pfipojeny cukerné skupiny. Nékteré z nich jsou potencidlné toxické, zejména
ty, které se bézn¢ vyskytuji v rostlinném druhu Solanum dulcamara (lilek potméchut’) a dalich
rostlinach rodu Solanum, v¢etn¢ brambor a raj¢at (Sato 2020).

Prototypem glykoalkaloidu je solanin (slozeny z alkaloidu solanidinu a ze sacharidové
¢asti, nejCastéji z monosacharidii glukézy a fruktdézy nebo polysacharidi jako je Skrob
a celuloza), ktery se vyskytuje v bramboru. Alkaloidni ¢ast glykoalkaloidu se také obecné
oznacuje jako aglykon. Neporuseny glykoalkaloid se Spatn¢ vstfebava z traviciho traktu, a proto
zpusobuje jeho podrazdéni. U vstiebavaného aglykonu se piedpoklada, ze je zodpovédny
za pozorované priznaky poruch nervového systému (Crews 2014).

3.2.1 Typy glykoalkaloidi u Solanum tuberosum

Glykoalkaloidy, které se vyskytuji v bramborach, hraji vyznamnou roli v obrané rostlin
proti hmyzim $kidcim. Solanum tuberosum obsahuje rizné typy glykoalkaloid, z nichz kazdy
ma odlisné vlastnosti a ucinky na chovani a fyziologii hmyzu. Tyto sloufeniny maji kromé
pesticidnich vlastnosti i vlastnosti antimikrobidlni. Urceni typi a mnozstvi glykoalkaloidt
piitomnych v bramborach je nezbytné pro objasnéni jejich tlohy v odolnosti rostlin brambor
proti hmyzu (Maga & Fitzpatrick 1980).

Jednim z hlavnich glykoalkaloidi vyskytujicich se v Solanum tuberosum je solanin.
Studie Tingeyho (1984) zdiraznuje vyznam solaninu jako obranné slouceniny proti hmyzim
Skudctiim, zejména proti brouku mandelince bramborové (Leptinotarsa decemlineata). Solanin
je spolu s chaconinem bézné ptitomen v bramborach. Solanin a chaconin jsou sice méné
inhibi¢ni ve srovnani s jinymi glykoalkaloidy, ale pfesto pfispivaji ke sniZeni Zravosti larev
mandelinky. Tato zji§téni naznacuji, ze solanin a chaconin, pfestoze jsou mén¢ Ucinné, stale
hraji ¢aste¢nou roli pii odrazovani hmyzu od Ziru a potencialné snizuji populaci skudcda.

Typy glykoalkaloidl pfitomnych v bramborach se primarné déli do dvou hlavnich skupin:
solanidany a spirosolany. Tyto glykoalkaloidy jsou steroidni glykosidy (SGA) obsahujici dusik.
Zde je rozdéleni jednotlivych typt podle Friedmana et al. (1997):

e Solanidiny:

o a-Solanin: Jedna se o jeden z hlavnich glykoalkaloidl vyskytujicich se
Vv komerc¢nich odridiach brambor. Jednd se o glykosid steroidniho
alkaloidu solanidinu.

o a-chaconin: Podobn¢ jako a-solanin je a-chaconin dal$im vyznamnym
glykoalkaloidem obsazenym v bramborach. Je to rovnéz glykosid
solanidinu.

o dal§imi solanidiny jsou velmi ptibuzné slouceniny B-solanin, y-solanin,
[-chaconin, y-chaconin

o grafické znazornéni solanidinu a jeho prekurzoru sterolu lze nalézt
v Piiloze 2 av Priloze 1

o slozeni jednotlivych solanidinii je uvedeno v Tabulce 1, graficky je
znazornéno V Ptiloze 3
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Tabulka 1 — sloZeni glykoalkaloidu (Friedman et al. 1997)

Sloucenina Slozeni

a-solanin solanidin + galaktdza + glukéza + rhamndza

B-solanin solanidin + galaktdza + glukdza

y-solanin solanidin + galaktoza
a-chaconin solanidin + glukdza + rhamndza + rhamndza
B-chaconin solanidin + glukdza + rhamndza
y-chaconin solanidin + glukdza

e Spirosolany:
o Solasodin: Tato sloucenina se vyskytuje v kultivarech brambor, které byly
zkiizeny s planymi druhy, jako jsou Solanum berthaultii a Solanum vernei
o solamarin: Vyskytuje se ve stejnych kultivarech jako solasodin, tj. v téch,
které byly zkiizeny se S. berthaultii a S. vernei
o tomatiden: Podobné jako solasodin se tomatiden vyskytuje v bramborach,
které byly zktizeny s nékterymi planymi druhy, napt. Solanum chacoense.
o grafické znazornéni lze nalézt v Ptiloze 9
Tyto glykoalkaloidy jsou pfitomny pfevazné ve slupce bramborovych hliz. Kromé toho
se mohou vyskytovat i n¢které dalsi glykoalkaloidy, jako je demissidin, solamargin a solasonin,
které jsou vSak ve srovnani s a-solaninem a a-chaconinem pfitomny ve stopovém mnozstvi.

3.2.1.1 Role glykoalkaloidii v rostlinach bramboru

Uloha glykoalkaloidl v bramborech, jak ji objasnili Maga & Fitzpatrick (1980), Tingey
(1984) a Friedman et al. (1997), zahrnuje rizné fyziologické a ekologické funkce, které jsou
klicové pro preziti a obranu Solanum tuberosum proti biotickym a abiotickym strestim.
Pochopeni téchto funkci umoZiuje nahlédnout do evolucnich adaptaci a ekologickych interakci
rostlin bramboru v jejich ptirozeném prostiedi. Zhao et al. (2021) popisuji tyto zakladni funkce
SGA Vv rostlinach bramboru:

e Obranné mechanismy:

Glykoalkaloidy slouzi jako u¢inné obranné slouc¢eniny proti bylozravcim, patogeniim
a konkuren¢nim druhtim rostlin. Vyzkum Tingeyho (1984) a Zhaoa et al. (2021) zdaraziuje
jejich ulohu pfi odrazovani hmyzu a bylozravet od ziru diky jejich toxickym vlastnostem.
Zhaoova zjisténi déle ukazuji cytotoxické ucinky glykoalkaloidl na riizné linie rakovinnych
bunék, coZ naznacuje jejich potencial jako pifirodnich protinadorovych latek.

e Alelopatické ucinky:

Friedman et al. (1997) ve své studii, popisuji alelopatické vlastnosti glykoalkaloidu, které
ovlivituji rast a vyvoj sousednich druhti rostlin. Prostfednictvim alelopatie mohou
glykoalkaloidy inhibovat kli¢eni a rlst konkurencnich rostlin, ¢imz poskytuji ekologickou
vyhodu rostlinam bramboru v soutézi o zdroje.
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e Ekologické interakce:

Mimo alelopatickych téinku glykoalkaloidi na okolni vegetaci studie Zhaoa et al. (2021)
navic poukazuje na antimikrobialni U¢inky glykoalkaloidi, které inhibuji rtst hub, bakterii
a virt, ¢imz prispivaji k celkovému zdravi a odolnosti rostlin brambor.

e Reakce na abiotické stresy:

Glykoalkaloidy se také podileji na reakcich rostlin bramboru na abiotické stresy, jako je
sucho, zasoleni a kolisani teploty. Vyzkumy Tingeyho (1984) a Zhaoa et al. (2021) naznacuji,
ze glykoalkaloidy mohou pisobit jako metabolity vyvolané stresem a zvySovat odolnost rostlin
bramboru viici vyzvam prostiedi.

3.2.1.2 Vliv glykoalkaloidl na rostlinné sktidce

Glykoalkaloidy, jak je popsano v kapitole knihy Taie & Vickrucka (2022), hraji
vyznamnou roli v obrané¢ rostlin brambor proti riznym $kiidcim, zejména hmyzu
a bylozraveim. Tyto sekundarni metabolity, produkované ve vysokych hladinach v listech,
vykazuji toxicitu ptfedevs§im tim, Ze narusuji bunééné membrany a inhibuji acetylcholinesterazy
zapojené do neuralni aktivity:

Mechanismus u¢inku

Glykoalkaloidy uplatiiuji své obranné ucinky prostfednictvim interakci s fyziologickymi
a biochemickymi procesy rostlinnych Skidcti. Narusuji bunééné membrany, coz vede k 1yzi
bungk, a nakonec zpusobuje jejich smrt. Inhibice acetylcholinesteraz navic narusuje normalni
fungovani nervového systému $kidcl, coz vede k paralyze a piipadnému thynu (Tai
& Vickruck 2022).

Specifické cile
Vliv glykoalkaloidl na rostlinné Sktdce se 1isi v zavislosti na konkrétnim pfitomném

glykoalkaloidu a druhu Sktudce. Naptiklad solanin a chaconin, hlavni glykoalkaloidy
Vv bramborech, jsou spojeny s odolnosti vi¢i nékterym Sktiidctim. Jejich ucinnost proti vSem
Skidcim vS8ak neni jednotna. Zatimco nektefi Skiddci, jako je napiiklad mandelinka
bramborova, se prizplsobili tak, aby se mohli Zivit rostlinami brambor 1 pfes pfitomnost
glykoalkaloidd, jini mohou byt k jejich toxickym uéinkim citlivéjsi (Tai & Vickruck 2022).

3.2.1.3 Vliv glykoalkaloidii na lidské zdravi

Pfitomnost glykoalkaloidt v rostlinach rodu Solanum, zejména v bramborach (Solanum
tuberosum) a lilku (Solanum melongena), piedstavuje potencialni zdravotni riziko pro ¢lovéka,
jak je popsano v kapitole knihy Crewse (2014):

Vyskyt

Brambory, které jsou zédkladni potravinou pro mnoho lidi na celém svéte, obsahuji toxické
alkaloidy, jako je solanin a chaconin. Tyto alkaloidy se steroidni strukturou jsou pfitomny
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v riznych cCastech bramborové rostliny, vcetné hliz, klicki a zelenych casti. Obsah
glykoalkaloidi v bramborach se muize bé¢hem skladovani zvySovat, zejména pifi vystaveni
svétlu, a jejich obsah je vyssi u ekologicky péstovanych a plané rostoucich druhd brambor,
které se dnes vyuzivaji zejména jen pii Slechténi.

Toxicita
Poziti brambor s vysokym obsahem glykoalkaloidii mize vést k rtiznym ptiznakim,
vcetné bolesti zaludku, slabosti, nevolnosti, zvraceni a dychacich obtizi. Brambory se stfedné
vysokym obsahem glykoalkaloidii mohou mit hotkou chut, zatimco vyssi obsah miize vyvolat
pocit paleni. Klinické piiznaky se mohou pohybovat od halucinaci a deliria az po koma. Zda
se, ze toxiny jsou pro ¢loveka toxictéj$i nez pro ostatni zivocCichy, pfi¢emz mohou mit vliv
na plodnost, imrtnost déti a mohou také zpiisobovat rizné neurologické vady.

Kontrola

Solanin se sice vafenim neodstrani, ale 1ze jej zni¢it smazenim za vysokych teplot. Pti
bézném tepelném zpracovani je znacné stabilni. Pti vafeni ve vod€ se solanin z ¢asti vyluhuje
a dochazi tak k snizeni jeho relativni koncentrace (mnozstvi vyluhovaného solaninu mizeme
pozitivné ovlivnit pfidanim malého mnozstvi kyseliny octové), pii smazeni za nizSich teplot
(pramyslova ptiprava hranolek a bramborovych lupinkil) se naopak jeho relativni koncentrace
zvysuje vlivem ztraty vody.

Kontrolni opatfeni proti témto toxintim v bramborach zahrnuji peclivy vybér a Slechténi
odrid brambor, minimalizaci mechanického poskozeni a vystaveni svétlu pfi manipulaci
a zpracovani. Ke sniZzeni tvorby toxinii mize ptispét i chemické oSetfeni, naptiklad inhibitory
kli¢eni (Crews 2014).

3.2.2 Obsah glykoalkaloidi v hlizach a listech brambor

Obsah glykoalkaloidti v hlizach i listech brambor je vyznamnym aspektem vyzkumu
vzhledem k jeho potencidlnim duasledkim pro lidské zdravi a jeho roli v obrannych
mechanismech rostlin. Glykoalkaloidy, jako je a-solanin a a-chaconin se nachazeji v riznych
¢astech bramborové rostliny Vv riznych koncentracich (Zrtist 2004).

Obsah glykoalkaloidii v hlizach brambor

Glykoalkaloidy jsou pfevazné koncentrovany ve slupce bramborovych hliz, ptfi¢emz
jejich obsah se lisi v zavislosti na faktorech, jako je odrida brambor, zplsob péstovani
a podminky skladovani. Hlavnimi glykoalkaloidy, které jsou v bramborovych hlizach
predmétem zajmu, jsou a-chaconin a a-solanin. Primérny obsah glykoalkaloidd, ktery se mize
lisit v zavislosti na specifickych faktorech, jako je odrida a zpiisob péstovani, je uveden

v Tabulce 2. Uvedené koncentrace jsou urCeny ze slupky bramborovych hliz (Maga
& Fitzpatrick 1980).
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Tabulka 2 - Obsah glykoalkaloidi ve slupkdch hliz brambor (Maga & Fitzpatrick 1980)

Typ glykoalkaloidu Obsah (mg/g) |
a-solanin 3,0-8,0
a-chaconin 2,5-7,5

*Poznamka: Obsah je uveden na gram susiny (DW).

Obsah glykoalkaloidi v bramborovych hlizach se mize béhem skladovani zvysit,
zejména pokud jsou vystaveny svétlu nebo poskozeny pii manipulaci. Spravné skladovaci
postupy a opatrna manipulace jsou nezbytné pro kontrolu obsahu glykoalkaloidii a minimalizaci
moznych zdravotnich rizik spojenych s konzumaci brambor (Friedman et al. 1997).

Obsah glykoalkaloidi v listech brambor

Listy brambor také obsahuji glykoalkaloidy, i kdyz v niz8ich koncentracich nez hlizy.
Pfitomny jsou sice a-chaconin a a-solanin, ale jejich obsah je obvykle nizsi nez v hlizach.
Maga & Fitzpatrick (1980) uvadéji, ze vysoké koncentrace glykoalkaloidl lze nalézt v aktivné
rostoucich oblastech rostliny, jako jsou meristematické oblasti listovych pupenli a mladych
listl. Pramérny obsah v listech uvedeny v Tabulce 3 uvadi Phillips et al. (1996) u vybranych
oddrtid brambor.

Tabulka 3 - Obsah glykoalkaloidd v listech brambor (Phillips et al. 1996)

Odrida brambor a-solanin (mg/g) a-chaconin (mg/g)

Cara 0,10 0,32
Romano 0,09 0,24
Pink Fir Apple 0,04 0,04
Priamér 0,08 0,20

*Poznamka: Obsah je uveden na gram susiny (DW).

3.2.2.1 Faktory ovliviiujici obsah glykoalkaloidii v hlizach a listech brambor

Barceloux (2009) ve svém ¢lanku poukazuje na to, ze praktické zkusenosti §lechtiteld,
péstiteld a distributori brambor vedly k rozsahlému zkouméani faktorti ovliviiyjicich obsah
glykoalkaloid v bramborach. Maga & Fitzpatrick (1980) ve své studii popisuji tyto faktory:

Genetické variabilita

Obsah glykoalkaloidii v bramborach se u rtiznych odrid vyrazné li§i. Studie prokéazaly
znacn¢ rozdilny obsah glykoalkaloidii v rGznych odrtidach brambor z raznych oblasti.
Naptiklad norské odridy vykazovaly obsah glykoalkaloid v rozmezi od 4,2 do 34,5 mg/100
g, zatimco némecké odriidy od 2 do 35 mg/100 g. Podobn¢ kanadské a americké odrady
vykazovaly rizny obsah glykoalkaloidi, coz =zdiraznuje geneticky vliv na syntézu
glykoalkaloidd.

Vyzkum naznacuje, zZe obsah glykoalkaloidl je vysoce dédi¢ny, pfiCemz nékteré odriudy
brambor dédi dominantné znaky s nizkou syntézou glykoalkaloidii. Vysledky kiizeni mezi

20



riznymi druhy brambor se vSak mohou lisit, coz vede k neptedvidatelnému obsahu
glykoalkaloidti v potomstvu (Maga & Fitzpatrick 1980).

Faktory prostiedi

Faktory prostfedi hraji vyznamnou roli pii zménach Vv obsahu glykoalkaloida
V bramborach béhem skladovani. Podle vyzkumu Zheng et al. (2019) ovliviiuji rizné podminky
skladovani, jako je teplota, relativni vlhkost a doba skladovani, obsah solaninu v rtznych
odridach brambor. Tato zjisténi zdlraziuji vyznam piizpisobeni podminek skladovani na
zaklad¢ specifickych vlastnosti odriid brambor pro zajisténi bezpecnosti a kvality skladovanych
brambor. Krom¢ toho mohou mit na obsah glykoalkaloidi béhem ristu a vyvoje brambor vliv
také vn¢jSi faktory prostiedi, jako jsou klimatické a povétrnostni podminky, pficemz
potencialni roli hraji faktory jako délka vegetacniho obdobi, kolisani teplot, uroven vihkosti

a nadmotska vyska. Poskozeni rostlin brambor mrazem nebo krupobitim ptfed dozranim hliz
bylo v nékterych ptipadech spojeno se zvySenym obsahem glykoalkaloidl, coz poukazuje
na slozitou souhru mezi faktory prostiedi a akumulaci glykoalkaloidti v bramborach (Zheng
et al. 2019).

Zralost a skladovani
Zatimco celkové zralost odriild nemusi pfimo souviset s obsahem glykoalkaloidi, byly
vSak pozorovany rozdily v obsahu glykoalkaloidii v ramci jedné odrtdy, které se tykaji zralosti

a podminek skladovani. Mensi hlizy a delsi doba skladovani byly spojeny s vys$§imi hladinami
glykoalkaloidl. Teplota a doba skladovani hraji vyznamnou roli, pfi¢emz delsi skladovani vede
ke zvysené syntéze glykoalkaloidl, zejména pii nizSich teplotach (Maga & Fitzpatrick 1980).

Kulturni postupy

Hnojeni méa na obsah glykoalkaloidi rozporuplné uc¢inky, pricemz studie uvadéji jak
zvyseni, tak snizeni v reakci na aplikaci dusiku. Podobné muize tvorbu glykoalkaloidl ovlivnit
vystaveni svétlu béhem skladovani nebo zpracovani. Vlnova délka, intenzita a délka plisobeni

svétla byly podrobné studovany a odhalily jejich vliv na syntézu glykoalkaloidi v bramborach
(Maga & Fitzpatrick 1980).

Svétlo

Svétlo hraje zasadni roli pfi ovlivilovani obsahu glykoalkaloidi v bramborach. Jak
prokazali Wolf & Duggar (1946), délka svételné expozice vyznamné ovliviiuje tvorbu
glykoalkaloidi v hlizach. Jejich vyzkum ukazal, Ze brambory péstované v podminkach
dlouhého dne s 18hodinovou expozici svétlu vykazovaly vys$si obsah solaninu ve srovnani
S bramborami péstovanymi v podminkach kratkého dne s pouze 10hodinovou expozici svétlu.
To naznacuje, ze délka svételné expozice je kritickym faktorem prostredi, ktery mlize ovlivnit
syntézu glykoalkaloidl v bramborach (Wolf & Duggar 1946).
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3.2.3 Odridy pouZzité v této praci

V Tabulce 4 je vypis odrud, na kterych probihal vyzkum. V tabulce je uvedeno
ID odrtidy, rok registrace, rok registrace v CR (pokud je odrtida registrovana v Ceské
republice), udrzovatel odrudy, primérna péstebni plocha za roky 2002-2022 a praimérny vynos
odridy (v zavorce je uveden rok zvetejnéni primérného vynosu). Pokud je butika oznacena
-, znamena to, Ze tato data nebyla Ustfednim kontrolnim a zkuSebnim ustavem zemédélskym
zvefejnéna. Data pro péstebni plochu a primérny vynos jsou uvedena v ramci CR.

Informace o ID odridy a ptvodnim Slechtiteli byla ¢erpana z databaze Grin Global.
Ostatni data byla ziskana z ptehledl odrud a seznamu doporuc¢enych odrad (SDO) z let 2006
az 2022, ziskanych z webu https://eagri.cz/.

Piesna data péstebnich ploch jednotlivych odrud jsou k dispozici v Pfiloze 13.

Vsechny nize zminéné odridy jsou tetraploidni.

Tabulka 4 - Seznam pouZitych odrid (UKZUZ, 2006-2023)

. Rok " , | Primérny
Nazev ID Rok . . Péstebni y
2 2 - registrace Udrzovatel
odridy  odridy registrace v CR plocha (ha)

Adéla 0750101965 = Ceska republika 2000 2000 Selekta Pacov, a.s. 175,29 43,9 (2022)
Antonia | 0750102258 Némecko 2008 - neregistrovana v CR 73,85 44,5 (2022)
. UaSCh k 0750102264 Némecko 2016 - neregistrovana v CR 42,66 -
Bernina | 0750102274 Némecko 2017 - neregistrovana v CR 30,92 -
Carrera = P1655314 Nizozemsko - neregistrovana v CR 56,91 -

N.O.
Ditta 07S0101601 Rakousko 1991 1996-2017 | Saatbaugenossenscha 22,55 41,4 (2009)
ft
. do roku g 7 ~

Impala | 0750101538 Nizozemsko 1989 2006 neregistrovana v CR 221,31 -
Marabel | 0750101730 | Némecko 1994 1998 Ka“"fff(lé“"gt Bohm 193,57 48,0 (2022)
Princess - Némecko 1998 = neregistrovana v CR 94,5 =

Red “ . ;
Anna 0750102078 | Ceska republika 2005 2005 Vesa Velhartice, a.s. 55,9 46,6 (2022)
SAKA-RAGIS
Rosara @ 0750101670 Némecko 1992 1996 Pflanzenzucht GbR, 81,87 44,8 (2022)
D
Sunshine | 0750102272 Némecko 2016 - neregistrovana v CR 16,73 -

Nasledujici informace o pouzitych odridach byly pievzaty zjiz diive zminénych
seznamu doporu¢enych odrud a databazi European Cultivated Potato Database (Europotato),
Grin Global, GrinCzech, Potato Pedigree Database a Europlant.

22


https://npgsweb.ars-grin.gov/gringlobal/
https://eagri.cz/
https://www.europotato.org/
https://npgsweb.ars-grin.gov/gringlobal/search
https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/methodaccession.aspx
https://www.plantbreeding.wur.nl/PotatoPedigree/index.html
https://www.europlant.biz/en/home/

3.2.3.1 Anuschka

Anuschka ma tmav¢ zelené listy a Zzlutohnédou slupkou kombinuje zadouci
agronomické vlastnosti a konzumni vlastnosti a je vhodné pro rané az stiedn¢ rané obdobi
sklizn€. Vyznacuje se odolnosti vii¢i viram bramboru Y, X, M (PVY, PVX, PVM) a vyjime¢né
vaci chorobé vlockovitosti hliz brambor (Rhizoctonia solani) a had’atku bramborovému.
Vykazuje stfedni odolnost vici viru S bramboru (PVS), ale vynika silnou obranou proti
strupovitosti a viru svinutky bramboru (PLRV) (GrinCzech 2024).

3.2.3.2 Marabel

Odriada Marabel vynika velmi vysokou odolnosti vii¢i virim bramboru Y a X (PVY,
PVX) a stejné pasobivou odolnosti vii¢i viru M bramboru (PVM), coz jej stavi do pozice silného
soupefe proti témto béznym hrozbam. Navzdory nizké odolnosti vici viru S bramboru (PVS)
kontruje Marabel vysokou odolnosti vii¢i strupovitosti, suché hnilob& zptisobené houbami rodu
Fusarium, vlockovitosti hliz a had’atku bramborovému, ¢imz se stava odolnou proti fadé chorob
prenasenych ptudou.

Marabel ma vzptimenou a listnatou strukturu rostlin, velké zelené listy spolu s ovalnymi
az podlouhlymi hlizami se zlutohnédou slupkou, které maji méelké ocka a lysy typ slupky. Jeji
hlizy jsou zndmé svou Zlutou az nazloutlou duzninou a sttedni az velkou velikosti. I pfes nizsi
odolnost vi¢i mechanickému poskozeni je Marabel diky svému zna¢nému vynosovému
potencialu a oznaceni "produkt pro zvlastni spotiebu" spolu s extrémné ranou vegetacni dobou
vyjimeénou odriidou pro brzkou dostupnost na trhu (Cermak 2007; GrinCzech 2024).

3.2.3.3 Princess

Vznikla vySlechténim zodrid Arnika x Dunja. Jednd se o pokrocilou odridu
z Nizozemi, kterd se vyznacuje velmi ranou aZ ranou zralosti, vynika ovalnymi hlizami s bilou
az zlutou slupkou. Tato odriida poskytuje vysoky pocet stiedné velkych az velkych, rovnomérné
tvarovanych hliz na rostlinu, vykazuje stfedni sekundarni rist a vysokou odolnost proti
vnitinimu otlaceni. Jeji varné vlastnosti se pohybuji od pomérné pevnych az po pevné, bez
zCernani po vaieni. Vyznacuje se vysokou odolnosti proti plisni bramborové a velmi vysokou
odolnosti proti viru Y bramboru (PVY), coz z ni ¢ini robustni volbu (Europotato 2024; Potato
Pedigree Database 2024).

3.2.3.4 Sunshine

Odrida Sunshine vykazuje velmi vysokou odolnost vic¢i virim bramboru Y, X a M
(PVY, PVX a PVM). Jeji odolnost vici strupovitosti a had’atku bramborovému (Globodera
rostochiensis i Globodera pallida) je oznacena jako velmi vysoka. Jeji odolnost proti viru S
bramboru (PVS) je vSak oznacena jako nizka. Odolnost proti plisni bramborové se pohybuje
mezi nizkou a stfedni.
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Sunshine tvofi robustni rostliny se vzpfimenymi stonky a vyraznou zelenou listovou
hmotou, vcetné stfedné velkych az velkych hliz se zlutohnédou slupkou a kolisdnim barvy
duzniny od zluté po bilou. Tato odriida rovnéz vykazovala stabilni vysoce kvalitni vlastnosti,
jako je stfedn¢ vysoky obsah Skrobu a vynikajici vyrovnanost hliz, coz pfispélo k jeji
uspokojivé az dobré skladovatelnosti (GrinCzech 2024).

3.2.3.5 Rosara

Vznikla vyslechténim z odriid Secura x 2605 77. Némecka odriida brambor Rosara se
vyznacuje velmi ranou zralosti a stiedni az dobrou pokryvnosti listh. Jeji hlizy se vyznacuji
¢ervenou barvou slupky, zlutou duzninou a velmi dlouhymi a rovhomérné tvarovanymi hlizami
s mélkymi ocky. Hlizy odriidy Rosara jsou stfedné velké az velké a vykazuji velmi hladkou
az hladkou strukturu slupky.

Z hlediska vynosového potencialu ma Rosara stfedni az vysoky rozsah, podobny profil
ma i potencial vynosu pfi rané sklizni. Vytvaii stfedni pocet hliz na rostlinu. Odrtida vynika
odolnosti proti vnéjsimu poskozeni (Europotato 2024; Potato Pedigree Database 2024).

3.2.3.6 Impala

Odrada Impala, vznikla z kiizeni BM 52-72 x Biranco, vykazuje robustni profil
s vysokou odolnosti proti viru brambor A (PVA), strupovitosti obecné a hadatku
bramborovému. Jeji odolnost dosahuje vysoké trovné proti viru bramboru X (PVX), viru
brambor Y (PVY) a viru brambor M (PVM), spolu s vyznamnou rezistenci proti vlockovitosti.
Ma naopak pouze nizkou az stfedni rezistenci vici plisni bramborové a nizkou odolnost proti
viru svinutky bramboru (PLRV). Ma nizkou odolnost vii¢i mechanickému poskozeni.

Impala vynika velkymi, ovalnymi az podlouhle ovalnymi hlizami, které se vyznacuji
meélkymi o€ky, lysou slupkou Zlutohnédé barvy a mirné nazloutlou duzninou. Rostlina vynika
velkymi zelenymi listy s mirné€ lesklym leskem a robustni, vzptimenou strukturou stonku, coz
sv&d¢i o bujném rustu (GrinCzech 2024; GRIN-Global 2024; Potato Pedigree Database 2024).

3.2.3.7 Carrera

Odrtda Carrera, kterd vznikla kifiZenim odrtid Allard x Concurrent, se vyznacuje
vhodnosti pro ranou sklizent a poskytuje velké hlizy s velmi atraktivni svétlou slupkou. Tato
odrlida, uréend pro tradi¢ni Cerstvé konzumni brambory, dozrava brzy, ptiblizn€ za 77 dni.
K jejim agronomickym vlastnostem patfi stitedni aZ vysoky vynos a velmi velka velikost hliz,
které se vyznacuji ovalnym tvarem. Carrera ma obvykle 9-11 hliz na rostlinu s jednotnou
velikosti a tvarem. Barva slupky je Zluta a duZnina si po uvafeni zachovava Zzluty odstin,
klasifikovana jako varny typ B.

Carrera vykazuje vysokou odolnost proti plisni bramborové a strupovitosti. Jeji odolnost
vii¢i rakoving bramboru je vsak nizka (Potato Pedigree Database 2024; VUBHB 2024).
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3.2.3.8 Antonia

Antonia je stfedné rand brambora salatového typu. VyznaCuje se ovalnymi
az podlouhlymi hlizami se Zlutohnédou slupkou a syté zlutou duzninou, slibuje stiedné velké
az velké vynosy. Vykazuje vysokou odolnost vuci virim bramboru Y, X a M (PVY, PVX
aPVM) a viru svinutky brambor (PLRV). Disponuje stiedné silnou rezistenci na plisen
bramborovou a strupovitost a velmi vysokou odolnosti viéi had’atku bramborovému. Odrtda
Antonia také ale trpi zranitelnosti vii¢i mechanickému poskozeni a nizkou odolnosti vuci
viru S bramboru (Cermak 2023; Europlant 2024).

3.2.3.9 Red Anna

Odrida Red Anna, vyznamna odruda vznikla kiizenim odrad Rosella x Pamir, byla
predstavena v roce 2005. Vyznacuje Se kratce ovalnymi a rovnomérné tvarovanymi hlizami
a napadnou cervenou slupkou v kombinaci se syt¢ zlutou duzninou. Je vyhlaSena pro svij
vysoky vynos a vyjimecnou stolni hodnotu, vyznacuje se varnym typem A/B a vyhodou, Ze po
oloupani nebo uvareni neztmavne.

Odolnost odridy Red Anna je impozantni a nabizi odolnost vi¢i riznym problémim,
vcetné virovych chorob, mechanického poskozeni, had’atka bramborového patotypu Rol
a rakoviny brambor patotypu 1. Jeji odolnost se rozsituje i na pliset bramborovou, coz zajistuje
velmi dobrou skladovatelnost a &ini z ni odolnou volbu pro péstitele (Cerméak 2007).

3.2.3.10Ditta

Odrada Ditta, kfiZzenec odrid Bintje x Quarta, se pfedstavuje jako stiedné rand odriida,
ktera je proslula svou vysokou odolnosti vié¢i virim bramboru Y, X, M (PVY, PVX, PVM)
a vyjime¢nou odolnosti proti strupovitosti a suché hnilobé zptisobené houbami rodu Fusarium.
Je to odrida s velmi vysokou odolnosti proti had’atku bramborovému. Jeji rezistence proti plisni
bramborové vSak vykazuje rozmezi od nizké po stfedni. Odrida Ditta se muze pochlubit
robustnim profilem s ovalnymi aZ podlouhle ovalnymi hlizami, Zlutohnédou slupkou a Zlutou
duzninou, které slibuji stfedni az velkou velikost a stfedni az vyrovnanou vyrovnanost velikosti
hliz (Cermak 2007; GrinCzech 2024; Potato Pedigree Database 2024).

3.2.3.11Bernina

Odrida Bernina je charakteristicka vzpiimenym a silnym stonkem, velkymi a svétle
zelenymi listy a kulovité ovalnymi hlizami se Zlutohnédou slupkou a Zlutou duZninou. Tato
odrtida se vyznacuje zejména velmi vysokou odolnosti vii¢ci mechanickému poskozeni, coz z ni
¢ini vynikajiciho kandidata pro rizné podminky péstovani. Navzdory nizké odolnosti viic¢i viru
bramboru S a velmi nizké odolnosti vii¢i rakoviné bramboru vynika vysokou odolnosti proti
virim bramboru Y, X a M (PVY, PVX a PVM) a silnou obranyschopnosti proti strupovitosti,
vloc¢kovitosti hliz a had’atku bramborovému (GrinCzech 2024).
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3.2.3.12Ad¢éla

Vznikla vyslechténim z odriid Zlata x HR 8.50. Vykazuje ranou zralost s vegetacni
dobou 71-80 dni. M4 kulovité ovalné hlizy se zlutohnédou slupkou a Zlutou az tmavé Zlutou
duzninou. Odrida vykazuje vysokou odolnost viéi virim bramboru Y, X, M (PVY, PVX,
PVM) a viru svinutky bramboru (PLRV) a velmi vysokou odolnost vici had’atku
bramborovému. Vykazuje vSak nizkou odolnost vué¢i viru S bramboru (PVS) a rakoviné
brambor. Adéla se vyznacuje stfedni az vysokou odolnosti proti strupovitosti a plisni
bramborové a je znama svou konzumni kvalitou a odolnosti proti mechanickému poskozeni
(Cermék 2007).

3.3 CNV

Vznik variant v poc¢tu kopii jednotlivého genu, 0znacovany jako CNV (Copy number
variation), je genomicky jev charakterizovany pfitomnosti rizného poctu opakujicich se tiseki
v genomu u ruznych jedinci. CNV piedstavuji typ strukturalni variability, konkrétné zahrnuji
duplikace nebo delece podstatnych useki parii bazi (Zmiefko et al. 2014).

CNV lze obecné rozdélit do dvou hlavnich skupin: kratké repetice a dlouhé repetice.
Kratké repetice zahrnuji prevazné dinukleotidové a trinukleotidové repetice, zatimco dlouhé
repetice zahrnuji celé genové duplikace. Tyto rozdily ve velikosti repetic hraji zasadni roli pti
uréovani mechanismti, které jsou zakladem jejich vzniku a nésledného dopadu na fenotyp
(McCarroll & Altshuler 2007).

3.3.1 Mechanismy vzniku CNV

Mezi molekularnimi mechanismy, které se podileji na vzniku CNV, je dobfe znamym
procesem vedoucim k duplikacim i delecim nealelickd homologni rekombinace (NAHR — Non-
allelic homologous recombination). K NAHR dochazi béhem meiotické rekombinace, kdy
nespravné uspotradani homolognich chromozomt vede k nerovhomérnému kiizeni, coz vede
k duplikaci genetického materialu (Carvalho et al. 2013).

Dalsim mechanismem, ktery ptispiva ke vzniku CNV, je nehomologni spojovani koncii
(NHEJ — Non-homologous end joining) neboli mikrohomologické spojovani konct, které
zahrnuje opravu dvouretézcovych zlomtl bez nutnosti rozsahlé homologie mezi vlakny DNA.
Tento mechanismus muze vést k inzercim, delecim nebo duplikacim genetického materialu,
coz usnadnuji zejména retrotranspozonové inzerce (Palacios et al. 2022).

Kromé toho se na tvorbé CNV podileji funkce FoSTeS (fork stalling and template
switching), kdy se replikacni vidlice zastavi na lézich DNA, coz vede k pfepnuti templatu
a vzniku duplikaci nebo deleci, zejména v souvislosti s kratkymi repeticemi, jako jsou
dinukleotidové nebo trinukleotidové repetice. Chyby v aktivit¢ polymerazy mohou vést
k replikaci repetitivnich oblasti, coz pfispiva ke vzniku CNV (Giri & Mohapatra 2017).
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3.3.2 Role CNV v ramci evoluce a §lechténi

CNV mohou hrat roli v rychlé adaptaci pod silnym selektivnim tlakem (Yu et al. 2023).

Ackoli jsou CNV casto povazovany za Skodlivé, mohou slouzit jako klicovy
mechanismus usnadfiujici adaptaci v podminkach silného selekéniho tlaku. Tento jev popisuji
Lye & Purugganan (2019) na piikladech experimentalnich evolu¢nich studii zahrnujicich
mikroby vystavené omezeni zivin. V takovych prostfedich byly pozorovany spontanni
duplikace genti pro transport zivin, které poskytuji selekéni vyhodu v podminkach omezeného
pfisunu zivin. Napfiklad u kvasinek vystavenych omezeni gluk6zy doslo k amplifikaci genti
kédujicich vysokoafinitni gluk6zové transportéry, zatimco podminky omezené sirany vedly
k amplifikaci genti kodujicich vysokoafinitni sulfatové transportéry.

Podobné¢ adaptivni reakce byly zaznamendny i u mnohobunéénych organismi.
Experimentalni evolu¢ni studie zahrnujici husenic¢ek rolni (Arabidopsis thaliana) vystaveny
stresorum, jako je vysoké teplo a kyselina salicylova, odhalily zvySeni po¢tu CNV (DeBolt
2010). Podobn¢ u had’atka obecného (Caenorhabditis elegans) vystaveného inbreedingu
a aplikaci mutagenli byla pozorovdna zvysend frekvence zmén poctu kopii genli béhem
adaptivni faze obnovy. Pozoruhodné je, Ze CNV identifikované v replikovanych populacich
vykazovaly opakovanou adaptaci, pficemz zmény se vyskytovaly ve stejnych genomickych
oblastech, ale s riznymi body zlomu (Farslow et al. 2015).

V ptirodnich prostfedich byly pozorovany adaptivni CNV v reakci na silné selekéni tlaky.
Napiiklad amplifikace specifickych gent (P540) proptjc¢ily msicim a riznym druhtim komart
ptenaSejicich choroby odolnost vici insekticidim. Vzhledem k tomu, Ze mnoho druht podléhé
béhem domestikace silnym selekénim tlakiim, zejména ve fazi diverzifikace po domestikaci,
mohly CNV hrat vyznamnou roli pii vytvaieni genetické diverzity nezbytné pro adaptaci bchem
domestikace (Edi et al. 2014).

3.3.2.1 Piitomnost CNV u domestikovanych druhti

Experimentalni evolucni experimenty naznacuji, ze CNV pfispivaji k rychlé adaptaci
spojené s domestikaci a ndslednou populac¢ni expanzi domestikovanych druht. Pokroky
v metodikach detekce, snizené ndklady na sekvenovani a mnoZzstvi sekvenacnich dat vedly
k identifikaci CNV u vétSiny hlavnich druhi plodin a domestikovanych druht zvifat.

Prvni studie u domestikovanych druht poskytly prvni poznatky o ptitomnosti CNV,
i kdyz s omezenou velikosti vzorku. Naptiklad srovnavaci genomické analyzy u ryze
(Ma & Bennetzen 2004) a kukufice (Springer et al. 2009; Belo et al. 2010; Swanson-Wagner
et al. 2010) identifikovaly cetné CNV ovliviwjici stovky gent. Nasledné studie s vétsimi
objemy vzorkli odhalily obsahlejsi katalogy CNV a dalSich strukturnich variant. Napiiklad
analyza kukufice ajejiho divokého pfibuzného (teosinte) identifikovala tisice CNV
segregujicich v obou populacich (Swanson-Wagner et al. 2010).

Rozdily v analyzach CNV mezi riznymi studiemi v ramci stejného druhu jsou vSak
bézné, coz se pripisuje rozdilim ve velikosti vzorkd, pouzitych odradach a metodikach detekce
CNV. Tyto studie nicméné¢ zdaraziuji vSudyptitomnou povahu CNV jako zdroje genetické
variability u domestikovanych taxonti a poukazuji na spole¢né rysy i rozdily copy numberQ
u riznych druht rostlin a zvirat (Lye & Purugganan 2019).
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3.3.2.2 CNV a domestikacni znaky a geny

CNV se podileji na evoluci domestikacnich znaki, které odliSuji domestikované druhy
od jejich divokych predki. Tyto znaky jsou nezbytné pro souziti s lidskou spole¢nosti a ¢asto
zahrnuji kritické zmény behaviordlnich znakd u zvifat a fyziologickych znakd u rostlin.
Analyzy genetické diferenciace mezi divokymi predky a domestikovanymi druhy se tradicné
zamétuji na jednonukleotidové polymorfismy (SNP), ale CNV mohou dale objasnit geneticky
zaklad domestikace (Purugganan & Fuller 2009; Larson et al. 2014).

Zatimco u domestikac¢nich znakti se ocCekava, ze budou v ramci domestikovanych
populaci fixovany, CNV segregujici v téchto populacich by mohly skryvat kauzalni mutace,
které jsou zakladem domestikac¢nich znakii. Naptiklad omezeni zhorSeni kvality semen béhem
skladovani jejich rozpadem, bézny domestika¢ni znak u plodin, mize byt zpusobena jak
delecemi, tak mutacemi SNP v genu shatteringl. U ¢iroku a africké ryze proptjcuji polymorfni
dele¢ni CNV v genu shatteringl tento fenotyp, coz naznacuje vicenasobnou domestikaci
(Lin et al. 2012; Tao et al. 2021).

Podobné¢ se na ptfechodu od révového rastového habitu k determinantnimu, kompaktnimu
ristu u druhti fazoli podileji CNV ovliviiujici gen PVTFL1y. Tyto ptiklady poukazuji na ptipady
paralelni evoluce a vicenasobného pivodu domestikovanych druhii a zdiraziuji roli CNV
mutaci pii utvafeni domestika¢nich znaka (Bohra et al. 2022).

3.3.2.3 CNV v post-domestikac¢ni diverzifikaci

Diverzifikaéni znaky se objevuji po domestikaci, kdyz se domestikované druhy
pfizptisobuji novym prostfedim nebo prochézeji selektivnim Slechténim pro specifické znaky.
Tyto znaky mohou zahrnovat variace barvy srsti u zvifat nebo adaptace na rtizné klimatické
podminky u rostlin. CNV byly zapojeny do genil fidicich tyto diverzifika¢ni znaky, pfi¢emz
vyznamnou roli hraji genové amplifikace (Meyer & Purugganan 2013).

Naptiklad duplikace genu ASIP (agouti signaling protein) jsou spojeny s bilou barvou
srsti u ovci a koz, coz ukazuje na nezavislé selekéni udalosti béhem diverzifikace druh.
Podobné genové amplifikace u fenotypu ridgeback u psii a geny pro kontrolu barvy srsti u skotu
a prasat podtrhuji podil CNV na vnitrodruhové diverzifikaci (Norris & Whan 2008; Fontanesi
et al. 2009).

Adaptace na nové prostiedi je kliCovym aspektem post-domestikacni diverzifikace,
pficemz CNV se podileji na proptij¢ovani tolerance vuci stresu a odolnosti vi¢i chorobam.
Geny ovlivnéné CNV u domestikovanych 1 plan€¢ rostoucich druhii rostlin jsou spojeny
s reakcemi na abioticky stres a choroby, coZ usnadituje preadaptaci na rlizna prostifedi béhem
Sifeni druhtd (Fontanesi et al. 2009).

3.3.2.4 Ditkazy o selekci na CNV

Béhem domestikace a diverzifikace se frekvence CNV, které jsou zékladem piislusnych
znaki, zvySuje v reakci na selekéni tlaky. Ackoli je zjiStovani dikazl o selekci na CNV
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naro¢né, genomické znaky, jako je vazebna nerovnovaha a index fixace, mohou poskytnout
nahled na lohu CNVs v adaptivni evoluci (Vitti et al. 2013).

Napftiklad lokus Rhgl u sdji, zahrnujici ¢tyfi geny v ramci amplifikované sekvence,
vykazuje odolnost vii¢i onemocnéni cystotvornymi had’atky u genotypa se zvySenym poctem
kopii (Kandoth et al. 2011). Podobn¢ u domestikovanych psu je selekce na zvySenou aktivitu
amylazy spojenou se stravou zalozenou na Skrobu patrna prostiednictvim variaci v lokusu
AMY2B (Reiter et al. 2016).

3.3.2.5 Budouci perspektivy vyzkumu CNV

CNV predstavuji vyznamnou, avSak nedocenénou tfidu mutaci, které formuji evoluci
domestikovanych druhl. S rozvojem sekvenacnich technologii a bioinformatickych metod
se bude zlepSovat nase chapani presnych roli a mechanismtiit CNV v adaptaci a diverzifikaci.
Integrace analyz CNV s pfistupy systémové biologie slibuje odhaleni funk¢nich roli CNV
v ramci genovych regula¢nich siti (Lye & Purugganan 2019).

Vzhledem k zasadni uloze domestikovanych druh pifi zajiStovani potravinové
bezpecnosti mize lepsi pochopeni piinosu CNV pomoci pii cileném Slechtitelském usili
0 vyvoj odolnych a produktivnich odrid rostlin a plemen zvifat. Zstava vSak nékolik
nevyfeSenych otdzek, vetné rozsahu dédi¢nosti CNV od piedki, rychlosti tvorby CNV
apodilu CNV na komplexnich domestikaénich vlastnostech. Re$eni tdchto otdzek piispéje
k lepSimu pochopeni evolu¢niho vyznamu CNV a jejich potencialniho vyuziti pii zlepSovani
plodin a hospodarskych zvitat (Lye & Purugganan 2019).

3.4 Metabolicka draha biosyntézy a-solaninu a a-chaconinu

a-solanin a a-chaconin jsou toxické glykoalkaloidy, které se vyskytuji predev§im
v bramborach (Solanum tuberosum) a slouzi jako obranny mechanismus proti bylozravcim
a patogentim. Pochopeni metabolické drahy zodpovédné za biosyntézu solaninu a chaconinu
ma zasadni vyznam pro zvySeni bezpecCnosti potravin a zlepSeni zemédélskych postupti
(Céardenas et al. 2015). Tato kapitola se zabyva genetickymi a enzymatickymi mechanismy,
které jsou zdkladem biosyntézy téchto sloucenin, a zaméfuje se na klicové geny
a meziprodukty, které se na tomto procesu podileji.

3.4.1 Piehled biosyntézy solaninu a chaconinu

Biosyntéza solaninu a chaconinu zahrnuje fadu enzymatickych reakci vedoucich
k pfemén¢ prekurzorovych molekul na spirosolany, které jsou dale modifikovany za vzniku
solanidinti, kone¢nych toxickych glykoalkaloidi, které jsou pfedmétem zajmu. V biosyntéze
solaninu a chaconinu byly identifikovany dvé hlavni cesty: mevalonatova a nemevalonatova.
ODbé cesty se sbihaji pfi tvorbé skvalenu, ktery slouzi jako spolecny prekurzor pro dalsi kroky
v kaskad¢ biosyntézy (Akiyama et al. 2021).
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3.4.2 Mevalonatova cesta

Melavonatova draha zacind pfeménou acetylkoenzymu a konéi vznikem cholesterolu,
sterolovou slouceninou, ktera slouzi jako prekurzor pii biosyntéze solanidinového aglykonu,
klicového meziproduktu pii vyrobé solaninu. Nasledna transformace z cholesterolu na solanidin
aglykon zahrnuje nékolik enzymatickych reakci probihajicich prostfednictvim mevalonatové
drahy, ktera je primarni cestou biosyntézy sterold v rostlinach (Bianchini et al. 1996). Grafické
znazornéni mevalonatové drahy je k dispozici v Priloze 14. Proces piemény acetyl-CoA
na solanidin popisuje Nahar (2011):

Tvorba mevalonatu

Draha mevalonatu zacina preménou acetyl-CoA na HMG-CoA enzymem HMG-CoA
syntazou. HMG-CoA je poté pfeménén na mevalonat pisobenim HMG-CoA reduktazy.
HMG-CoA reduktaze je pfipisovan negativni vliv na rychlost prib¢hu této metabolické drahy.

Syntéza izoprenoidnich prekurzoru

Mevalonat je nasledné fosforylovan a dekarboxylovan za vzniku isopentenylpyrofosfatu
(IPP) a dimethylallylpyrofosfatu (DMAPP), které jsou zakladnimi stavebnimi kameny pro
syntézu riznych isoprenoidnich sloucenin, véetné sterolil.

Syntéza skvalenu
IPP a DMAPP podléhaji kondenza¢nim reakcim za vzniku farnesylpyrofosfatu (FPP),

prekurzoru skvalenu. Skvalensyntaza katalyzuje pfeménu FPP na skvalen, kli¢ovy meziprodukt
v biosyntéze steroli.

Cyklizace oxidoskvalenu
Skvalen prochédzi tfadou cyklizacnich reakci zprosttedkovanych oxoskvalenovymi
cyklazami za vzniku riznych triterpenovych prekurzori, véetné 2,3-oxoskvalenu.

Biosyntéza cholesterolu
Prekurzory triterpenti jsou dale modifikovany sledem enzymatickych reakei, které vedou
ke vzniku cholesterolu, coz je sterolova sloucenina.

Pfeména na solanidinovy aglykon
Specifické enzymatické reakce, které pravdépodobné zahrnuji hydroxylaci a preskupenti,

dale modifikuji cholesterol za vzniku solanidinového aglykonu, kli¢ového meziproduktu
V biosyntéze solaninu.

Glykosylace
V posledni fazi je biosyntéza dokoncena ptidanim sacharidovych skupin k molekule

aglykonu za vzniku ptislusnych steroidnich glykoalkaloidi.
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3.4.3 Nemevalonatova draha

V nemevalonatové draze zacind biosyntéza solaninu a chaconinu pfeménou pyruvatu
a glyceraldehyd-3-fosfatu (GAP) na 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat (DXP), kterou usnadiuje
DXP syntdza. DXP slouzi jako kliCovy meziprodukt v draze, ktery vede k syntéze
2-C-ethylerythriol-4-fosfatu (MEP). MEP zase slouzi jako prekurzor pro vyrobu
isopentenylpyrofosfatu (IPP) a dimethylallylpyrofosfatu (DMAPP), zakladnich stavebnich
kament pro dalsi kroky v dréze.

Enzymatické reakce v nemevalonatové draze vrcholi tvorbou skvalenu, kli¢ového
prekurzoru v biosyntéze sterolii. Po syntéze skvalenu probiha cesta podobné jako mevalonatova
cesta, zahrnujici cyklizaci skvalenu na 2,3-oxoskvalen a nasledné modifikace vedouci
k produkci cholesterolu. Stejné jako v mevalonatova draze je biosyntéza ukoncena glykosylaci
aglykonu za vzniku pfislusnych SGA (Baur et al. 2021).

Grafické znazornéni nemevalonatové drahy je zobrazeno v Priloze 15.

3.4.4 Geny zapojené do biosyntézy solaninu a chaconinu

Nékolik genli koduje enzymy zapojené do premeény meziproduktli na cesté biosyntézy
solaninu a chaconinu. Mezi tyto enzymy patii (Shi et al. 2022):

o Acetyl-CoA acetyltransferasa (ACAT) v mevalonatové draze.
o Kodovan geny rodiny ACAT (ACAT1, ACAT2)

e HMG-CoA syntdza (HMGS) v mevalonatové draze.
o Kodovan geny rodiny HMGS (HMG1, HMG2, HMG3)

e Mevalonatkinaza (MVK) tcastnici se premény mevalonatu na IPP/DMAPP.
o Koédovan genem MVK.

e Isopentenylpyrofosfatizomeraza (IPPI) tcastnici se pfemény mevalonatu

na IPP/DMAPP.
o Kodovan genem IPPI.
e Skvalensyntdza (SQS) uplatnujici se pfi syntéze skvalenu.
o Koédovan geny rodiny SQS (SQS1, SQS2, SQS4).

e Skvalen epoxidaza (SQLE) uplatiujici se pii pfeméné skvalenu na 2,3-
oxoskvalen.

o Koédovan genem SQLE.

e Rilzné enzymy podilejici se na preméné cholesterolu na solanidinovy aglykon,
véetn¢ reduktazy postranniho fetézce sterolu (SSR) a sterol-24-C-
methyltransferazy (SMT).

o Kodovany geny rodin SSR a SMT.

e Rodina sterolglykosyltransferaz (SGT), kterd hraje klicovou roli v zavére¢nych
krocich biosyntézy a-solaninu a a-chaconinu tim, ze katalyzuje glykosylaci
solanidinového aglykonu.

o Koédovany rodinou gentt SGT (SGT1, SGT2, SGT3) specificky piipojuji
jednotky glukosy, galaktosy a ramnosy k aglykonové jednotce a vytvareji
kompletni molekuly SGA.
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Tyto geny hraji kliCovou roli pfi katalyze sekvenénich reakci, které vedou k tvorbé
a-solaninu a a-chaconinu.

3.4.4.1 Skupina genit HMG

Rodina geni HMG (3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktazy) u Solanum
tuberosum, zahrnujici geny HMG1, HMG2 a HMG3, hraje ustfedni roli v biosyntéze SGA.
HMG koduje klicovy enzym v mevalonatové draze, ktery oznacuje pocatek syntézy isoprenoidi
a SGA. Pochopeni exprese a regulace genii HMG je zasadni pro fizeni hladiny SGA
vV bramborach, zvySeni odolnosti rostlin a zaji$téni kvality hliz pro bezpe¢nou spotiebu (Korth
et al. 1997).

HMGR1/HMGR?2 — rozdilna exprese v reakci na podnéty prostiedi

Vyzkum objasnil odlisné vzorce exprese geni HMG1 a HMG2 v rtiznych podminkach
prostfedi. HMGL1 reaguje zejména na oSetfeni methyljasmonatem, coz je sloucenina, ktera
simuluje G¢inky poranéni a miize zdvojnasobit hladiny transkriptti indukovanych poranénim,
coz lzce souvisi s biosyntézou steroidu a glykoalkaloidti (SGA). Naopak HMG2 vykazuje
vyraznou citlivost na kyselinu arachidonovou, elicitor pfitomny u plisné¢ bramborové

(Phytophthora infestans), coz naznacuje specializovanou roli v obrannych mechanismech
patogenu prostiednictvim indukce akumulace seskviterpenoidnich fytoalexini (Krits et al.
2007).

HMGR3 — vyznam a exprese

Ackoli konkrétni podrobnosti o expresi HMGR3 v reakci na faktory prostiedi nejsou
rozséhle zdokumentovany, potvrzeni jeho existence naznacuje potencial funkéni rozmanitosti
v ramci rodiny geni HMG. Vzhledem k odli$né regulaci HMG1 a HMG2 v reakci na biotické
a abiotické stresory mize HMGRS3 nabizet dal$i nuance kontroly nad drdhou biosyntézy
isoprenoidli a potencidlné ovliviiovat sloZzeni a akumulaci SGA za riznych stresovych
podminek (Choi et al. 1994).

Pocty kopii genti u Solanum tuberosum
Villano et al. (2020) ve své studii uvadéji, ze jejich zjisténi podporuji myslenku, Ze pocet
kopii geni HMG se rozsifil spiSe prostiednictvim segmentalnich duplikaci nez jinymi

mechanismy, jako je tandemova duplikace nebo retrotranspozice. VSechny geny rodiny HMG
se v Solanum tuberosum nachazeji v osmi kopiich.

3.4.4.2 Rodina genti SGT

SGT katalyzuji glykosylaci sterolli a steroidnich alkaloidli, coz je proces, ktery ma
zasadni vyznam pro modulaci vlastnosti SGA vcetné jejich rozpustnosti, stability, bioaktivity
a kompartmentalizace v rostlinné bunice (K.F. McCue et al. 2007).
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Rozmanitost a funkéni specifi¢nost

Rodina gent SGT vykazuje rozmanitost, pricemz ¢lenové SGT1, SGT2 a SGT3 vykazuji
odlisné substratové specifity, expresni vzorce a reakce na podnéty prostiedi. SGT1 koduje
enzym galaktosyltransferazu katalyzujici tvorbu y-solaninu ze solanidinu. SGT2, solanidin
glukosyltransferaza, pfeménuje solanidin na y-chaconin. SGT3, kodujici rhamnosyltransferazu,
usnadiiuje kone¢nou tvorbu a-chaconinu a a-solaninu z jejich piislusnych B forem. Vysoké
hladiny exprese SGT1 a SGT3 jsou spojeny se zvySenymi hladinami SGA za stresovych
podminek, coz naznacuje jejich potencialni ilohu omezujici rychlost syntézy SGA (Nahar
2011).

3.5 Metody stanoveni obsahu glykoalkaloidii v rostlinném materialu

Stanoveni glykoalkaloidll v rostlinném materialu v odriidach brambor ma z4sadni vyznam
vzhledem k jejich toxickym vlastnostem a potencidlnim Skodlivym ucinkiim na clovéka.
V prubéhu let byly vyvinuty a zdokonaleny rizné metody pro ptfesnou kvantifikaci obsahu
glykoalkaloidd v bramborach, pfiCemz vyznamného pokroku bylo dosazeno jak
v chromatografickych, tak v kolorimetrickych technikach (Edwards & Cobb 1996).

3.5.1 Kapilarni plynova chromatografie (GC)

Kapilarni plynova chromatografie (GC) nabizi pfesnou metodu pro kvantifikaci hlavnich
steroidnich alkaloidi v druzich rodu Solanum, ktera vyuziva vnitini standardizaci pro zaji§téni
piesnosti. Lawson et al. (1992) vyvinuli metodu GC, ktera vyzaduje pro analyzu méné nez
100 mg suché hmotnosti rostlinného pletiva a dosahuje vytéznosti vnitiniho standardu ptiblizné
80-95 %. Tato metoda zahrnuje soub&éznou extrakci a hydrolyzu pomoci 1M HCI v methanolu,
coz umoznuje rozliseni nedostate¢né derivatizovanych aglykonti za méné nez 20 minut. Metoda
optimalizovana pro listy a hlizy S. chacoense a S. tuberosum vykazuje relativni standardni
chyby obvykle mensi nez 2 % priméru, coz zdlraznuje jeji i¢innost pii kvantifikaci steroidnich
alkaloidu.

3.5.2 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) a kolorimetrie

Kirui et al. (2009) ovéfili rychly test pro kvantifikaci obsahu glykoalkaloidt v hlizach
brambor péstovanych v tropickém klimatu Keni pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) a kolorimetrie s bromfenolovou modii. V jejich studii byla zjisténa
vyznamna korelace mezi hodnotami TGA (celkovy obsah glykoalkaloidil) ziskanymi metodami
HPLC a kolorimetrie. Tato prace zaznamenala zna¢né rozdily mezi odridami brambor, pokud
jde o obsah glykoalkaloidi, ptiéemz koncentrace a-chaconinu, a-solaninu a solanidinu
se U riznych odrid vyrazné lisily. Jejich zjisténi podtrhuji vyznam piesnych a rychlych metod
analyzy glykoalkaloidi pro hodnoceni bezpecnosti a kvality brambor ve Slechtitelskych
programech a pii posuzovani bezpecnosti potravin.
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3.5.3 Disledky pro vyzkum a zemédélstvi

Tyto metodiky podtrhuji zasadni roli analytické chemie v zemédélském vyzkumu
a bezpecnosti potravin. Schopnost pfesné kvantifikovat obsah glykoalkaloidii v bramborach je
glykoalkaloidii. Kromé toho tyto metody usnadiiuji pribézné sledovani obsahu glykoalkaloidii
v komer¢nich odridach brambor, ¢imz zajistuji, ze zlstane v bezpeénych mezich pro lidskou
spotiebu. Pokroky v GC, HPLC a kolorimetrické analyze poskytuji nejen nastroje nezbytné pro
toto monitorovani, ale také nabizeji pohled na biochemické cesty zapojené do biosyntézy
glykoalkaloidl, coz nabizi potencialni cile pro genetické manipulace a Slechtitelské strategie
(Lawson et al. 1992; Kirui et al. 2009).

3.6 Metody stanoveni CNV

Tato kapitola se zabyvd moznostmi stanoveni poctu kopii (copy number
variations — CNV). Rizné metodiky zalozené na PCR, zejména digitalni kapkova PCR
(ddPCR), kvantitativni PCR (qPCR) a PCR v realném case (rtPCR), jsou metodami
vyuzivanymi pro presnou identifikaci a kvantifikaci CNV.

3.6.1 Digitalni kapkova PCR (ddPCR)

ddPCR je vysoce citliva a specifickd metoda detekce a kvantifikace nukleovych kyselin,
ktera nabizi nékolik vyhod oproti tradiéni qPCR. Tato technika, jak ji popsali Mazaika
& Homsy (2014), rozdéluje reakéni smés PCR na tisice malych kapicek, coZ umoziuje analyzu
kazdé kapiCky jako samostatné reakce PCR. Toto rozdéleni vede k vysoké urovni pfesnosti
a snizuje potencial pro odchylky mezi jednotlivymi vzorky. ddPCR je vyhlasena pro své snadné
pouziti, které zajistuje presné vysledky bez potieby standardnich k¥ivek, coz z ni ¢ini jednu
z lepsich voleb pro analyzu CNV, detekci vzacnych variant a dalsi genetické testy.

3.6.2 Kvantitativni PCR (qPCR)

gPCR je Siroce pouzivanou technikou pro stanoveni CNV diky své schopnosti piesné
kvantifikovat mnozstvi cilové nukleové kyseliny. Cassinari et al. (2019) vyvinuli univerzalni
a nakladové efektivni metodu digitalni PCR pro cilenou analyzu CNV zaloZenou na principech
gPCR. Tato metoda vyuziva sondy s hydrolyzou uzamcené nukleové kyseliny (LNA)
a univerzalni primery, diky ¢emuz je robustni, jednoducha a nakladové efektivni. Univerzalni
gPCR test CNV kombinuje jednoduchost navrhu, kterou umoznuji univerzalni sondy,
s vyhodami relativni kvantifikace v ramci jedné reakce. Tato metoda nachéazi vyuziti hlavné
VvV genomickém vyzkumu a v genomické medicing, diky své snadné pfizpiisobivosti.
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3.6.3 PCRVvV reilném case (rtPCR)

Techniky PCR v redlném case (rtPCR), konkrétné¢ TagMan Copy Number Assays, se staly
zakladem pro kvantifikaci variaci v poctu kopii (CNV) v lidském genomu. Tato metoda,
na kterou upozorniuje prace Mayo et al. (2010), usnadiiuje souc¢asnou amplifikaci cilového genu
nebo genomové sekvence spolu s referenénim testem v rdmeci diploidniho genomu. S vyuzitim
srovnavaci metody Ct (cycle threshold) pro relativni kvantifikaci umoznuje rtPCR stanovit
pocet kopii cilové sekvence vyhodnocenim rozdilu Ct mezi cilovou a referencni sekvenci,
porovnavaného s referen¢nim vzorkem, o némz je zndmo, ze ma dvé kopie cilové sekvence.
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4 Metodika

4.1 Cil experimentu

Hlavnim cilem pokusu bylo porovnat variabilitu po¢tu kopii (CNV) vybranych genu
v ramci metabolické drahy glykoalkaloidi s obsahem glykoalkaloidi v listech, duzniné
a slupce hliz dvanécti vybranych odrad brambor. Cilem této studie bylo zjistit korelaci mezi
genetickou variabilitou téchto genii metabolick¢é drdhy a koncentraci specifickych
glykoalkaloidi — o-solaninu a a-chaconinu. Cilem bylo pfispét k lepSimu pochopeni
genetickych faktort ovliviiyjicich syntézu glykoalkaloidi v bramborach s moznymi disledky
pro Slechténi plodin a bezpecnost potravin.

K dosazeni tohoto cile experiment vyuzival digitalni kapkovou PCR (ddPCR) pro piesné
hodnoceni CNV a plynovou chromatografii pro podrobné profilovani glykoalkaloidu.
Rostlinny material pro studii byl ziskan ve spolupraci s VUB Havli¢kiv Brod s.r.o., pfi¢emz
DNA byla extrahovéna z listovych pletiv a glykoalkaloidy z listovych pletiv a hliz péstovanych
v kontrolovanych sklenikovych podminkéch.

4.2 Rostlinny material a podminky péstovani

Biologicky material tvofilo dvanact odrid brambor (Anuschka [1], Marabel [2],
Princess [3], Sunshine [4], Rosara [5], Impala [6], Carrera [7], Antonia [8], Red Anna [9],
Ditta [10], Bernina [11], Adéla [12]) vybranych na zaklad¢ jejich béZného péstovani na Ceskych
polich. Tyto odriidy poskytl VUB Havlickiiv Brod s.r.o., &imz byl zajiitén konzistentni
a kvalitni zdroj. Odridy byly ocislovany od 1 do 12 (Tabulka 7). Brambory byly péstovany
ve sklenikovém prostiedi, aby se regulovaly podminky rdstu a minimalizovala variabilita
prostiedi. Byla zajisténa rovnomérna kvalita pudy, dostupnost Zivin a fizeny zavlazovaci rezim.

Témét vSechny odrady byly vysazeny ve stejném mnozstvi, tii vzorkt na odridu (ti
biologickych replikatll), ve stejném mnoZzstvi zeminy do kvétina¢li o stejném objemu.
Biologické replikaty byly potom oznaceny ¢islem odridy / ¢islem biologického replikétu (napf.
odruda ¢islo 1 — Anuschka: 1/1, 1/2 a 1/3) Vyjimkou byla odrida Ditta, kde bylo péstovano
celkem devét vzorkll. Vysazeni vzorkli probéhlo 21. dubna 2022. Bylo zvoleno nahodné
rozmisténi rostlin v prostorach skleniku, aby se zamezilo ovlivnéni nerovhomérnym osvétlenim
¢1 zavlazovanim.

4.2.1 Zpracovani a priprava rostlinného materialu

Vzorky rostlin byly odebrany ve dvou fazich. V prvni fazi se odebiraly vzorky listd, a to
na zacatku ¢ervna. U vzorku listl bylo ndhodné odebrano vzdy 15 listd napfi¢ vSemi listovymi
patry. Vzorky listi byly pouzity pro analyzu CNV pomoci ddPCR a na analyzu obsahu
glykoalkaloidi.

V druhé fazi jsme se zaméfili na odbér vzorku hliz, ktery byl proveden ve fyziologické
zralosti na prelomu zafi a fijna. U kazdé odridy byl odebran smésny vzorek slozeny ze tii
nahodné vybranych hliz. Kazda hliza byla rozdélena na duzninu a slupku, odebrané vzorky byly
poté rozctvrceny. Aby byla zajiSténa jednotnost a homogenita vzorkd, byly z kazdé ctvrtky
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vytvoieny 4 mensi dily. Z kazdého dilu poté byly vybrany dva kvadranty. Ty byly poté
podrobeny lyofilizaci, aby se odstranila vlhkost a zachovala se integrita biochemickych latek.
Po vysuseni byly vzorky rozdrceny na jemny prasek pomoci hmozdite a tlouc¢ku, ¢imz byly
pripraveny k néasledné chemické analyze

4.3 Analytické metody pro stanoveni obsahu glykoalkaloidi

4.3.1 Priprava vzorki pro analyzu glykoalkaloidi

Pro analyzu obsahu glykoalkaloidu byly vzorky listt i hliz (zahrnujici duzninu a slupku)
podrobeny pfesnému extrakénimu procesu. Pro analyzu v listech byl kazdy lyofilizovany
vzorek nejprve zhomogenizovan pomoci laboratorniho mlynku (IKA A1l Basic). Nasledné
bylo ptiblizn¢ 150 mg homogenizovaného vzorku odebrano do plastové odstiedivé zkumavky
a pouzito jako jeden technicky replikat. Od kazdého vzorku byly takto odebrany 3 technické
replikaty a byly oznaceny fimskymi ¢islicemi I, IT a III (napt. 1/1 I, 1/1 II, 1/1 III)., Do kazdého
vzorku bylo poté piidano 20 ml 80% metanolu. Smés byla poté promichana ve vortexu (IKA
Basic MS3) a umisténa na 10 minut do ultrazvukové lazn¢ (Powersonic-Notus PS 04), aby
se usnadnila ditkladna homogenizace a rozpusténi glykoalkaloidt. Poté byl vzorek odstfed’ovan
pii 5000 otackach za minutu po dobu 7 minut pti 20 °C v centrifuze (Eppendorf 5810R).
Supernatant byl pteveden do 50 ml odbérné bariky a k sedimentu bylo znovu ptidano dalsich
20 ml 80% metanolu, poté byl znovu proveden proces extrakce pomoci vortexu, ultrazvuku
a centrifugy. Supernatant byl poté pteveden K prvnimu supernatantu do 50 ml odmérné banky,
doplnén po rysku 80 % metanolem a promichan.

V dalsim kroku byl kazdy vzorek pieveden pies nylonovy mikrofiltr NY 0,22 um
a v pomeéru 1:4 byl nafedén deionizovanou vodou do vialky.

Pro analyzu v duZninég a slupce hliz byl postup upraven nasledujicim zptisobem:

e mnozstvi homogenizovaného lyofilizovaného materidlu: 50 mg u vzorki slupky
a 150 mg u vzorkl duzniny, kazdy vzorek ve tiech technickych replikatech
e konetné prevedeni do odmérné banky a doplnéni po rysku: zvoleny baiky
0 objemu 25 ml, tedy 2% mensi neZ u extrakce z list
e pomér nafedéni deionizovanou vodou: zvySen na 1:1 pro vzorky odebrané
Z duZniny, sniZzen na 1:9 pro vzorky odebrané ze slupek
Obsah a-solaninu a a-chaconinu byl poté stanoven metodou UHPLC-ESI-MS/MS.

4.3.2 UHPLC-ESI-MS/MS analyza

Obsah a-solaninu a a-chaconinu ve vzorcich byl kvantifikovan pomoci systému
ultravysoce u¢inné kapalinové chromatografie-elektrosprejové ionizace-tandemové hmotnostni
spektrometrie (UHPLC-ESI-MS/MS). Kvantifikace probéhla na pfistroji Ultimate 3000 RS
firmy Thermo Fisher Scientific, kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr byl pouzit 3200 QTRAP
znaCky AB Sciex). Analyty byly ionizovany pomoci EIS ionizace Vv pozitivhim modu.

Systétm byl kalibrovan pomoci standardnich roztokli zndmych koncentraci
glykoalkaloidu, aby se stanovila zakladni detekéni linie. Analyticka kolona byla Kinnetex C18
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(30%x2,1 mm; 1,7 um) od spole¢nosti Phenomenex. Mobilni faze se skladala z gradientové smési
acetonitrilu, methanolu, vody a pufru octanu amonného (pH=4, upraveného kyselinou octovou)
v nasledujicim poméru: 200:100:550:50 (v/viv/v). Pritokova rychlost byla nastavena
na 0,3 ml/min, teplota kolony byla udrzovana na 40 °C a doba trvani analyzy byla 6 minut
na vzorek. Objem vzorku nastfikovany do kolony byl 1ul. Postup byl shodny pro analyzu
obsahu SGA v listech i v hlizach brambor.

Detekce glykoalkaloidii byla provedena v rezimu pozitivnich ionti a data ziskana
z UHPLC-ESI-MS/MS byla pouzita k vypoctu koncentrace glykoalkaloidl pfitomnych v kazdé
odridé brambor. Tyto koncentrace byly poté porovnany s udaji CNV ziskanymi z analyzy
ddPCR, aby se zjistily piipadné korelace.

Kalibrac¢ni kfivka pro a-chaconin a a-solanin byla stanovena v rozmezi 0,05-5 ug/ml, aby
byla zajiSténa piesna kvantifikace v rozsahu koncentraci zjisténych ve vzorcich brambor.
Identifikace analytl ve vzorcich byla provedena porovnanim kvantifikaénich ptechodl
a retencnich Cast piki vzorkl s piky standarda.

4.4 Kvantifikace DNA a analyza Cistoty

4.4.1 Extrakce DNA

DNA byla ze vzorkll listh extrahovana pomoci sady DNeasy® Plant Mini Kit
od spolecnosti Qiagen podle protokolu vyrobce (Qiagen 2020). Tento systém vyuziva lyzacni
pufr na bazi CTAB (cetyltrimethylamonium bromid), ktery ¢inné odstranuje kontaminanty
a polysacharidy, ¢imz zajist'uje vysokou Cistotu DNA pro néasledné PCR reakce.

Zpocatku byly pro zajisténi optimalnich podminek extrakce DNA provedeny nezbytné
ptipravné kroky. Ty zahrnovaly nastaveni odstfedivky na pokojovou teplotu a predehtati vodni
lazné na 65 °C. Kromé toho byl do pufrt AW1 a AW2 pfidan ethanol podle pokynl soupravy,
aby se usnadnil proces promyvani.

Extrakce zacala mechanickym rozrusenim pfiblizn€ 20 mg lyofilizované listové tkané
pomoci hmozdife a tlouku. Tento krok byl rozhodujici pro lyzu buné¢k a uvolnéni DNA.
Homogenizovana tkan byla poté pienesena do mikrocentrifugacni zkumavky, do které bylo
pfidano 400 pl pufru AP1 a 4 pl RNazy A. Smés byla promichana a inkubovana pfi teploté
65°C po dobu 10 minut, coZ podpoftilo rozklad RNA a dalsi lyzu bun¢k.

Po inkubaci byl k lyzatu pfidan pufr P3, aby se vysrazely nelistoty. Lyzat byl poté
odstfedén pii 14 000 otackach za minutu (RPM) (20,000 x g) po dobu 5 minut, aby se usadily
zbytky. Ciry supernatant obsahujici DNA byl opatrné pfenesen do uzaviratelnych QlAshredder
zkumavek a nasledovala kratka centrifugace po dobu 2 minut za stejnych otacek, aby
se odstranily vSechny zbyvajici ¢astice.

Poté bylo 650 pl supernatantu obsahujiciho DNA pteneseno do zkumavek DNeasy Mini,
které obsahuji kiemikovou membranu, na niZz je DNA zachycena. Kazda zkumavka byla
dvakrat promyta 500 pl ethanolu obsahujiciho pufr AWI1 a pot¢ AW2, vzdy nasledovala
centrifugace po dobu 1 minuty pii 8000 ota¢kach za minutu (>6000 x g) a posledni centrifugace
po druhém promyti AW2 po dobu 2 minut pii 14 000 otackach za minutu (20 000 x g). Po kazdé
centrifugaci byl pritok zlikvidovan.
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Nakonec byla pfecisténd DNA eluovéna v pufru s nizkym obsahem soli (pufr AE)
pfidanim 50 pl pufru, ponechdnim 5 minut v inkubaci pfi pokojové teplot€¢ a naslednym
odstfedénim po dobu 1 minuty pii 8000 otackéach za minutu (>6000 x g). Tento eluéni krok byl
jednou opakovan, aby se maximalizoval vytézek, a vysledkem bylo celkem 100 pl vysoce
kvalitniho extraktu DNA. Béhem celého postupu byla piijata zvlastni opatieni, jako je pouziti
RNazy A a okamzité zpracovani lyzatu, aby se zabranilo kontaminaci RNA a zachovala se
integrita DNA. DNA byla uloZena pti -20 °C v jasné oznacené zkumavce, aby se zachovala jeji
kvalita az do dal$i analyzy.

4.4.2 Kvantifikace DNA

Koncentrace extrahované DNA byla meéfena pomoci spektrofotometru NanoDrop,
NanoPhotometer® od spolecnosti Implen. Byla zaznamenana absorbance pti 260 nm, pficemz
referencni absorbance 1 jednotky odpovidala 50 pg/ml dvouvldknové DNA. Tato kvantifikace
umoznila standardizaci koncentraci DNA ve vSech vzorcich.

4.4.3 Hodnoceni Cistoty

Cistota DNA byla vyhodnocena na zakladé posouzeni poméru absorbanci pfi vlnovych
délkach 260/280 nm a 260/230 nm. Poméry ~1,8 a >2,0 svédcily o vysoké Cistoté bez bilkovin
a jinych organickych kontaminantd.

4.5 ddPCR a analyza CNV

V této studii byla k analyze variability poctu kopii (CNV) v genomech brambor pouZita
kapkova digitalni PCR (ddPCR). ddPCR je typ amplifikace DNA, ktery umoziuje absolutni
kvantifikaci cilovych molekul DNA bez potieby standardnich kiivek.

45.1 Vypocet vstupniho mnoZstvi DNA pro reakci ddPCR

Objem reakce ddPCR byl stanoven na 20 pl. Mnozstvi pfidavané DNA bylo uré¢eno podle
jeho vztahu k poctu kopii v haploidnim genomu, ktery se pohybuje od 1 do 120 000 kopii.
K provedeni tohoto vypoltu byla zapotiebi hmotnost DNA v haploidnim genomu
(reprezentovana 1c). Tato hmotnost je nezbytna pro nastaveni reakce s pfesnym poctem kopii
pro ddPCR.

Vypocet 1¢ vychazi z dokumentace spolecnosti Bio-Rad a z informaci o velikosti genomu
dostupnych na webu Ensembl. Délka haploidniho genomu (12 chromozomi) bramboru
(Solanum tuberosum) je 840 Mbp. Podle dokumentace spole¢nosti Bio-Rad se pouziva
nasledujici vzorec:

m = délka genomu[bp] X 1,096 x 10721
m = (0,84 x 10°) x (1,096 x 10721)

m = 0,92064 x 10712g = 0,92 pg

m = 1c
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Alternativné lze vyuzit knihovny nebo databaze, které uvadéji hodnoty 1¢ pro rtizné
druhy. V databazi C-Value (cvalues) je uvedeno, Ze velikost genomu brambor je u riznych
odrid proménliva, coz naznacuje, Ze CNV muze byt také proménliva (Bennett & Smith 1976;
Marie & Brown 1993).

Pro naSe ucely je empiricky ovéfenym mnoZstvim, které neptekracuje kapacitu kapky,
Vv idedlnim ptipadé 40 000 kopii na reakci pro diploidni genom, coz u tetraploidniho genomu,
jako je brambor, znamend 20 000 kopii. To znamen4, Ze na jednu reakci budeme potfebovat
20 000 c, tedy 20 000 x 0,92 pg DNA = 18 400 pg DNA = 18,4 ng DNA.

45.2 Priprava primeri pro ddPCR

Primery pro ddPCR by mély obsahovat 50-60 % GC bazi s teplotou tdni (Tm) mezi
50-65 °C. Mnozstvi primeri pro pouzitou sadu EvaGreen Supermix droplet se pohybovalo
mezi 100-250 nM. Doporucuje se zalit s vyssi koncentraci primert, naptiklad 0,25 uM.

Primery pouzité v této praci byly navrzeny doc. Dr. Ing. Pavlem Vejlem
a Ing. Mohamedem Nomanem. na Zpocatku byl gen CZU ef-1-a pouzit jako referencni gen pro
normalizaci v postupech ddPCR. Vzhledem k nekonzistentnim vysledkiim byl vSak nahrazen
genem Act7, ktery poskytl konzistentn&jsi amplifikaci napfi¢ riznymi odridami (Tabulka 5).
Stabilni exprese genu pro aktin 7 byla nezbytna pro pfesnou normalizaci.

Tabulka 5 - Geny analyzované v experimentdlni ¢dsti pomoci ddPCR

- Jméno Délka - NCBI/ID -
Nazev . Sekvence Umisténi (bp)  referencni
primeru (bp) sekvence

SOIA-F  CZUefl-aF  ATTAGGTTCTAGTTCTCTGCCTTG 159 Shezol: CP055239.1

8688968-8688991

Chromozom 6:
SolA-R CZU ef-1-a R CACCAACAACAAAAATCCTGAGC 159 8688991-8689014 CP055239.1

Chromozom 7:
SolF-F CZUsgt1F TGGGTCCCACAGCTTACGAT 170 25054063-25054082 CP055240.1

SolF-R | CZUsgtlR CCCAATCCCCTAACCTCGAC 170 25&%&‘_’;@&:; ;3 CPos52401

SolG-F  CZUsgt2F TTCCTTACTTCGCCACTGGTCA 122 35;%’3‘_’;‘5’;%35 CP055241.1

S0IG-R  CZUsgt2R ~ AGATCGGAAGAGGGAAGCATTG 122 BSETSB'T;‘_’;‘S’;% | CPOSS2411

SolH-F  CZUsgt3F AAACTGCAATGCCGCATGTT 118 , 47%2;%'2023';611 ,;  CPos52401

SolH-R  CZUsgt3R = GGGGCAATGATAGTAACTTTGAGG 118 ) 47%2&’3?22”6&72 CPO55240.1

Act?-F Aktin F TGACAGAATGAGCAAGGAAATTACT 330 ] 65%2;‘;2‘?;‘;?82;79 CP046692.1
Chromozom 6:

Act-7R Aktin R TACTCAGCTTTGGCAATCCACATC 330 56586184-56586161 CP046692.1

*Poznamka: Sloupec ,,délka* popisuje délku amplikonu, ktery se tvoii pomoci F (forward) a R (reverse)
primerti

Délky amplikonti byly zjistovany pomoci nastroje BLAST. Tyto délky jsou
zdokumentovany v Tabulce 5 a byly nezbytné pro zajisténi piesnosti vazby primerQ

a spolehlivosti méteni CNV. ID referencnich sekvenci a umisténi amplikont bylo ziskano
z databaze NCBI.
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Redéni primerii

Zasobni roztok 10 pM pro kazdy primer byl zfedén na 2,5 uM ptidanim 30 pl vody k 10 pl
zasobniho roztoku primeru. Pro reakci ddPCR bylo 8,8 pl zfedéné smési primert pfidano
do 44 pl reakéni smési.

45.3 Priprava reakce ddPCR

Do testu ddPCR bylo zahrnuto celkem pét gend. Premix pro reakce byl piipraven
Vv objemech dostatecnych pro pét duplicitnich reakci. Smés EvaGreen byla pouzita
ve dvojnasobné koncentraci.

Koncentrace DNA, ktera se mé ptidat do kazdé ddPCR reakce, byla peclivé vypocitana.
Pro standardni reakci o objemu 20 pl je obvykle zapotiebi 18,4 ng DNA. Pti piipraveé premixu
bylo pocitano s potencialni 10% ztratou pii manipulaci. Pfi pfepoctu na celkovy objem
ptipravené reakce, ktery je 200 pul a pfipocteni 10 % je celkové potfebné mnozstvi DNA 202,4
ng.

18,4 ng x 220 ul

N 20 pl

X = 202,4ng

4.5.4 Generovani kapky a cyklovani PCR

Pro tuto ¢ast byl nasledovan protokol spolecnosti Bio-Rad (Bio-Rad 2023). Ptiprava
probihala na pfistroji QX200™ Droplet Generator. Generator kapek by mél byt umistén
na vodorovném povrchu. Kapky byly generovany davkovanim reakéni smési do jamek cartrige,
které byly nasledn¢ pokryty olejem, aby se vytvotila emulze.

Vytvoiené kapicky, Sedavého vzhledu, byly ptfeneseny na PCR desticku pomoci
vicekanalové pipety nastavené na 45 ul, pti¢emz se zohlednilo, Ze skute¢ny objem vzorku byl
40 pl. Tyto kapicky dale slouzily jako mikroreaktory pro PCR reakei.

455 ddPCR cyklus a analyza

Po vytvorteni kapicek bylo provedeno cyklovani PCR pomoci systému QX200™ Droplet
Digital PCR System spolec¢nosti Bio-Rad, ktery umoziuje rozdéleni vzorku do tisict kapicek,
pricemz amplifikace PCR probiha v kazd¢ jednotlivé kapicce.

Podminky cyklovani ddPCR byly nasledujici, jak je uvedeno v Tabulce 6:

Tabulka 6 - ddPCR cyklus

Rychlost zmé
Cyklus Teplota Doba trvani yellost zmeny Opakovani
teploty
Pocatetni 95°C 5 minut - 1x
denaturace

Denaturace 95°C 18 sekund 2,5°C/s 39XV c_yklu 3
annealingem
. 39x v cyklu
Annealing 64°C 24 sekund 2,5°C/s vey )
s denaturaci

Konec 4°C o - -

*Poznamka: "oo" znamena, Ze cyklus ,.konec* je casové neomezen a udrzuje teplotu az do provedeni dalsi
akce.
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Proces kapkové digitadlni PCR umozituje absolutni kvantifikaci cilové DNA, coz
poskytuje citlivé a presné méefeni pro analyzu CNV v tomto experimentu.

45.6 Zpracovani po cyklovani a ¢teni kapek

Po dokonceni PCR je tieba kapky obsahujici amplifikovanou DNA piecist, aby bylo
mozné urcit pfitomnost a mnozstvi cilové DNA. Tento krok se provadi pomoci QX200™
Droplet Reader, zatizeni specidlné navrzené¢ho pro pocitani a kategorizaci kapicek na zaklade
fluorescence, coz umoznuje kvantifikaci kopii DNA ve vzorku. Kapky jsou na zaklad¢ intenzity
fluorescence klasifikovany jako pozitivni nebo negativni, coz umoznuje vypocet koncentrace
cilové DNA v pivodnim vzorku.

Barvivo EvaGreen je nedilnou soucasti procesu ddPCR. Jak je zndzornéno na Obrazku 2,
barvivo EvaGreen existuje v neaktivni form¢, kterd po navazani na minoritni draZzku
dvouretézcové DNA béhem procesu amplifikace PCR projde konformaéni zménou na aktivni
formu. Tato aktivni forma po interkalaci (vmezetfeni) s DNA vyzatuje fluorescenéni signal.
Tento signal je pfimo umérny mnozstvi pritomné DNA, coz umoziuje kvantifikaci cilové DNA
v kazdé kapce (Bio-Rad 2023).

Obrdzek 2 - Barvivo EvaGreen® se vdZe na dsDNA (https://biotium.com/technology/pcr-dna-amplification/evagreen-dye-for-
gpcr/, 2024)

2\

8:0\/0:

Inaktivni forma Aktivni forma komplex
EvaGreen EvaGreen EvaGreen-DNA

Ptfed odectenim se kapkova ¢tecka napusti kapkovym olejem, aby se zajistil optimalni
vykon systému. K ovladani ¢tecky kapek a analyze dat se pouZziva software QuantaSoft™.
Tento software umoziiuje pfizpiisobeni parametri analyzy a poskytuje uzivatelsky piivétivé
rozhrani pro interpretaci vysledktt ddPCR.

Protokol spole¢nosti Bio-Rad pro ¢teni z kapatka zahrnuje krok "proplachnuti" systému,
aby se zajistilo, Ze zbytkova DNA z pfedchozich b&hii nekontaminuje aktualni analyzu. To je
nezbytné pro zachovani vysoké specificnosti a citlivosti metody ddPCR, ktera je rozhodujici
pro piesnou a spolehlivou genetickou analyzu (Bio-Rad 2019).

4.6 Statisické vyhodnoceni

Data byla vyhodnocena pomoci statistického programu Statistica 12 (StatSoft, Dell
USA).

Pro vysledky byly pouzity zakladni statistiky, regresni a korela¢ni analyza (jednoducha
linearni regrese), jednofaktorova ANOVA, ANOVA hlavnich efekti a ANOVA s interakcemi.
Grafy byly téz zpracovany v programu Statistica 12.

Priikaznost vysledkii byla testovana k hladiné vyznamnosti 0,05. U vSech dat
pfedpokladdme normalni rozdéleni vychazejici z centralni limitni véty (“Central Limit
Theorem” 2008), protoZe pracujeme s dostate¢né rozsdhlym nahodnym vybérem vzorkd.
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5 Vysledky

5.1 Kvantifikace DNA a hodnoceni kvality

Kvantifikace DNA a hodnoceni kvality byly provedeny u rtiznorodého souboru odrad
brambor a vysledky jsou shrnuty v Tabulce 7. Koncentrace extrahované DNA (ng DNA/ul)
apomeéry absorbance pii vinové délce 280 nm a 230 nm (pomér 280 a pomér 230) byly
stanoveny spektrofotometrickou metodou.

Tabulka 7 - Kvantifikace a Cistota DNA

Odrtida Cislo vzorku ng DNA/ul 280/260 230/260
Anuschka 1 27 1,7 2,24
Marabel 2 29,5 1,88 3,21
Princess 3 33,5 1,77 3,56
Sunshine 4 17,5 2,5 5,2
Rosara 5 37,2 1,76 2,54
Impala 6 59 1,88 2,62
Carrera 7 42,5 1,89 2,5
Antonia 8 30,5 1,94 2,33
Red Anna 9 22,5 1,83 3,06
Ditta 10 5 1,67 3,27
Bernina 11 57 1,89 3,07
Adéla 12 32,5 1,86 2,7

Poznamka: Poméry udéavaji absorbanci pii 280 nm a 230 nm vzhledem k absorbanci pii
260 nm, coZ umoziuje odhadnout kontaminaci bilkovinami (pomér 280) a dal§imi organickymi
kontaminanty (pomér 230).

Koncentrace DNA se pohybovaly od 5,00 ng/ul u odridy Ditta do 59,00 ng/ul u odrudy
Impala, coz ukazuje na variabilitu vytéznosti DNA u jednotlivych odrud. Pomér absorbance pti
vinové délce 280 nm byl pomérné konzistentni, pficemz vétSina odrid vykazovala hodnoty
blizké optimalnimu poméru ~1,8 pro ¢istou DNA. Nejvyssi pomér 2,50 vykazovala odrida
Sunshine, coz muze naznacovat vyss§i pfitomnost bilkovin nebo jinych absorbentl pii této
vlnove délce.

Pomér absorbance pii vinové délce 230 nm se u jednotlivych odrid lisil vice, pfi¢emz
odriida Sunshine rovnéz vykazovala nejvyssi pomér 5,20. Poméry nad 2,0 se obecné povazuji
za ukazatele relativné Cisté DNA, bez organickych kontaminantii, jako je fenol nebo chaotropni
soli. Vysoky pomér pozorovany u Sunshine mize naznacovat vyjimecné Cisty vzorek nebo
pfitomnost jinych faktorti ovliviiujicich méfeni.

Tyto vysledky poskytuji zakladni ptedstavu o mnozstvi a kvalit¢ DNA mezi odebranymi
odriidami, coZ je nezbytné pro piesné a spolehlivé nasledné aplikace, jako jsou analyzy ddPCR
podrobné& popsané v nasledujicich ¢astech.
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5.2 Glykoalkaloidy v listech brambor

Statistickd analyza glykoalkaloidii v listech brambor odhalila vy$$i primérnou
koncentraci a-chaconinu ve srovnani s a-solaninem. Rozptyl téchto glykoalkaloidu, jak je
uvedeno v Tabulce 8 a znazornéno na Obrazku 3, mize byt ovlivnén genetickou variabilitou,
podminkami prostfedi a pisobenim svétla, coZ jsou faktory, které jsou dikladné rozebrany
v kapitole 3.2.2.1 literarni reserse.

Vychozi data SGA analyzy v listech jsou dostupna v Ptiloze 16.

Tabulka 8 - Statistické shrnuti glykoalkaloidd v listech brambor

Statisticka charakteristika

a-solanin [pg/g]

a-chaconin [pg/g]

Pocet 108 108
Pomér 1 3,19505
Primér 1044,35028 3336,74853
Smérodatna odchylka 695,57774 2190,98165
Minimum 236,842105 782,894737
Percentil 25 489,763234 1691,19532
Percentil 75 1375,32468 4693,64035
Maximum 3016,66667 9933,77483
Rozptyl 483828,392 4800400,61

*Poznamka.: Obsah je uveden na gram susiny (DW).

Variabilita znazornéna krabicovym grafem na Obrazku 3 podtrhuje proménlivou povahu
koncentraci glykoalkaloidii, kterou lze potencidlné pficist vySe uvedenym faktoram. Tyto
rozdily mohou také odrazet slozité interakce mezi genetickou vybavou bramborovych rostlin
a jejich prostiedim, které mohou zahrnovat vliv kolisani teplot a vihkosti.

Obrdzek 3 - Boxplot koncentraci a-chaconinu a a-solaninu v listech brambor

Boxplot koncentraci a-chaconinu a o-solaninu v listech brambor
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5.3 Glykoalkaloidy v duZniné brambor

Statistickd analyza glykoalkaloidii v duZznin€ brambor prokézala niz§i primérné
koncentrace nez v listech. Vysledky, shrnuté v Tabulce 9, odrazeji obecny trend distribuce
glykoalkaloidli v bramborech. Krabicovy graf na Obrazku 4 poskytuje vizualni znazornéni
téchto distribuci.

Vychozi data SGA analyzy v duznin€ jsou dostupna v Ptiloze 17.

Tabulka 9 - Statistické shrnuti glykoalkaloidd v duZniné brambor

Statisticka charakteristika

a-solanin [pg/g]

a-chaconin [pg/g]

Pocet 108 108

Pomér 1 1,43106
Primér 59,8633609 85,6680987
Smérodatna odchylka 68,9437065 71,7984967
Minimum 2,2254902 7,15686275

Percentil 25 25,8223684 43,01766
Percentil 75 58,3881579 101,810458
Maximum 397,350993 374,172185
Rozptyl 4753,23467 5155,02413

*Poznamka: Obsah je uveden na gram susiny (DW).

Variabilita obsahu glykoalkaloidli v duzniné ve srovnani s listy naznacuje rozdilnou
regulaci a zptisoby akumulace v riznych tkanich brambor.

Obrdzek 4 - Boxplot koncentraci a-chaconinu a a-solaninu v duZniné brambor

Boxplot koncentraci a-chaconinu a ¢-solaninu v duzniné brambor
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5.4 Glykoalkaloidy ve slupce brambor

Analyza obsahu glykoalkaloidi ve slupce brambor odhalila nejvys$si obsah
glykoalkaloidli ze vSech sledovanych pletiv. Toto zjisténi je v souladu s obecné znamou
skutecnosti, Ze slupky brambor Casto obsahuji vys$§i mnozstvi glykoalkaloidi ve srovnani
s ostatnimi ¢astmi hlizy. Relativni podil glykoalkaloidii ve slupce ve srovnani se zbytkem hlizy
se pohybuje od 30% do 80% (Wolf & Duggar 1940). Shromazdéné tdaje v Tabulce 10
a odpovidajici rozlozeni znazornéné na Obrazku 5 tento bod podtrhuji.

Vychozi data SGA analyzy ve slupce jsou dostupnd v Ptiloze 18.

Tabulka 10 - Statistické shrnuti glykoalkaloid( ve slupce brambor

Statisticka charakteristika a-solanin [pg/g] a-chaconin [pg/g]
Pocet 108 108

Pomér 1 2,78425
Primér 2066,05079 5752,40638
Smérodatna odchylka 938,858806 2452,72453
Minimum 460,645755 429,202358
Percentil 25 1514,55441 4079,32715
Percentil 75 2548,76471 7205,16176
Maximum 4323,46698 11159,0147
Rozptyl 881455,857 6015857,62

*Poznamka: Obsah je uveden na gram susiny (DW).
Vysledky naznacuji potencialni adaptivni vyhodu pfi hromadéni téchto latek ve slupce,
¢imz nabizeji pohled na obranné mechanismy rostlin.

Obrdzek 5 - Boxplot koncentraci a-chaconinu a a-solaninu ve slupkdch brambor

Boxplot koncentraci a-chaconinu a a-solaninu ve slupkach brambor
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5.5 ddPCR a CNV analyza

V této studii byla pouzita metoda ddPCR k posouzeni variability poctu kopii (CNV) genii
klicovych pro biosyntézu glykoalkaloidi u riznych odriid brambor. Piesné pocty kapicek,
uvedené v Tabulce 11, odrazeji irovné genové exprese kazdého analyzovaného genu napfti¢
studovanymi odridami brambor.

Tabulka 11 - Priimérné pocty pozitivnich dropletd, vypocitané z tabulky v Pfiloze 19

Niazev genu Ditta 10/1 Ditta 10/2 Ditta 10/3  Anuschka Marabel

SolA 709 738 831 505 723
SolF chybi data 1699 1742 1504 1325
SolG 1397 1446 1333 1108 1177
SolH o52 955 986 879 909
Act7 862 923 707 787
SolA 817 697 539 849
SolF 1463 1695 = 1616 1190
SolG 1130 1135 62 1097 897
SolH 896 888 58 876 803
Act7 830 669 775 809
SolA 571 750 900 903
SolF 921 904 1306 1478
SolG 913 894 1320 1327
SolH 683 710 936 905
Act? 576 644 888 636

Dale jsou v Tabulce 11 shrnuty primérmné pocty kapicek, coz je kliCova metrika pti
kvantifikaci ddPCR. Tyto pocty poskytuji srovndvaci pohled na urovné genové exprese
U riznych odrtid brambor.

Tabulka 12 srovnava pocty kopii genit SGT1, SGT2 a SGT3, které byly vypocitany
na zakladé vysledkt ddPCR jednotlivych gent a vysledkt ddPCR genu pro aktin 7. Gen aktin
7 je lokalizovan na chromozomu 6, kde se vyskytuje pouze v jedné kopii. Pro tetraploidni
genom bramboru to potom znamena, ze CNV pro tento gen je roven 4 (4 x chomozom 6). Tudiz
pocet pozitivnich dropletti genu pro aktin 7 je bran jako standardni CNV = 4. Data v Tabulce
12, zejména ta zvyraznéna Cervene, ukazuji na rozdilny pocet kopii jednotlivych genii.

Data byla ziskana z programu QuantaSoft spole¢nosti Bio-rad, viz ukazka v Ptiloze 20.
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Tabulka 12 - Pocty CNV jednotlivych gent u vybranych odrid brambor

Cislo Odriida SGT1 CNV SGT2 CNV SGT3 CNV
vzorku (SolF primery) (SolG primery) (SolH primery)
1/1 Anuschka 8 6 4
2/1 Marabel 8 6 4
3/1 Princess 8 6 4
4/1 Sunshine 8 6 4
5/1 Rosara 6 4 4
6/1 Impala 8 6 4
7/1 Carrera 6 4 4
8/1 Antonia 6 6 4
9/1 Red Anna 6 6 4
11/1 Bernina 6 6 4
12/1 Adéla 8 6 4
10/1 Ditta chybi data 6 4
10/2 Ditta 8 6 4
10/3 Ditta 8 6 4

Pochopeni vztahu mezi CNV genli a koncentraci glykoalkaloidii by mohlo poskytnout
cenné poznatky o regula¢nich mechanismech téchto slouc¢enin v bramborach. Diky témto
znalostem by se mohl realizovat potencialni vyvoj odrid brambor s optimalizovanym obsahem
glykoalkaloidi pro potravinovou bezpecnost ¢i odolnost vici skiidcim, coz by mohlo byt
voditkem pro budouci slechtitelské programy.

5.5.1 Analyza poctu dropletii pomoci ANOVY

Predpoklad, ze tyto geny jsou v riznych podminkach konzistentni, je pro spolehlivost
analyz CNV zasadni. DalSim piedpokladem je, ze variabilita v poc¢tu dropleti pfimo souvisi
s expresi gent a vlivem environmentalnich faktort.

Vysledky testt jednofaktorové ANOVY, kde zavisle proménna je pocet pozitivnich
dropleti pro dany gen a tfidicim faktorem je vzorek (odriida nebo biologicky replikat),
potvrzuji, Ze rizné odridy i biologické replikdty jedné odridy (Ditta) maji statisticky
vyznamnou variabilitu v poctu pozitivnich dropletd, viz Tabulka 13. Pocet dropletd
u biologickych replikatt, vzhledem k tomu, Ze se jedna o klony, je pak ovlivnén riznymi vlivy,
napiiklad ptipravou ddPCR reakce, pipetovanim, homogenizaci vzorku.

P-hodnota u genu Act7, ktera je nizsi nez 0,05 nam potvrzuje, ze je nutné provést méfeni
referen¢niho genu pro kazdou odridu zv1ast a k ni pak vztahovat ostatni geny v daném vzorku,
pro zajisténi spravnych vysledkii. Méfeni pomoci referencniho genu pro Act7 se tudiz musi
vzdy opakovat i u biologickych replikati.
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Tabulka 13 - jednofaktorova ANOVA vysledki metody ddPCR (zdvisle proménnd — poclet pozitivnich dropletd pro dany gen;
faktor — vzorek)

Gen Stupné volnosti Rozptyl F hodnota p-hodnota
SolF 13 417472,24 132,08 1,538x1011
SolG 13 240689,00 322,03 5,301x107%
SolH 13 110809,56 549,88 1,273x10716
Act7 13 92162,30 17,36 2x10°

5.5.2 Pearsonova korela¢ni analyza — vztah obsahu glykoalkaloidi mezi sebou

Biochemicka cesta syntézy steroidnich glykoalkaloidli (SGA) v bramborach naznacuje
mozny vzajemny vztah mezi dvéma primarnimi glykoalkaloidy, a-chaconinem a a-solaninem.
Za timto ucelem byla provedena Pearsonova korela¢ni analyza s cilem zjistit, do jaké miry jsou
hladiny téchto glykoalkaloidt v tkanich brambor vzajemné zavislé.

Analyza pfinesla silné pozitivni korelace ve vSech typech tkani. Vysledky naznacuji,
Ze s rostouci koncentraci a-chaconinu roste i koncentrace a-solaninu. Tento konzistentni vzorec
napfi¢ riznymi typy tkani naznacuje silnou biochemickou vazbu v cesté jejich biosyntézy nebo
koordinovanou regulaci obou SGA. Specifika korelace v jednotlivych typech tkani brambor
jsou podrobné popsana nize:

Listy

V piipadé listt je korela¢ni koeficient (R) 0,897 s hodnotou koeficientu determinace (R?)
0,805, coz naznacuje, ze ptiblizn€ 80 % variability obsahu a-solaninu lze vysvétlit jeho korelaci
s obsahem a-chaconinu.

Analyza vykazuje vyznamnou p-hodnotu 1,88x1073, coZ potvrzuje, Ze korelace je vysoce
statisticky vyznamna. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 14 a na Obrazku 6.

Tabulka 14 — Korelace obsahu a-chaconinu a a-solaninu v listech brambor

Korelace Absolutni ¢len (a)  Smérnice (b)  p-hodnota
a-chaconin x g-solanin = 0,89736731  0,80526808 93,7440535 0,284889982 1,88x10°%

Obrdzek 6 — Korelace obsahu a-chaconinu a a-solaninu v listech brambor

Korelace obsahu a-solaninu a a-chaconinu v listech
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Duznina

Korela¢ni koeficient (R) pro duzinu je 0,922 a hodnota koeficientu determinace (R?)
0,849 ukazuje na velmi silny pozitivni vztah, kdy hladiny jednoho glykoalkaloidu mohou
s vysokou spolehlivosti pfedpovédéet hladiny druhého.

P-hodnota 2,80x10“%° dale naznacuje, Ze pozorovana korelace je opét statisticky
prukazna. Tabulka 15 uvadi podrobné&jsi vysledky statistické analyzy, grafické znazornéni lze
nalézt na Obrazku 7.

Tabulka 15 — Korelace obsahu a-chaconinu a a-solaninu v duzniné brambor

Korelace R R2 Absolutni ¢len (a)  Smérnice (b))  p-hodnota |
a-chaconin x a-solanin ~ 0,92164035  0,84942094 -15,9524677 0,884994878  2,80x10

Obrdzek 7 — Korelace obsahu a-chaconinu a a-solaninu v duzniné brambor

Korelace obsahu a-solaninu a a-chaconinu v duzniné
a-solanin = -15,9525+0.885*x
450

a-solanin

a-chaconin

Slupka
U slupky brambor je korela¢ni koeficient (R) 0,889 a hodnota koeficientu determinace

(R?) 0,790 znovu naznacuje, ze podstatna cast variability obsahu a-solaninu souvisi
s variabilitou obsahu a-chaconinu.

P-hodnota 1,08x10 blizici se nule potvrzuje statistickou vyznamnost. Tabulka 16
a Obrazek 8 shrnuji korelac¢ni analyzu ve slupce.

Tabulka 16 — Korelace obsahu a-chaconinu a a-solaninu ve slupce brambor

Korelace R R2 Absolutni élen (a)  Smérnice (b)  p-hodnota |
a-chaconin x a-solanin ~ 0,88873221  0,78984494 109,135671 0,340190694  1,08x10%
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Obradzek 8 — Korelace obsahu a-chaconinu a a-solaninu ve slupce brambor

Korelace obsahu a-solaninu a a-chaconinu ve slupce
a-solaninu = 109,1357+0,3402*x
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Celkovy pohled

Pii komplexni analyze celkové korelace mezi a-chaconinem a a-solaninem ve vSech
studovanych typech pletiv jsou zjisténi nejprukaznéjsi. Tabulka 17 tento vztah vystihuje a uvadi
extrémné vysoky korelacni koeficient (R) 0,952. Hodnota koeficientu determinace (R?)
je 0,907, coz znamena, ze piiblizné¢ 90,7 % variability obsahu a-solaninu lze pfedpovédét
z obsahu a-chaconinu v rtiznych typech pletiv nebo naopak.

Absolutni ¢len (a) 25,774 naznacuje, ze i1 bez piitomnosti a-chaconinu Ize v tkanich
o¢ekavat zakladni hladinu a-solaninu. Smérnice (b) 0,337 naznacuje mirnou rychlost nartstu
obsahu o-solaninu ve vztahu k obsahu a-chaconinu. Na kazdou jednotku zvyseni obsahu
a-chaconinu pfipada odpovidajici zvySeni obsahu a-solaninu o 0,337 jednotky.

P-hodnota 0 je v tomto kontextu obzvlasté napadna a znamena mimotadné silnou uroven
statistické vyznamnosti. To naznacuje, Ze korelace mezi obsahem a-chaconinu a a-solaninu je
vysoce predvidatelnd a prakticky vylucuje moznost, Ze by byla zplUsobena nahodnou
variabilitou.

Tato zastfeSujici korelace zdUraziiuje vnitini vazbu v biosyntéze a regulaci téchto
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glykoalkaloidd, ktera odrazi spole¢nou biologickou dréhu.

Tabulka 17 — Celkovd korelace obsahu a-chaconinu a a-solaninu ve vsech studovanych druzich pletiva

Korelace R R? Absolutni ¢len (a)  Smérnice (b)  p-hodnota
a-chaconin x a-solanin = 0,95232325  0,90691957 25,7738823 0,337111984 0
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Obrdzek 9 — Celkova korelace obsahu a-chaconinu a a-solaninu ve vsech studovanych druzich pletiva

Celkova korelace obsahu a-chaconinu a o-solaninu ve viech studovanych druzich pletiva
a-solanin = 25,7739+0.3371*x
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Tyto silné korelace svéd¢i o spolecné regulaci a propojené biosyntetické draze
a-chaconinu a a-solaninu v bramborach.

Zavérem lze fici, Zze Pearsonova korela¢ni analyza podtrhuje robustni propojeni mezi
hladinami a-chaconinu a a-solaninu v rostlinach brambor a poskytuje prediktivni nastroj pro
odhad koncentraci téchto sloucenin. Podle vysoké trovné statistické vyznamnost mizeme
predpokladat, Ze tato zjisténi jsou vysoce spolehliva.

5.5.3 Analyza rozptylu (ANOVA) - obsah glykoalkaloidii

5.5.3.1 Analyza ANOVA — vliv odrudy a typu pletiva na obsah a-chaconinu

Analyza ANOVA uvedena v tabulkdch 1 aZ 4 nabidla komplexni zkouméni obsahu
a-chaconinu v riznych odridach brambor a typech rostlinnych pletiv. Provedenim ANOVY
hlavnich efektt a ANOVY s interakcemi bylo cilem studie pochopit vliv odridy a typu tkané
na obsah a--chaconinu, klicového glykoalkaloidu v bramborach.

ANOVA hlavnich efektii (Tabulka 18 a Tabulka 19)

ANOVA hlavnich efektti hodnotila hlavni G¢inky faktord odrida brambor a typ tkdn¢ na
obsah a-chaconinu bez zohlednéni jejich pifipadné interakce. Analyza odhalila vyznamné
ucinky obou faktorti. Kazda odrida vykazovala jedine¢ny obsah a-chaconinu a tato variabilita
byla statisticky vyznamna, p-hodnoty se blizily nule. To naznacuje, Ze odrida brambor je
faktorem ovliviiujicim obsah a-chaconinu. Obdobné vysledky poskytl i faktor pletiva.
Tabulka 18 uvadi podrobngjsi vysledky analyzy.

Tabulka 18 - Jednorozmeérné testy vyznamnosti pro a-chaconin — ANOVA hlavnich efekti

Efekt Soucet ¢tvercii  Stupné volnosti F hodnota p-hodnota ‘
Abs. ¢len 3030385582 1 1050,080 0
Odrida 263274032 11 8,294 9,04x10713
Typ pletiva 1746606584 2 302,614 0
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Nasledna analyza vyuzivajici Tukeytv HSD test (Tabulka 19) rozdélila odrudy do shluki
znamych jako "homogenni skupiny" na zakladé podobnosti jejich obsahu a-chaconinu.
Homogenni skupina oznacuje odridy, které se od sebe vyznamné neliSi v obsahu
glykoalkaloidd, a lze je tedy statisticky povazovat za soucast stejné skupiny. Naptiklad odridy
Rosara, Princess, Bernina, Anuschka a Ditta maji spole¢né **** v ramci homogenni skupiny
1, coz znamena, ze jejich hladiny a-chaconinu se od sebe statisticky neli$i. Absence ****
ve sloupcich tykajicich se ostatnich homogennich skupin znamena, Zze obsah a-chaconinu
Vv téchto odridach se vyznamné 1i8i od odrid uvedenych v téchto sloupcich. Tento zptisob
seskupeni poskytuje jasné vizudlni znazornéni toho, které odridy maji podobné profily
glykoalkaloidli, coz nabizi cenné poznatky pro Slechténi a vyzkum, kde je pozadovan nebo
vyzadovan specificky obsah glykoalkaloidi.

Tabulka 19 - Tukeydv HSD test; proménnd a-chaconin, odridy

Homogenni Homogenni Homogenni Homogenni Homogenni
skupina 1 skupina 2 skupina 3 skupina4  skupina 5

Cislo Odrida Prumér

12 Adéla 1477,5 = FkkKk - - -
8 Antonia 19125 - hkK Hekdkok . i}
Rosara 2409,7 Sk Fokkk . ) _
3 Princess 2716,7 Fokkk Hkkk kkk ; )
11 Bernina 27228 *kkk ek Fokkk . )
1 Anuschka 29247 *kdkk *kkk *kkk *kkk _
10 Ditta 2967,1 Kk *kkk *kkk Kk .
2 Marabel 3173,4 Fokkk - Hkkk FxAKR -
9 Red Anna 3472,7 Fkkk - - kK Hekkk
6 Impala 3835,3 bl - - HAxk Fokkok
4 Sunshine 4362,7 - - - Hekkk e
7 Carrera 47235 - - - - Fekdek

Analyza uvedena v Tabulce 20 zkouma obsah a-chaconinu v riznych typech pletiv
brambor a odhaluje vyznamné rozdily v koncentraci glykoalkaloidu v listech, duzniné a slupce.
Znaéné rozdily, zvyraznéné odliSnymi homogennimi skupinami, podtrhuji akumulaci
a-chaconinu specifickou pro jednotlivé tkané. Napiiklad listové pletivo vykazuje mimoradné
vysoké hladiny glykoalkaloidi ve srovnani s duzninou a slupkou, jak znazoriiuje zafazeni
do samostatné homogenni skupiny.

Tabulka 20 - Tukeydv HSD test; proménnd a-chaconin, pletiva

Typ Primér Homogenni Homogenni Homogenni
pletiva - skupina 1 skupina 2 skupina 3
duznina 85,668 Heokdkek

list 3336,749 S
Slupka 5752,406 Kkkk
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ANOVA s interakei (Tabulka 21 a Tabulka 22)

ANOVA s interakci zohlednila, jak muze kombinovany vliv odridy a typu pletiva
ovlivnit obsah a-chaconinu. Vyznamny efekt interakce, indikovany p-hodnotami blizkymi nule,
poukazuje na ptitomnost ,,odridovo-pletivové™ variability. Z toho vyplyva, Ze obsah
a-chaconinu v bramborach mize byt vysledkem komplexni souhry mezi genetickymi faktory
spojenymi s odrudou a fyziologickymi tilohami riznych pletiv v rostling.

Tabulka 21 - Jednorozmeérné testy vyznamnosti pro a-chaconin — ANOVA s interakcemi

Soucet ¢tverci  Stupné volnosti  F hodnota  p-hodnota

Abs. ¢len 3030385582 1 4087,395 0
Odriida 263274032 11 32,282 0
Typ pletiva 1746606584 2 1177,915 0
Odrida*Typ pletiva 681094629 22 41,757 0

Post-Hoc analyza - Tukeytv HSD test

Post-hoc analyza pomoci Tukeyho HSD testu umoznila parové srovnani primeéri riznych
skupin. Vysledky ukazaly, Ze konkrétni dvojice odrid a typl tkani maji vyznamné odlisné
hladiny a-chaconinu. Napiiklad odrida Sunshine v pletivu slupky zaznamenala nejvyssi obsah
a-chaconinu, ¢imz se se statistickou spolehlivosti odliSila od ostatnich skupin.
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Tabulka 22 - Tukeytv HSD test; proménnd a-chaconin — ANOVA s interakcemi

lm---n-n-nn

23 Antonia duznina 27,36  Fxxx

35 Adéla duznina 31,46  *xFxx - - - - - - - - - -
2  Anuschka duznina 38,99  AxwFx - - - - - - - - - -
5 Marabel duznina 4510  wxRx - - - - - - - - - -

14  Rosara duznina 55,02  Fx*kx - - - - = = = - - -
8 Princess duznina 65,76  Axkx - - - - - - - - - -
20  Carrera duznina 69,53 [Fx*x[ - - - - - = = - - -
29 Ditta duznina 71,98  wxxk - - - - - - - - -
17  Impala duZnina 74,22 FxxEx - - - = = = - - - -
32 Bernina duznina 155,86  wkxx dkxk | o - - - - - - - -
26 Red Anna duznina 186,71 | F*xk k| - - = = = o - - -
11 ' Sunshine duznina 206,05 | HRxxk kxxk | - - - - - - - - -
7  Princess list 134655 | *xxx xkxk kkxx - - - - - - _ _
34 Adéla list 1573,44  Hxxk wkkk dkkk - - - - - - - -
33 Bernina slupka 1686,99 = - RExk kkkk kkkk o = = - - - -
4  Marabel list 191137 | - - Rk kkkk | - - - - - - -
28 Ditta list 1996,03 - - KRRk kkkk - - = - - - -
13 ' Rosara list 2273,09 - o Rkkk kARK KkAK | o - - - - -
1 Anuschka list 2467,46 - S RRRR RRAR kkAX - - - - - -
22 Antonia list 251159 - o AR kkkk | kkkk | - - - - - -
10 Sunshine list 273435 - o Rk kkkk kkkk - - - - _ _
36 Adéla slupka 2827,63 - S kkkk kkkk kkkk | - - - - - -
24 Antonia slupka 3198,76 - - e = - - - -
25 Red Anna list 3774,41 - - - O I - - - -
15 Rosara slupka 4901,22 = = - - _ kkkk kkkk - _ _ _
16 Impala list 537423 - - - - - - Rk kkkk | - - -
18 Impala slupka 6057,59 - - - - = - RkkE kkkk kkKK - -
3 | Anuschka slupka 626790 - - - - - o dkkk kkkk | kkkk | kkkk | -
31 Bernina list 6325,73 - = = = = S kkkk kkkk dekkk | kkkk
21 Carrera slupka 6348,32 - - - - - o kkkk | Kkkk | kAR RRRK | -
27 Red Anna slupka 6457,13 - - - - = o kkkk kkkk kkkk kkkk o
9 | Princess slupka 6738,04 - - - - - - o RRkk kkkK RAkkk | -
30 Ditta slupka 6833,47 - = = = = = S kkkk okkkk kkkk |
6 Marabel slupka 7563,94 - - - - - - - o kkkk | kkkk | -
19 Carrera list 775273 - - = = = = - - _ xkkk o
12 ' Sunshine slupka 10147,88 folakela

5.5.3.2 Analyza ANOVA — vliv odridy a typu pletiva na obsah a-solaninu

ANOVA hlavnich efektli pro obsah a-solaninu v riznych odriiddch brambor a typech
pletiv odhalila vyznamné rozdily. Kazd4 odriida brambor vykazovala jedine¢ny profil obsahu
a-solaninu a rozdily byly statisticky vyznamné, jak naznacuje témét nulova hodnota p. Faktor
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typ pletiva se rovnéz ukdzal jako statisticky vyznamny. Tato vyrazna variabilita naznacuje,
ze jak druh brambor, tak ¢ast rostliny vyznamné ovliviuji obsah a-solaninu. Tabulka 23 uvadi
podrobnéjsi vysledky analyzy.

Tabulka 23 - Jednorozmérné testy vyznamnosti pro a-solanin — ANOVA hlavnich efekt(

Efekt Soucdet ¢tvercii  Stupné volnosti F hodnota p-hodnota
Abs. ¢len 361820756 1 951,3365 0
Odrida 28692054 11 6,8582 2,37x107%0
Typ pletiva 217363479 2 285,7573 0

Hlubsi zkoumani dat pomoci Tukeyova HSD testu (Tabulka 24) pro faktor odrida
seskupil odrady do odlisnych homogennich skupin na zaklad¢é obsahu a-solaninu a vymezil,
které odridy maji statisticky nerozlisiteln¢ hladiny od sebe navzajem. Napiiklad odrady, které
spadaji do stejné skupiny - oznacené stejnym poctem hvézdi¢ek - se v obsahu a-solaninu
vyznamné neli$i, zatimco odridy v riznych skupinach ano.

Tabulka 24 - Tukeylv HSD test; proménnd a-solanin

Homogenni Homogenni Homogenni Homogenni Homogenni

Sduide A skupina 1 skupina 2 skupina 3 skupina 4 skupina 5
12 Adéla 385,1 - - Hokkk - -
3 Princess 693,4 — . Fekkok Fekkok .
5 Rosara 872,6 Kk - *hkk *hkk _
8 Antonia 919,7 —— . a— a— .
11 Bernina 1108,4 Fkkk Kokkk - *hkk Khkk
2 Marabel 1125,7 —— Hekkk ; a— a—
1 Anushka 1129,9 Fkkk Kokkk - *hkk Khkk
6 Impala 1192,6 Hokkk Hkkok - Hkkok ok
9 Red Anna 1196,8 Fkkk Kokkk - *hkk Khkk
7 Carrera 12143 Fkkk *kkk - - Kkekk
10 Ditta 1214,8 Hokkok ok - ok ok
4 Sunshine 47235 . — R R [

Rozlozeni a-solaninu v riznych pletivech brambor znazornuje Tabulka 25. Duznina
vykazuje nejnizsi koncentraci a-solaninu. Naproti tomu listy vykazuji vyrazné vyssi hladiny,
pricemz nejvyssi koncentraci vykazuje slupka. Tento vzorec poukazuje na strategické rozdéleni
glykoalkaloidu, které potencialné odrazi tilohu jednotlivych pletiv v obrané rostlin.

Tabulka 25 - Tukeyiv HSD test; proménnd a-solanin, pletiva

Cislo Typ Homogenni Homogenni Homogenni
pletiva skupina 1 skupina 2 skupina 3

2 duZnina 59,863 —

1 list 1044,350 Fokkk

3 slupka 2066,051 *hKK
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Kromé¢ toho byly vyznamné i interakéni ucinky mezi odridou a typem pletiva
(Tabulka 26), coz naznacuje, Zze vliv odridy na obsah a-solaninu se muze liSit v zavislosti
na typu pletiva. Naptiklad jedna odriida mtize mit vysoky obsah a-solaninu v duzning, ale ne

ve slupce nebo listech, a naopak.
Tabulka 26 - Jednorozmeérné testy vyznamnosti pro a-solanin — ANOVA s interakcemi

Efekt Soucet ¢tverci Stupné volnosti F hodnota p-hodnota ‘
Abs. ¢len 361820756 1 4203,538 0
Odriida 28692054 11 30,303 0
Typ pletiva 217363479 2 1262,636 0
Odrida*Typ pletiva 93112271 22 49,171 0

Tabulka 27 - Tukeytyv HSD test; proménnd a-solanin — ANOVA s interakcemi

----n-ﬂ-ﬂﬂ

Adéla duznina 13,37  Fr**

23 Antonia duznina 23,44  FxERx - - - - - - - - -
2 Anuschka duznina 27,93  FxFx - = = = - - - - -
5 Marabel duznina 28,33  FxFx - - - - - - - - -
14 Rosara duznina 29,71  |**** - - - - = = - - - -
8 Princess duznina 35,62  FEEx wARx - - - - - - - -
17 Impala duznina 36,07  xxEE Ak - - = = - - - -
20 Carrera duznina 37,77 FFEx HARx - - - - - - - -
29 Ditta duznina 50,44 ~ xxEE Ak - - - = = - - -
32 Bernina duznina 91,06  FrAF kEx - - - - - - - -
26  Red Anna duznina 117,49  Fdkk kkxx - - - = = = - -
11 Sunshine duznina 226,25 Rk dekdkok ke - - - - - - -
7 Princess list 334,45 FHkxE gk skdkk - - = = 5 - -
34 Adéla list 467,35 | FRxx Fokkk ke ok - - - - - - -
28 Ditta list 564,54 o Rk kkdek ok kkkk L L L L
36 Adéla slupka 674,58 - LR ekkk kkRk - - - - -
10 Sunshine list 686,69 - o IS EEE RS o = o 5 - -
4 Marabel list 722,47 - LR ek ek - - - - .
33 Bernina slupka 743,86 - o R B R [ - - - = -
22 Antonia list 894,33 - - N il kefaiatad I - - - - -
13 Rosara list 911,36 - - o RRRK kAR - - - - }
1 Anuschka list 1007,29 - - - S Eieiaiad I - - - - -
25  Red Anna list 1047,49 - - = L RRkk - - - - -
16 Impala list 1612,02 = - | - - - i T - - -
15 Rosara slupka 1676,59 - - - - S bl B = - - -
9 Princess slupka 171014 | - - - oo o RRxx L L
19 Carrera list 1793,88 - - - - B e I = - - -
21 Carrera slupka 181131 - - - - S kicadad B - - - -
24 Antonia slupka 184132 - - - oo meEmaex
18 Impala slupka 1928,83 - - - - . KRR KAk KRR - -
3 Anuschka slupka 235430 - - o oL Rk CRRRE RRRRX
27 = Red Anna slupka 2425,31 - - - - - R _ Rk kkkk | _ .
31 Bernina list 2490,33 - - - = - = - o kkkk -
6 Marabel slupka 2626,16 - - - - - R - _ o ekkk kkkk | _
30 Ditta slupka 302942 - - - - - - - - - RRR

12 = Sunshine slupka 397069 @ - - - - - - - - - e
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5.5.3.3 Analyza ANOVA — vliv genti SGT1 a SGT2 na obsah a-chaconinu

Pii zkoumani genetickych determinantti obsahu a-chaconinu v bramborach tento vyzkum
hodnotil vliv CNV gentt SGT1 a SGT2. Cilem analyzy, ktera je uvedena v Tabulce 28 a 29, bylo
odhalit jakoukoli statistickou vyznamnost variability téchto gend, kterd by mohla souviset
s obsahem a-chaconinu.

Tabulka 28 - Jednorozmeérné testy vyznamnosti pro a-chaconin — jednofaktorovd ANOVA (SGT1)

Efekt Soucdet ¢tverci  Stupné volnosti F hodnota p-hodnota
Abs. ¢len 2943462458 1 326,32 0
CNV SGT1 23041 1 0,00 0,96

Tabulka 29 - Jednorozmeérné testy vyznamnosti pro a-chaconin — jednofaktorovd ANOVA (SGT2)

Efekt Soucet ¢tverci  Stupné volnosti F hodnota p-hodnota
Abs. ¢len 1914874942 1 214 0
CNV SGT2 16747265 1 2 0,172725242

Nase zjisténi neodhalila zadnou podstatnou zavislost obsahu a-chaconinu na poctu kopii
geni SGT1 a SGT2 napfi¢ vzorky. V Tabulce 28 byla pomocijednofaktorové ANOVY pro
faktor gen SGT1 zjisténa p-hodnota napadné vysoka 0,96, coz nenaznacuje zadnou statistickou
vyznamnost. Tento trend se opakoval i pti analyze faktoru gen SGT2, jak je vidét v Tabulce 29,
kde p-hodnota 0,172725 podobné naznacovala nedostatek vyznamnych rozdili.

Absence rozdili byla pfi¢itana nizké variabilit¢ v poétu CNV téchto gend napii¢
studovanymi odrlidami. Takova uniformita v po¢tu kopii gent neposkytuje diferen¢ni faktor,
ktery by mohl vysvétlit rozdily v obsahu a-chaconinu. Je dulezité zduraznit, ze gen SGT3 nebyl
do analyzy zahrnut z diivodu jeho naprosté absence variability, coz z n¢j v kontextu této prace
fakticky ¢ini konstantu, nikoli proménnou.

Tyto vysledky zdiraziuji slozitost genetickych vlivli na obsah sekunddrnich metabolit
v rostlinach. Absence rozdild mezi jednotlivymi CNV geni SGT1 a SGT2 v obsahu
a-chaconinu podtrhuje mnohostrannou povahu metabolickych drah rostlin. Naznacuje,
ze V biosyntéze a akumulaci glykoalkaloidl hraji roli 1 jiné faktory nez odchylky v poctu kopii
gentl.

Tato kapitola zdUrazituje potiebu SirSiho zkoumani genetického prostfedi, ptipadné
zaclenéni rozmanitéjSich genetickych markert a zohlednéni vlivl prostiedi. Ackoli CNV miize
byt mocnym genetickym nastrojem, jeho uzite¢nost je omezena rozsahem variability pfitomné
v ramci gent, které jsou predmétem zajmu. Stalost pozorovana u genu SGT3 toto tvrzeni dale
podporuje a naznacuje mozny regulaéni mechanismus, ktery udrzuje jeho stabilitu napfic
odriidami.

Z této analyzy vyplyva, Ze regulace obsahu glykoalkaloidli je pravdépodobné fizena
komplexni genetickou siti, nikoliv pfimym vlivem CNV vybranych genii. Anebo, ze zvoleny
vybér odriid nebyl dostatecné velky a reprezentativni.
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5.5.3.4 Analyza ANOVA —vliv gent SGT1 a SGT2 na obsah a-solaninu

Analyza obsahu a-solaninu ve vztahu k CNV gentt SGT1 a SGT2 vyuziva k rozliSeni
statisticky vyznamnych t&ink®i metodu jednofaktorové ANOVY. Udaje tykajici se téchto
ucinki jsou podrobné uvedeny v Tabulce 30 a 31.

Jednofaktorova ANOVA pro vliv faktoru CNV genu SGT1 na obsah a-solaninu je
uvedena v Tabulce 30. Analyza ukazuje absolutni ¢len s vyznamnym vlivem, jak naznacuje
hodnota F 311,6949 a p-hodnota mensi nez 0,0001, coz potvrzuje celkovou platnost modelu.
Specificky vliv faktoru SGT1 CNV na hladiny a-solaninu byl vSak zanedbatelny. F-hodnota
pro SGT1 CNV byla pouze 0,0064 s p-hodnotou 0,936232, coz naznacuje, Ze neexistuji
statisticky vyznamné rozdily v obsahu a-solaninu mezi riznymi poéty kopii genu SGT1.

Tabulka 30 - Jednorozmeérné testy vyznamnosti pro a-solanin — jednofaktorovd ANOVA (SGT1)

Efekt Soucet ¢tverci  Stupné volnosti F hodnota p-hodnota
Abs. Clen 352302572 1 311,6949 0
CNV SGT1 7246 1 0,0064 0,936232

Jednofaktorova ANOVA pro vliv faktoru CNV genu SGT2 na obsah a-solaninu je shrnuta
v Tabulce 31. Podobné i absolutni ¢len v ANOVA pro gen SGT2 naznacil vyznamnou shodu
modelu s hodnotou F 176,0555 a p-hodnotou blizkou nule. Ptesto byl stejné jako u genu SGT1
vliv CNV genu SGT2 na obsah a-solaninu minimalni a statisticky nevyznamny. Hodnota F pro
SGT2 CNV ¢inila 0,0102 a p-hodnota 0,919731, coz opét neukazuje zddny vyznamny vliv
na obsah a-solaninu.

Tabulka 31 - Jednorozmérné testy vyznamnosti pro a-solanin — jednofaktorovd ANOVA (SGT2)

Efekt Soucet ¢tverci  Stupné volnosti F hodnota p-hodnota
Abs. ¢len 198989781 1 326,32 0
CNV SGT1 11496 1 0,00 0,919731

Tato zjiSténi presvédcive ukazuji, Ze zmény v poctu kopii SGT1 a SGT2 nemaji vyznamny
vliv na obsah a-solaninu v pletivech brambor. Zanedbatelné F hodnoty a vysoké p-hodnoty pro
oba geny v pfislusnych analyzach podtrhuji nedostatek ptimé korelace mezi jejich CNV
a obsahem glykoalkaloidu.

Tento vysledek lze pfiCist nizké variabilité¢ napfi¢ hodnotami CNV pro tyto geny mezi
studovanymi vzorky, coZz dokazuji minimalni zmény ve statistickych vystupech. Byla také
zaznamenana absence variability u SGT3 CNV, coz vedlo k jeho uplnému vylouceni z analyzy,
coz naznacuje, ze tyto SGT geny mohou byt pod piisnou genetickou kontrolou nebo ptirozené
stabilni napfic testovanymi odrtidami.

Tyto vysledky zduraziiuji sloZitost biosyntézy glykoalkaloidli v bramboréach a naznacuji,
ze zatimco pocet kopii genit mize ovliviiovat urcité znaky, regulace obsahu glykoalkaloidi,
konkrétn¢ a-solaninu, pravdépodobné zahrnuje Sirsi spektrum genetickych a environmentalnich
interakci.
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6 Diskuze

V nasi studii jsme zkoumali meziodridovou variabilitu steroidnich glykoalkaloidi (SGA)
u 12 odrid brambor, pii¢emzZ jsme analyzovali koncentrace a-solaninu a o-chaconinu
V kontrolovanych sklenikovych podminkach. Cilem tohoto vyzkumu bylo pfedevSim
prozkoumat souvislost mezi koncentraci SGA a variabilitou poctu kopii (CNV) rodiny gent
SGT, ktera se podili na metabolické draze téchto glykoalkaloidii. Zaméfenim na tyto genetické
a biochemické aspekty jsme se snazili pochopit geneticky zaklad koncentrace SGA u riznych
odrid brambor V riznych druzich pletiv.

Abychom zajistili spolehlivost naSich zjisténi, peclivé jsme kontrolovali podminky
prostiedi, jako je slozeni pidy, dostupnost Zivin a mira zavlazovani. Tento pfistup byl navrzen
tak, aby minimalizoval vné&jsi vlivy a zvysil opakovatelnost vysledkli. Rozmisténi rostlin
ve skleniku bylo nahodné, aby se zabranilo zkresleni na zaklad¢é mista, které by mohlo ovlivnit
reprezentativnost vysledkll. Toto uspofadani ndm umoznilo ptfesnéji urcit vliv genetickych
faktori,, konkrétné CNV rodiny geni SGT, na metabolickou syntézu a koncetraci SGA
ve vybranych odriidach brambor.

Nicmén¢ faktory prostiedi ve skleniku, jako je vystaveni svétlu (Wolf & Duggar 1940),
pohyb vzduchu a teplota regulovana klimatizaci (Zheng et al. 2019), mohly rtzné ovlivnit
biologické replikaty. Dusledek je vidét v Priloze 16, Priloze 17 a Piiloze 18, kde kazdy
biologicky replikat stejné odridy mél u nekterych odriid rtizné koncentrace glykoalkaloidt
v daném pletivu. Je znamo, Ze tyto faktory vyznamné ovliviuji fyziologii rostlin, véetné obsahu
SGA. Piedchozi studie naznacily (Wolf & Duggar 1940; Zheng et al. 2019), Ze tyto podminky
mohou ménit metabolické profily rostlin, coz miize vést k rozdilim v koncentracich
sekundarnich metabolitli v riiznych castech téze rostliny nebo rostlinnych klont, kterymi
biologické replikaty brambor jsou.

Déle byl zkouman vliv velikosti hliz na koncentraci SGA, pficemz se vychazelo
z historickych udaji autortt Wolf & Duggar (1940), ktefi naznacili, Ze mensi hlizy maji tendenci
koncentrovat SGA vice nez vétsi, pravdépodobné v dusledku efektu fedéni s rostouci hmotnosti
hliz. Koncentrace glykoalkaloidii obvykle dosahuje vrcholu v ranych fazich vyvoje hliz
a postupné klesd, jak hlizy dozravaji. RGzna ranost brambor mohla také ovlivnit velikost hliz,
jelikoZ vSechny odrtidy byly sklizeny ve stejném terminu.

Rozdilné odridy mohou pak také mit ve sklenikovych podminkach hlizy jinak rizné
velikosti, nez kdyz jsou péstovany na poli (Dimenstein et al. 1997; Ozkaynak 2021). Tento
aspekt byl kliCovy pro pochopeni rozdilii v naSich experimentélnich vysledcich, kdy rozdily
ve velikosti hliz mohly vést k pozorované variabilit¢ v obsahu SGA v ramci biologickych
replikatt jedné odrady.

Vysledky Tukeyho HSD testd zdlraznily vyznamné rozdily v obsahu a-solaninu
a a-chaconinu mezi odridami a mezi riznymi typy pletiv (listy, duznina a slupka). Napriklad
vysoké koncentrace SGA v listech a slupkéach odrtid jako naptiklad Sunshine mohou naznacovat
potencidl pro Slechténi zamétené na zvySenou piirozenou odolnost vici Skidctim.

Tato odolnost je zasadni, protoZe sniZzuje zavislost na chemickych pesticidech a nabizi
udrzitelnéjsi pfistup k zemédélstvi. Vysoky obsah glykoalkaloidii piisobi jako pfirozeny

60



odstrasujici prostiedek proti riznym Skiidcim a chorobam, ¢imz zvySuje schopnost rostliny
chrénit se. Tento pfirozeny obranny mechanismus muze byt zvlasté¢ vyhodny v ekologickém
zemé&délstvi, kde jsou omezeny chemické vstupy (Birch et al. 2002).

Obsah glykoalkaloidti v bramborach jako potraviné zminuje vyhlaska Ministerstva
zdravotnictvi CR &. 305/2004, ktera stanovuje maximalni obsah glykoalkaloidti v konzumnich
bramborach na 200 mg/kg Cerstvych hliz i se slupkou. VSechny péstované odridy by mély tuto
normu spliiovat. Odrtdy z naSeho pokusu s niz§imi koncentracemi SGA v duzniné byly Adéla
a Antonia (praimérny obsah byl 45 mg/g a 51 mg/g — celkovy obsah a-chaconinu
a a-solaninu v duzniné¢/hmotnost susiny). Odrady s vy$$im obsahem glykoalkaloidid ve slupce
byly Marabel a Sunshine (primérny obsah byl 10 190 mg/g a 14 119 mg/g — celkovy obsah
a-chaconinu a a-solaninu ve slupce/hmotnost susiny), u kterych by bylo vhodné je pied
kulinafskym zpracovanim oloupat.

Toto zkoumani genetickych a environmentalnich faktorG spolu s kontrolovanym
experimentalnim designem nabizi pohled na slozitost koncentrace SGA v bramborach, ktera je
ovlivnéna nejen genetickou vybavou odridy, ale také vyznamné podminkami prostiedi
a vyvojovymi stadii hliz.

Metabolicka draha steroidnich glykoalkaloidti (SGA), jako jsou a-solanin a a-chaconin,
je slozity a ptisné regulovany systém. Obsah glykoalkaloidii v bramborach je ovlivnén nejen
variaci poctu kopii (CNV) specifickych biosyntetickych geni, ale také Grovni jejich exprese,
regulacnimi mechanismy a interakcemi s dal$imi geny v ramci této drahy (Mariot et al. 2016;
Mali et al. 2023) .

V této praci jsme se zaméfili na rodinu gentt SGT - zejména SGT1 a SGT2, které jsou
zndmé svou roli v zaveére¢nych fazich biosyntézy glykoalkaloidi, konkrétné v glykosylacnich
procesech, pfi nichz vznikaji konecné sekundéarni metabolity. Tyto geny byly vybrany proto,
ze modifikace v koncovych fazich drahy maji pravdépodobné piimy vliv na obsah
glykoalkaloidti v hlizach, coz potencialné nabizi strategicky cil pro genetickou regulaci
a Slechténi (Mariot et al. 2016).

Regulace biosyntézy SGA vsak ptesahuje pouhou pfitomnost gend ¢i jejich kopii, ale
zahrnuje i post-transkrip¢ni a post-transla¢ni modifikace, nebo riizné systémy regulace exprese.
Napftiklad pfitomnost cis-prvkli v promotorovych oblastech téchto genli naznacuje schopnost
reagovat na riizné biotické a abiotické stresy, coz miiZze vést ke kolisani hladin glykoalkaloidt
(Mariot et al. 2016). To podtrhuje slozitost metabolické kontroly, kdy faktory prosttedi mohou
vyvolat zmény v genové expresi, coz dale ovliviiuje obsah SGA.

Interakce gend rodiny SGT s dal$imi geny v draze navic zduraziuje integrovanou povahu
metabolickych drah. Urovné exprese téchto gentl neptsobi izolovang, ale jsou soudasti
koordinované reakce, ktera zahrnuje vice krokii drdhy biosyntézy glykoalkaloidi. Tato
komplexnost je divodem, pro¢ jednoduché korelace mezi CNV a obsahem SGA nemusi plné
vysvétlit rozdily pozorované u riznych odrid brambor (Mali et al. 2023).

Ackoli jsou SGT geny klicové pro zavérecné kroky biosyntézy glykoalkaloidt, pochopeni
jejich vlivu na koncentraci SGA vyzaduje holisticky pfistup, ktery zohlediiuje regulaci genové
exprese, vliv faktorii prostfedi a SirSi genetickou sit’, v niz tyto geny pusobi. Toto komplexni
pochopeni je nezbytné pro vyvoj odriid brambor s optimalizovanym obsahem glykoalkaloidi
pro bezpecnost spotiebitelll 1 obranu rostlin.
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Pro zac¢lenéni analyzy CNV SGT gent a jejich vlivu na obsah a-chaconinu a a-solaninu
v bramborach je tieba se zaméfit na statistické udaje poskytnuté vysledky ANOVY, které
nenaznacily zadnou vyznamnou korelaci v dusledku nizké variability CNV mezi testovanymi
odridami brambor. To naznacuje, Ze ackoli se piedpokladalo, ze CNV rodiny geni SGT
vyznamné ovlivituje obsah glykoalkaloidu v pletivech rostlin Solanum tuberosum, skute¢na
variabilita v ramci konkrétnich kopii genit mezi zkoumanymi odriidami byla pfili§ rovhomérna
na to, aby takovy vliv prokdzala.

Zjisténi ANOVA zdaraznuji slozitost genetické regulace v biosyntéze glykoalkaloidi
a podtrhuji, ze v fizeni metabolismu mohou hrét zésadni roli i jiné vySe zminéné faktory nez
pouhé rozdily v poctu kopii gentl.

Vzhledem k §ir§imu kontextu genetiky brambor a vyzkumu sekundarnich metabolitd, jak
je uvedeno ve studii Hardigan et al. (2016), je ziejmé, Ze zatimco CNV mohou zasadné ovlivnit
fenotypy rostlin zménou dévkovéani geni, jejich vliv na specifické znaky, jako je obsah
glykoalkaloidli, je podminén pfitomnosti variabilnich CNV, které ovliviuji klicové
biosyntetické drahy. Studie Hardigana zdliraznuje, Ze CNV nejsou jen rozsifené, ale mohou byt
spojeny s adaptivnimi znaky rostlin. To posiluje pfedstavu, ze v ptipadech, kdy existuje
vyznamna variabilita CNV, tak by skute¢né pocet kopii mohl ovliviiovat komplexni znaky, jako
je obsah glykoalkaloidd.

Souhrnné 1ze fici, ze nedostatek vyznamnych zjisténi z analyzy ANOVA CNV gentt SGT
ve vztahu k obsahu a-chaconinu a a-solaninu lze pficist nizké variabilit¢ CNV ve zkoumanych
genech. To poukazuje na potiebu SirSiho vyzkumu, ktery by zohlednil $irsi skdlu genetickych
prvkd, jako jsou jiné geny a faktory regulace jejich exprese a podminky prostiedi, které by
mohly ovlivilovat biosyntézu SGA. Takové studie by mohly poskytnout komplexngjsi
pochopeni vzajemného plisobeni mezi genetickou vybavou a fenotypovymi projevy u brambor,
zejména pokud jde o produkci sekundarnich metabolitt.

Pokud jde o budouci sméry vyzkumu a disledky pro Slechténi, nedavné pokroky, jako
napiiklad ty, které popsali (Zheng et al. 2021) s vyuzitim technologie CRISPR/Cas9, nabizeji
rizné moznosti. V jejich studii byla metoda CRISPR/Cas9 vyuzita k editaci genti, v genomu
bramboru, zapojenych do biosyntézy SGA, zejména k zacileni na gen StSSR2 (sterol side chain
reductase 2). Tato uprava vedla k vyraznému sniZeni hladin SGA, coz zvysilo bezpecnost
a kvalitu brambor sniZenim jejich potencidlni toxicity.

Na zéklad¢ téchto vysledkd by dal$i vyzkum mohl zkoumat komplexni vyuziti
CRISPR/Cas9 k modifikaci dalSich genti v draze biosyntézy SGA. Takové genetické
modifikace by mohly byt navrZeny tak, aby optimalizovaly hladiny glykoalkaloidi pro splnéni
bezpec¢nostnich norem a zdroven zachovaly nebo dokonce zvySily pfirozenou odolnost viici
Skiidcim. Tento pfistup by se dobie aplikoval ve srovnani s tradicnimi Slechtitelskymi
technikami (které jsou limitované slozitou genetickou stavbou brambor, které jsou polyploidni
a vysoce heterozygotni) a nabizel by metodu zavadéni prospésnych vlastnosti bez rozsdhlého
zpétného ktizeni, které je Casto vyzadovano pii konvenénim slechténi (Mali et al. 2023).

Pouziti CRISPR/Cas9 pro multiplexni editaci genli by navic mohlo umoznit soucasné
cileni na geny vice drah. Zkoumani funkce a interakce genti v ramci téchto drah prostfednictvim
vytazeni nebo nahrazeni genti by také mohlo objasnit mechanismy metabolismu a reakce rostlin
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na stres. Takové studie by mély zasadni vyznam pro vyvoj strategii fizeni hladin SGA
prostfednictvim modernich postupi.

Slozitost genetiky brambor vzhledem k jejich tetraploidnimu zaloZeni naznacuje potiebu
dalsiho zdokonaleni aplikaci CRISPR/Cas9, aby se zvysila Gi¢innost cilené editace a omezily se
potencialni vedlejsi ucinky.
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[ Zavér

V ramci této prace jsme zkoumali meziodriidovou variabilitu steroidnich glykoalkaloida
(SGA) u dvanacti odrid brambor se zaméfenim na koncentrace a-solaninu a a-chaconinu.
Primarnim cilem bylo prozkoumat vztah mezi koncentracemi téchto glykoalkaloid
a variabilitou poctu kopii (CNV) rodiny genti SGT, ktera hraje kliCovou roli v metabolické
draze téchto sloucenin. Tento vyzkum byl veden hypotézou, ze odchylky v CNV rodiny gent
SGT vyznamné¢ ovlivni koncentrace SGA v hlizach brambor.

Vysledky tohoto experimentu poskytly cenné poznatky o genetickych
a environmentalnich faktorech ovliviiyjicich koncentrace SGA. Ackoli fizené podminky
a ndhodné rozmisténi rostlin ve skleniku minimalizovaly vlivy vnéjSiho prostredi, ukazalo se,
ze nelze zabranit vSem faktorim, jako je napiiklad délka svételné expozice, pohyb vzduchu
a teplota, které maji vliv na koncentraci glykoalkaloida v rostlinach Solanum tuberosum. Tato
zjiSténi podtrhuji sloZitost biosyntézy SGA, kterou ovliviiuji nejen genetické faktory, ale také
podminky prosttedi.

Oproti nasi ptivodni hypotéze statisticka analyza odhalila, ze CNV genti SGT1 a SGT2
nema vyznamny vliv na koncentrace a-solaninu a a-chaconinu. Tento vysledek naznacuje, ze
v biosyntéze a akumulaci SGA v bramborach mohou hrat dominantné&;jsi roli jiné genetické
faktory nebo faktory prostiedi. K t¢mto vysledkiim mohla pfispét nizka variabilita CNV mezi
testovanymi odridami, coz naznacuje potiebu Sirsi genetické zakladny (vyssi pocet odrid),
a kontrolovangjsich podminek prostiedi v budoucich studiich.

Z praktického hlediska tento vyzkum poukazuje na potencidl pro Slechténi odrad
brambor s optimalizovanym obsahem SGA, které vyvazuji potfebu odolnosti vici skiidcim
a bezpecnosti potravin. Ziskané poznatky o genetické regulaci SGA mohou byt voditkem pro
Slechtitelské programy zaméfené na vyvoj odrid, které spliuji regulacni normy bezpecnosti
glykoalkaloidll a zaroven zvySuji pfirozenou odolnost vii¢i Skiidciim.

Vysledky této prace rovnéz naznacuji sméry budouciho vyzkumu. Dalsi vyzkumy by
mohly zahrnovat Sir$i Skdlu odriid brambor a rozsifené genetické markery, aby bylo mozné lépe
porozumét interakcim mezi CNV specifickych gent metabolické drahy biosyntézy steroidnich
glykoalkaloida a jejich koncentraci. Kromé toho by se mohlo prozkoumat pouziti novych
technologii, jako je CRISPR/Cas9, k pfimé manipulaci s geny zapojenymi do metabolismu
SGA, coz by mohlo vést k prilomu ve vyvoji odriid brambor s Zddoucimi vlastnostmi.

Zavérem lze tici, ze ackoli tato studie nepotvrdila pivodni hypotézu tykajici se vlivu
CNV gent SGT na koncentrace SGA, vyznamné piispéla k naSemu pochopeni slozitych
interakci, které reguluji hladiny glykoalkaloidi v bramborach. Vysledky doporucuji
komplexnéjsi pfistup ke studiu biochemie brambor, ktery by kombinoval geneticke,
environmentalni a technologické hledisko s cilem zvysit bezpeCnost 1 zemédélskou
Zivotaschopnost odriid brambor.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

Acetyl-CoA — acetylkoenzym A

CNV — copy number variation

Ct — cyklus prahu (cycle threshold)

CR — Ceska republika

ddPCR — digitalni kapkova PCR (digital droplet PCR)

df — stupné volnosti (degrees of freedom)

DMAPP — dimethylallylpyrofosfat

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

DW — hmotnost susiny (dry weight)

ESI — elektrosprejova ionizace (electrospray ionization)

EvaGreen — barvivo vyuzivané v ddPCR (Bio-Rad)

FoSTeS — zpozdéni replikacni vidlice a ptepindni templatu (fork stalling and template
switching)

FPP — farsenylpyrofosfat

GC — "obsah GC" v sekvencich DNA (procento guaninovych a cytosinovych bazi)

GC — plynova chromatografie (gas chromatography)

HMG-CoA — 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A

HMGR - 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktaza

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid ch.)

IPP — isopentenylpyrofosfat

LNA — uzam¢ena nukleova kyselina (locked nucleic acid)

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie (tandem mass spektrometry)

NAHR — nealelicka homologni rekombinace (non-allelic homologous recombination)

NCBI — Narodni centrum pro biotechnologické informace (National Center for
Biotechnology Information)

NHEJ — nehomologni spojovani konci (non-homologous end joining)

PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

post-hoc — po tomto (z latiny)

gPCR — kvantitativni PCR (quantitative PCR)

rPCR — PCR Vv realném case (Real-Time PCR)

SDO - seznam doporucenych odrad

SGA - steroidni glykoalkaloidy (steroidical glycoalkaloids)

SGT - sterolglykosyltransferaza

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus (single-nucleotide polymorphism)

Tm — teplota tani (melting temperature)

UHPLC — ultra vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie (ultra-high-performance
liquid chromatography)
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10 Samostatné prilohy

Priloha 1 - Sterol (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)

Priloha 2 - Solanidin (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)




Priloha 3 - a-solanin (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)
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Priloha 4 - 8-solanin (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)
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Priloha 5 - y-solanin (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)
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Priloha 6- a-chaconin (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)
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Priloha 7 - 8-chaconin (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)
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Priloha 8 - y-chaconin (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)
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Priloha 9 - Spirosolan (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)
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Priloha 10 - Solasodin (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)




Priloha 11 - Solamarin (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)




Priloha 12 - Tomatidin (vytvoreno volné dostupnym ndstrojem na molview.org)
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Priloha 13 - Péstebni plocha pouZitych odrid v letech 2002-2022, data jsou uvedena v ha (UKZUZ, 2006-2022)

Nazev

2002

2003

2004

2005

2006

2007

2008

2009

2010

2011

odrudy
Adéla
Antonia
Anuschka
Bernina
Carrera
Ditta
Impala
Marabel
Princess
Red Anna
Rosara
Sunshine

65,4

573,0
280,6

0,5
197,3

S5

477,9

312,3
30,4
8,0
187,0

102,5

6,7
507,9
323,3

69,0
17,8
192,9

123,6

19,9
529,1
324,2

82,4

28,9
169,5

128,6

0,5

30,8
363,9
235,6

96,3

43,0
126,5

1715

5,0

27,1
223,2
268,2
154,7

71,2
1440

2339

11,3

44,0
185,9
265,7
175,3
80,1
141,7

209,0

19,6

40,9
246,6
234,9
169,2

66,7

64,2

219,2
0,6
25,9

70,8
272,4
211,0
149,3

63,1

47,5

270,4
5,8
29,4

78,0
183,4
214,5
134,8

78,8

66,7

251,1
12,7
27,8

85,3
21,3
117,9
2118
114,7
56,2
61,3

2473
19,1
39,8
73,4
32,3

196,9

180,7

109,1
80,1
40,3

283,5
50,3
52,2

11
73,5
31,0

140,6

159,2

1111
87,3
38,0

1,0

278,2
71,6
58,6

0,3
65,3
23,6

130,5

127,2
83,4
57,8
34,1

3,7

285,9
75,1
58,7

2,9
71,2
24,4

126,7

122,0
57,7
62,5
36,2

2,7

Xl

256,4
81,8
54,5

59
83,8
16,9
96,7

114,3
51,9
64,0
33,6
12,7

175,5
103,0
57,2
10,2
76,8
20,2
61,0
116,0
55,1
60,4
30,0
16,6

115,2
1113
73,1
38,1
66,4
12,0
60,1
105,8
61,6
64,2
25,1
27,3

65,3
141,0
79,3
82,2
72,4
15,0
60,0
96,6
64,8
67,7
36,4
42,3

77,9
142,1
74,3
71,6
59,9
12,9
50,9
84,7
50,0
58,6
25,5
26,8

61,1
145,6
58,1
66,0
35,1
8,5
43,0
76,3
69,2
57,1
21,5
17,5



Priloha 14 - Mevalondtovd drdha syntézy glykoalkaloiddi (upraveno dle Baur et al. (2021))
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Priloha 15 - Nemevalondtovd drdha syntézy glykoalkaloidd (upraveno dle Baur et al. (2021))
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Priloha 16 - Tabulka obsahu GA zmérenych pomoci HPLC v listech brambor

a-chaconin  a-solanin

Vzorek Navazka  a-chaconin  a-solanin (DW) (DW)
1/11 0,150 0,729 0,198 1215 330
/11 0,154 0,823 0,197 1336 320
/1 0,152 0,781 0,209 1285 344
1/21 0,151 1,320 0,540 2185 894
1/21 0,151 1,360 0,557 2252 922
/21 0,153 1,260 0,523 2059 855
1/31 0,154 2,500 1,130 4058 1834
1/31 0,153 2,360 1,100 3856 1797
/31 0,154 2,440 1,090 3961 1769
2/11 0,153 1,480 0,537 2418 877
2/111 0,153 1,410 0,503 2304 822
2/11 0,150 1,350 0,491 2250 818
2/21 0,152 1,110 0,379 1826 623
2/211 0,151 1,140 0,385 1887 637
2/211 0,154 1,110 0,381 1802 619
2/31 0,150 0,972 0,437 1620 728
2/311 0,152 0,941 0,405 1548 666
2/311 0,153 0,947 0,435 1547 711
3/11 0,153 0,485 0,147 792 240
3/111 0,151 0,483 0,157 800 260
3/11 0,152 0,476 0,144 783 237
3/21 0,154 0,976 0,216 1584 351
3/211 0,150 0,944 0,219 1573 365
3/21 0,150 0,919 0,189 1532 315
3/31 0,152 1,030 0,253 1694 416
3/311 0,154 1,040 0,256 1688 416
3/311 0,154 1,030 0,253 1672 411
4/11 0,152 1,630 0,516 2681 849
4a/11 0,154 1,600 0,517 2597 839
4/11 0,153 1,540 0,461 2516 753
4/21 0,153 2,160 0,559 3529 913
4/21 0,154 2,200 0,522 3571 847
a/211 0,150 2,040 0,511 3400 852
4/31 0,150 1,280 0,246 2133 410
4/31 0,153 1,280 0,210 2092 343
4/3 11 0,152 1,270 0,227 2089 373
5/11 0,152 1,230 0,383 2023 630
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5/111
5/111
5/21
5/211
5/211
5/31
5/311
5/311
6/11
6/111
6/1 11l
6/21
6/21
6/2 1l
6/31
6/3 1
6/3 11l
7/11
7/111
7/11
7/21
7/21
7/21
7/31
7/3 11
7/3 1
8/11
8/11l
8/1 11l
8/21
8/21l
8/2 1
8/31
8/31l
8/3 1l
9/11
9/111
9/111
9/21

0,150
0,152
0,150
0,150
0,153
0,152
0,152
0,150
0,151
0,150
0,152
0,151
0,154
0,152
0,154
0,152
0,150
0,150
0,150
0,152
0,153
0,151
0,150
0,153
0,153
0,153
0,150
0,150
0,150
0,151
0,150
0,152
0,150
0,153
0,150
0,153
0,152
0,153
0,151

1,170
1,230
0,645
0,654
0,641
2,380
2,210
2,220
3,880
3,840
3,710
2,880
2,910
2,860
3,120
3,140
3,010
2,910
2,810
2,880
5,990
6,000
5,960
5,330
5,330
5,160
1,090
0,982
1,020
1,170
1,110
1,110
2,340
2,400
2,410
2,170
2,140
2,060
1,960

0,379
0,398
0,206
0,233
0,235
1,090
1,020
1,020
1,290
1,260
1,300
0,709
0,737
0,720
0,909
0,951
0,924
0,663
0,610
0,616
1,290
1,250
1,280
1,380
1,380
1,340
0,406
0,376
0,386
0,514
0,497
0,493
0,686
0,750
0,746
0,608
0,598
0,546
0,544

XVI

1950
2023
1075
1090
1047
3914
3635
3700
6424
6400
6102
4768
4724
4704
5065
5164
5017
4850
4683
4737
9788
9934
9933
8709
8709
8431
1817
1637
1700
1937
1850
1826
3900
3922
4017
3546
3520
3366
3245

632
655
343
388
384
1793
1678
1700
2136
2100
2138
1174
1196
1184
1476
1564
1540
1105
1017
1013
2108
2070
2133
2255
2255
2190
677
627
643
851
828
811
1143
1225
1243
993
984
892
901



9/21 0,150 1,980 0,574 3300 957

9/2 11l 0,153 1,980 0,587 3235 959
9/31 0,150 2,750 0,736 4583 1227
9/3 11 0,152 2,680 0,754 4408 1240
9/3 1l 0,150 2,860 0,765 4767 1275
10/11 0,154 1,360 0,429 2208 696
10/111 0,150 1,360 0,434 2267 723
10/1 11 0,154 1,370 0,445 2224 722
10/2 1 0,151 0,847 0,262 1402 434
10/211 0,154 0,868 0,248 1409 403
10/2 101 0,151 0,835 0,256 1382 424
10/3 1 0,153 1,410 0,334 2304 546
10/3 11 0,150 1,390 0,328 2317 547
10/3 111 0,154 1,510 0,361 2451 586
11/11 0,150 4,300 1,810 7167 3017
11/111 0,154 4,190 1,840 6802 2987
11/111 0,151 3,740 1,630 6192 2699
11/21 0,153 3,700 1,390 6046 2271
11/211 0,150 3,700 1,410 6167 2350
11/210 0,150 3,510 1,290 5850 2150
11/31 0,151 3,740 1,380 6192 2285
11/311 0,152 3,890 1,400 6398 2303
11/3 11 0,152 3,720 1,430 6118 2352
12/11 0,151 0,540 0,159 894 263
12/111 0,152 0,523 0,163 860 268
12/110 0,154 0,526 0,155 854 252
12/21 0,151 1,480 0,471 2450 780
12/211 0,151 1,490 0,458 2467 758
12/211 0,154 1,510 0,446 2451 724
12/31 0,154 0,899 0,240 1459 390
12/311 0,150 0,807 0,230 1345 383
12/3 11 0,152 0,839 0,236 1380 388

*Poznamka: Navazka je uvedena v gramech [g], sloupce a-chaconin a a-solanin maji data
ohledné koncentrace uvedend v [ug/ml] a sloupce a-chaconin (DW) a a-solanin (DW) uvadeéji
obsah glykoalkaloidii ve vzorku ve formatu [ug/g] DW. DW je zkratkou pro hmotnost susiny.

XVII



Priloha 17 -Tabulka obsahu GA zmérenych pomoci HPLC v duZniné hliz brambor

a-chaconin  a-solanin

Vzorek Navazka a-chaconin  a-solanin
1/11 0,152 0,111 0,0827 36,5 27,2
/11 0,151 0,0749 0,0536 24,8 17,7
/111 0,15 0,0938 0,0629 31,3 21,0
1/21 0,153 0,116 0,0879 37,9 28,7
1/21 0,151 0,12 0,0854 39,7 28,3
/211 0,153 0,103 0,0657 33,7 21,5
1/31 0,15 0,148 0,115 49,3 38,3
1/31 0,15 0,145 0,105 48,3 35,0
1/3 11 0,153 0,151 0,103 49,3 33,7
2/11 0,152 0,172 0,103 56,6 33,9
2/111 0,153 0,191 0,133 62,4 43,5
2/111 0,153 0,177 0,103 57,8 33,7
2/21 0,151 0,135 0,0897 44,7 29,7
2/211 0,15 0,14 0,0845 46,7 28,2
2/211 0,151 0,166 0,103 55,0 34,1
2/31 0,151 0,0841 0,0529 27,8 17,5
2/311 0,152 0,0903 0,0546 29,7 18,0
2/311 0,152 0,0764 0,0502 25,1 16,5
3/11 0,152 0,212 0,128 69,7 42,1
3/111 0,153 0,2 0,109 65,4 35,6
3/111 0,151 0,205 0,118 67,9 39,1
3/21 0,15 0,234 0,112 78,0 37,3
3/211 0,15 0,186 0,109 62,0 36,3
3/2101 0,153 0,209 0,111 68,3 36,3
3/31 0,151 0,176 0,0877 58,3 29,0
3/311 0,152 0,161 0,0866 53,0 28,5
3/311 0,153 0,212 0,111 69,3 36,3
4/11 0,152 0,467 0,486 153,6 159,9
4/111 0,152 0,4909 0,4999 161,5 164,4
4/111 0,151 0,508 0,552 168,2 182,8
4/21 0,15 0,919 1,12 306,3 373,3
4/211 0,151 0,891 1,1 295,0 364,2
4/2 11 0,151 1,13 1,2 374,2 397,4
4/31 0,152 0,438 0,43 144,1 1414
4/311 0,153 0,367 0,376 119,9 122,9
4/3 11 0,152 0,4 0,395 131,6 129,9
5/11 0,153 0,206 0,126 67,3 41,2
5/111 0,15 0,226 0,133 75,3 44,3
5/111 0,153 0,19 0,111 62,1 36,3

XVIII



5/21
5/211
5/2 11
5/31
5/311
5/3 11l
6/11
6/111
6/111
6/21
6/2 11
6/2 1l
6/31
6/3 1l
6/3 1l
7/11
7/11
7/111
7/21
7/211
7/2 11
7/31
7/3 11
7/3 111
8/11
8/11
8/111l
8/21
8/211
8/2 1l
8/31
8/3 1l
8/3 1l
9/11
9/11I
9/111l
9/21
9/21I
9/211I
9/3 1
9/3 1l
9/3 1li
10/11

0,15
0,15
0,153
0,152
0,152
0,15
0,152
0,152
0,152
0,153
0,153
0,152
0,151
0,151
0,15
0,151
0,152
0,151
0,151
0,152
0,153
0,152
0,153
0,153
0,152
0,152
0,152
0,152
0,153
0,153
0,153
0,15
0,152
0,15
0,153
0,153
0,153
0,152
0,15
0,15
0,151
0,152
0,15

0,124
0,124
0,121
0,171
0,159
0,179
0,295
0,292
0,328
0,157
0,163
0,148
0,217
0,212
0,215
0,243
0,181
0,262
0,271
0,2199
0,202
0,151
0,192
0,179
0,0735
0,0896
0,0856
0,0789
0,105
0,0837
0,084
0,0613
0,0878
0,636
0,583
0,552
0,266
0,234
0,216
0,93
0,86
0,811
0,304

0,06
0,0662
0,0694
0,0785
0,0789
0,0872

0,148
0,143
0,159
0,0889
0,0885
0,0756
0,104
0,0999
0,103
0,115
0,0958
0,112
0,153
0,121
0,132
0,0912
0,107
0,106
0,0608
0,0772
0,0602
0,0785
0,0866
0,0736
0,0764
0,0621
0,0666
0,427
0,401
0,368
0,159
0,13
0,13
0,579
0,53
0,478
0,229

XIX

41,3
41,3
39,5
56,3
52,3
59,7
97,0
96,1
107,9
51,3
53,3
48,7
71,9
70,2
71,7
80,5
59,5
86,8
89,7
72,3
66,0
49,7
62,7
58,5
24,2
29,5
28,2
26,0
34,3
27,4
27,5
20,4
28,9
212,0
190,5
180,4
86,9
77,0
72,0
310,0
284,8
266,8
101,3

20,0
22,1
22,7
25,8
26,0
29,1
48,7
47,0
52,3
29,1
28,9
24,9
34,4
33,1
34,3
38,1
31,5
37,1
50,7
39,8
43,1
30,0
35,0
34,6
20,0
25,4
19,8
25,8
28,3
24,1
25,0
20,7
21,9
142,3
131,0
120,3
52,0
42,8
43,3
193,0
175,5
157,2
76,3



10/111 0,152 0,326 0,217 107,2 71,4

10/1 11l 0,153 0,313 0,235 102,3 76,8
10/21 0,15 0,173 0,114 57,7 38,0
10/211 0,15 0,159 0,12 53,0 40,0
10/2 1 0,153 0,166 0,111 54,2 36,3
10/31 0,152 0,181 0,125 59,5 41,1
10/3 11 0,152 0,169 0,108 55,6 35,5
10/3 11l 0,152 0,173 0,117 56,9 38,5
11/11 0,152 0,375 0,212 123,4 69,7
11/111 0,152 0,391 0,223 128,6 73,4
11/11 0,15 0,399 0,227 133,0 75,7
11/21 0,153 0,658 0,401 215,0 131,0
11/211 0,153 0,712 0,397 232,7 129,7
11/2 11 0,153 0,71 0,413 232,0 135,0
11/31 0,152 0,342 0,196 112,5 64,5
11/311 0,15 0,325 0,207 108,3 69,0
11/3 1 0,151 0,354 0,216 117,2 71,5
12/11 0,152 0,0269 0,0118 8,8 3,9

12/111 0,151 0,027 0,0105 8,9 3,5

12/1 1 0,153 0,0219 0,00681 7,2 2,2

12/21 0,152 0,101 0,0523 33,2 17,2
12/211 0,15 0,0986 0,0533 32,9 17,8
12/211 0,152 0,108 0,0496 35,5 16,3
12/31 0,153 0,16 0,0567 52,3 18,5
12/311 0,151 0,153 0,0604 50,7 20,0
12/3 11 0,152 0,163 0,0635 53,6 20,9

*Pozndamka: Navazka je uvedena v gramech [g], sloupce a-chaconin a a-solanin maji data
ohledné koncentrace uvedena v [ug/ml] a sloupce a-chaconin (DW) a a-solanin (DW) uvadeji
obsah glykoalkaloidii ve vzorku ve formatu [ug/g] DW. DW je zkratkou pro hmotnost susiny.

XX



Priloha 18 - Tabulka obsahu GA zmérenych pomoci HPLC ve slupce hliz brambor

a-chaconin  a-solanin

Vzorek Navazka a-chaconin  a-solanin
1/11 0,053 4,150 1,570 6525 2468
/11 0,052 3,300 1,300 5288 2083
/111 0,052 4,060 1,520 6506 2436
1/21 0,051 2,950 1,040 4820 1699
1/21 0,052 3,180 1,080 5096 1731
/211 0,051 3,130 1,160 5114 1895
1/31 0,052 5,120 2,010 8204 3221
1/31 0,050 4,240 1,610 7066 2683
1/3 11 0,051 4,770 1,820 7793 2974
2/11 0,051 5,760 1,710 9411 2794
2/111 0,052 5,460 1,690 8749 2708
2/111 0,052 5,130 1,630 8220 2612
2/21 0,052 5,380 2,000 8621 3205
2/211 0,051 5,610 2,010 9166 3284
2/211 0,050 5,710 2,120 9516 3533
2/31 0,051 2,880 1,170 4705 1912
2/311 0,051 2,850 1,080 4656 1765
2/311 0,053 3,200 1,160 5031 1824
3/11 0,053 3,920 1,170 6163 1839
3/111 0,051 4,260 1,210 6960 1977
3/111 0,053 3,870 1,080 6084 1698
3/21 0,053 3,550 0,855 5581 1344
3/211 0,052 3,510 0,843 5624 1351
3/211 0,051 3,770 0,922 6160 1506
3/31 0,053 5,580 1,270 8773 1997
3/311 0,053 5,060 1,220 7955 1918
3/311 0,053 4,670 1,120 7342 1761
4/11 0,053 6,690 2,660 10518 4182
4/111 0,052 6,160 2,520 9871 4038
4/111 0,053 6,530 2,750 10266 4323
4/21 0,050 6,250 2,270 10416 3783
4/211 0,051 6,830 2,500 11159 4085
4/211 0,051 6,400 2,430 10456 3970
4/31 0,053 6,770 2,670 10644 4198
4/31 0,053 5,620 2,300 8836 3616
4/3 11 0,052 5,720 2,210 9166 3541
5/11 0,051 3,100 1,060 5065 1732
5/111 0,050 3,180 1,100 5299 1833
5/111 0,050 3,250 1,180 5416 1966
5/21 0,051 2,600 0,926 4248 1513

XXI



5/211
5/2111
5/31
5/311
5/3 11l
6/11
6/111
6/111
6/21
6/2 11
6/2 11
6/31
6/3 1l
6/3 1l
7/11
7/11
7/1 11
7/21
7/211
7/2 11
7/31
7/3 1
7/3 11
8/11
8/11
8/111
8/21
8/21
8/2 11
8/31
8/3 1l
8/3 1l
9/11
9/11
9/111l
9/21
9/21I
9/2111
9/3 1
9/3 1l
9/31li
10/11
10/1 11

0,051
0,051
0,051
0,051
0,051
0,053
0,052
0,053
0,053
0,052
0,052
0,052
0,053
0,052
0,053
0,051
0,052
0,052
0,051
0,053
0,053
0,052
0,051
0,050
0,050
0,050
0,052
0,050
0,052
0,051
0,051
0,052
0,051
0,051
0,050
0,051
0,052
0,051
0,051
0,052
0,051
0,051
0,053

2,960
2,890
3,080
2,780
3,030
4,320
4,000
4,570
3,210
2,950
2,970
3,980
4,180
4,150
4,510
4,390
4,480
4,730
4,780
4,910
2,570
2,620
2,660
1,930
1,900
2,010
1,300
1,630
1,560
2,320
2,130
2,300
4,090
3,910
3,790
3,420
3,760
3,490
4,410
4,370
4,410
4,930
5,220

0,997
0,999
1,010
0,928
0,990
1,350
1,290
1,460
1,100
1,020
1,050
1,200
1,210
1,250
1,280
1,260
1,290
1,250
1,360
1,340
0,807
0,788
0,796
1,090
1,130
1,190
0,972
0,893
0,873
1,360
1,280
1,330
1,500
1,490
1,460
1,340
1,470
1,400
1,570
1,610
1,550
2,220
2,350

XXII

4836
4722
5032
4542
4950
6792
6410
7185
5047
4727
4759
6378
6572
6650
7090
7172
7179
7579
7810
7719
4040
4198
4346
3216
3166
3350
2884
2716
2500
3790
3480
3686
6682
6388
6316
5588
6025
5702
7205
7003
7205
8055
8207

1629
1632
1650
1516
1617
2122
2067
2295
1729
1634
1683
1923
1902
2003
2012
2059
2067
2003
2222
2107
1269
1263
1301
1816
1883
1983
1558
1488
1399
2222
2091
2131
2451
2434
2433
2189
2356
2287
2565
2580
2532
3627
3695



10/1 11 0,051 4,560 1,980 7450 3235

10/21 0,053 4,010 1,710 6304 2688
10/2 11 0,051 3,620 1,540 5914 2516
10/2 1 0,052 3,690 1,560 5913 2500
10/31 0,053 4,210 1,870 6619 2940
10/3 1i 0,052 4,460 1,890 7147 3029
10/3 1l 0,042 2,970 1,530 5892 3035
11/11 0,052 0,349 0,326 559 522
11/111 0,053 0,273 0,293 429 461
11/110 0,052 0,272 0,322 436 516
11/21 0,052 1,460 0,538 2340 862
11/2 11 0,052 1,330 0,512 2131 820
11/2 1 0,053 1,400 0,547 2201 860
11/31 0,053 1,450 0,540 2280 849
11/3 11 0,052 1,530 0,581 2452 931
11/3 1 0,052 1,470 0,545 2356 873
12/11 0,052 2,060 0,444 3301 711
12/111 0,052 1,960 0,430 3141 689
12/11 0,052 1,980 0,446 3173 715
12/21 0,053 0,915 0,307 1439 483
12/211 0,052 0,945 0,298 1514 478
12/21 0,053 0,914 0,306 1437 481
12/31 0,052 2,570 0,548 4118 878
12/3 11 0,053 2,200 0,480 3459 755
12/3 1 0,053 2,460 0,561 3868 882

*Poznamka: Navazka je uvedena Vv gramech [g], sloupce a-chaconin a a-solanin maji data
ohledné koncentrace uvedend v [ug/ml] a sloupce a-chaconin (DW) a a-solanin (DW) uvadeéji
obsah glykoalkaloidii ve vzorku ve formatu [ug/g] DW. DW je zkratkou pro hmotnost susiny.

XXI



Priloha 19 - Tabulka s detailnim poctem dropletd

Nazev genu Ditta 10/1 Ditta 10/2 Ditta 10/3 Anuschka Marabel

SolA 699 728 826 509 725

SolA 719 747 836 500 720

SolF chybi data 1693 1770 1370 1346

SolF chybi data 1704 1714 1638 1303

SolG 1445 1454 1362 1099 1190

SolG 1349 1438 1303 1116 1164

SolH 951 952 981 896 920

SolH 953 958 990 862 897

Act? 716 860 926 707 769

Act7
mmm

SolA 51,1

SolA 808 700 51,4 561 833

SolF 1450 1708 83,1 1613 1191

SolF 1476 1682 82,6 1619 1188

SolG 1127 1105 59,5 1082 908

SolG 1132 1165 63,9 1112 886

SolH 885 902 59,8 868 813

SolH 906 873 56,0 884 793

Act? 823 486 50,4 694 810

Act? 54,3
m—

SolA

SolA 571 743 902 928

SolF 891 907 1314 1482

SolF 950 901 1298 1473

SolG 898 906 1316 1316

SolG 928 882 1324 1337

SolH 689 690 942 902

SolH 676 729 929 907

Act? 546 643 897 617

Act? 605 645 878 654

XXIV



Priloha 20 — Vystup poctu dropleti programu QuantaSoft (odrida Antonia)

1000

919 IC 912 3
800 —

683 =C

571 = 576 $

600 —

400 —

Ch1 Conc(copies/pL)

200 —

T T T T T
8. Antonia 8. Antonia 8. Antonia 8. Antonia 8. Antonia

Sample

*Poznamka: Hodnoty Vv jednotlivych sloupcich viditelné na grafu, jsou priuméry dvou mereni —
reakce byla vidy pripravena Vv duplikatech. Body v jednotlivych sloupcich zndzoriuji hodnoty
pozitivniho poctu dropletii pro méreni jednotlivych genit (SolA, SolF, SolG, SolH, ActT).
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