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1 UVOD

Rod cesnakovit¢ (Allium) sa radi KknajvyznamnejSim anajdlhSie pestovanym
hospodarskym jednokli¢nolistovym rastlindm na svete. Znamych je viac nez 850 druhov
rastlin rodu Allium. Cesnak cibulovy (Allium cepa L.) a jeho menej rozsireny poddruh
Salotka (Allium cepa var. aggregatum L.) tvoria charakteristické podzemné zasobné
organy — cibule. Cesnak cibul'ovy tvori jednu vel'ka cibul'u, pre Salotku je typicky rast
cibul’ v trse. Cibule sa vyuzivajua predovsetkym v gastronémii pre svoju jedinecnu chut’
aaromu. Su im tiez pripisované vyznamné antimikrobidlne, fungicidne, protizdpalové
a antioxida¢né vlastnosti.

Zasobna funkcia cibule je sprostredkovana fruktanmi, oligo- az polysacharidmi
zlozenymi zo sachardzy aretazca fruktdozovych podjednotiek. PredlZzovanie retazca
akumuluje fruktoézu proti koncentratnému spadu. Fruktoza je pri vystupe z dormancie
uvol'nena z fruktanov pomocou fruktanexohydrolaz a spotrebovana na rast klicka. Okrem
zasoby energie sluzia fruktany na kryoprotekciu a osmoregulaciu. Hlavnym enzymom
degradacie fruktanov v Salotke je fruktan-1-exohydrolaza. Narast aktivity tohto enzymu
je spojeny s ukonCenim dormancie a zaCiatkom klicenia. Sledovanim aktivity by bolo
mozné odhadnit’ trvanlivost konkrétneho Kkultivaru salotky, ¢o je vyznamnym
parametrom pre trh a slachtenie.

Salotka obsahuje, popri fruktanoch, aj malé nestruktirne sacharidy, predovsetkym
sacharézu a fruktézu. Ich obsah a vzajomny pomer ma velky vplyv na vyslednu chut,
trvanlivost’ a nasledné vyuzitie. V Salotkdch je pritomné aj vyznamné mnoZstvo
fenolickych 1atok. Kvercetin je najviac zastapenym flavonolom v cesnaku cibul'ovom a je
zodpovedny za horkt chut’. V rastlinach plni predovsetkym antioxida¢nu funkciu. Pre
svoje zdraviu prospesné vlastnosti a mozné aplikacie v medicine je V stéasnosti
vyznamnym predmetom vyskumu, spolu so zluc¢eninami siry, ktoré si prekurzormi chuti
a ardbmy cibule. Obsah zivin a zdraviu prospesnych latok je dolezity pri charakterizacii
plodin, slachteni auvedeni na trh. Selekciou vhodnych odréd s pozadovanymi
vlastnostami pre konkrétne klimatické podmienky je mozné znizit' ndklady na pestovanie
a skladovanie, zvysit' vynos a odolnost’ rastlin a obmedzit pouzivanie postrekov za
ucelom zvysenia trvanlivosti.

Dormancia je obdobie zastaveného rastu meristematického pletiva a typicky nizke;j
metabolickej aktivity. Cibule su prirodzene dormantné organy, ¢o im umoziuje prezit

nepriaznivé podmienky pocas zimy a vyklicit’ na jar. Pocas dormancie sa meni zlozenie



cibule, predovsetkym obsah vody a vzajomny pomer fruktdnov a malych sacharidov. Pre
urychlenie vystupu z dormancie sa pouziva oSetrenie chladom. Obsah jednotlivych latok
je charakteristicky pre dany genotyp, vyrazny vplyv na ich kone¢né zastiipenie maju
predovsetkym pocasie v danom vegetacnom obdobi, podmienky skladovania a sposob
susenia po zbere. Vac¢Sina vyskumu v tejto oblasti sa vsak tyka cesnaku cibulového
(A. cepa var. cepa L.) a nie Salotky (A. cepa var. aggregatum L.).

Tato praca sa zameriava na sledovanie dynamiky malych sacharidov a kvercetinu vo
viacerych kultivaroch Salotky pocas skladovania pri kontrolovanej teplote. Hodnoti, ako
na tato dynamiku vplyva o$etrenie chladom. Dalgim cielom je posudenie vyuzitia aktivity
fruktanexohydrolaz ako markerov vystupu z dormancie. Experimenty boli uskuto¢nené
Vv spolupraci s Genovou bankou Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i., ktora sa
zaobera uchovavanim, charakterizaciou a hodnotenim morfologickych, biologickych

a hospodarskych znakov genetickych zdrojov rastlin.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Rod cesnakovité

Rod cesnakovité (Allium) zcelade amarylkovitych (Amaryllidaceae) z radu
asparagotvarych (Asparagales) patri sviac ako 850 druhmi K najvyznamnejSim
hospodarskym jednokli¢nolistovym plodinam. Su to jedny z najstarSich kultivovanych
rastlin amaju Siroké vyuzitie v gastronomii pre ich chut a nutriéné hodnoty
(Benkeblia, 2000; Wheeler et al., 2013; Hrabovsky et al., 2016). Predmetom skiimania
st ich antimikrobialne, protizapalové a detoxika¢né uéinky (Nicastro et al., 2015).

Medzi najcastejSie pestované druhy rodu Allium patria cesnak kuchynsky
(A. sativum L.), cesnak cibulovy (A. cepa L.), cesnak porovy (A. ampeloprasum L.) ¢i
cesnak pazitkovy (A. schoenoprasum L.). VolI'ne v prirode sa vyskytuje predovsetkym
cesnak medvedi (A. ursinum L.) a cesnak plany (A. oleraceum L.; Friesen et al., 2006).

Typickym znakom rodu Allium je pritomnost podzemnych zasobnych organov,
predovsetkym cibal’ a podzemkov. Tie obsahuju fruktany, ako zasobné sacharidy.
Semena su gulaté acierne v dosledku pritomnosti fytomelaninu (Brewster, 2008).
Chromozomy su velké, malo pocetné (najbeznejsi pocet je osem) a obsahuju 15290
megaparov baz, vd’aka comu st idealne modelové rastliny pre cytogenetické pozorovania
(Arumuganathan a Earle, 1991).

Zeleniny rodu Allium pre svoju nizku rychlost’ rastu, pomalé klicenie a uzke vertikalne
listy obtiazne kompetuju s burinami. Plytky a malo rozvetveny koreiiovy systém stazuje
pristup k vode a zivindm v pode. Pritomnost’ buriny spdsobi rast cibule aj na mladych
rastlinach, ¢o zastavuje rast listov. Dochadza tak k mensSiemu vzrastu nadzemnej aj

podzemne;j Casti rastliny (Shatbold a Holm, 1956).

2.1.1 Cesnak cibul’ovy (Allium cepa L.)

Cesnak cibulovy (zastaralo cibula kuchynskd) je pestovany viac nez 4700 rokov
a nevyskytuje sa v divokej podobe. Domestikovany bol prvykrat na Blizkom vychode.
Druh A. cepa zahina dve hlavné skupiny rastlin: cibule (A. cepa var. cepa L.) a Salotky
(A. cepa var. aggregatum; Fritsch a Friesen, 2002).

Cesnak cibulovy tvori velké, samostatné podzemné organy — cibule. Tradi¢ne sa
pestuje zo semien avyznacuje Ssa velkou variabilitou Vv skladovatelnosti, suchej

hmotnosti, chuti, farbe a poZziadavkach na svetlo a teplotu. Typicky obsah suchej hmoty
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(dry weight — DW) cibule sa pohybuje medzi 10 az 12% hmotnosti ¢erstvej hmoty, pri
kultivaroch ur¢enych na susSenie je DW az 20%. Cibule s DW<10% su vhodné na
konzumaciu bez tepelnej upravy (O’Donoghue et al., 2004).

Vdaka dlhotrvajicemu pestovaniu cesnaku cibulového ajeho prispdsobeniu
najroznej$im klimatickym podmienkam a poziadavkam konzumentov, dnes existuje
velkéd roznorodost’ kultivarov. NajvySSou genetickou diverzitou sa vyznacuje oblast
Strednej Azie. V ostatnych &astiach sveta dochadza ku genetickej erdzii v dosledku
masového pestovania modernych odréd, ¢o mdze spdsobit’ stratu vzacnych
a vyuzitelnych génov z populacie. Vznikla teda potreba zbierania, charakterizacie,

ukladania a regeneracie kultivarov v génovych bankach (Astley et al., 1983).

2.1.1.1 Salotka (Allium cepa var. aggregatum L.)

Cibule Salotky rasta v trsoch, su izke a menSieho vzrastu. Listy su tenké, vyrastaju
z kazdej cibule zvlast. Na rozdiel od cibule, ktora ma dobre vyvinutt stonku, ma Salotka
krikovity vzhl'ad. Typicky sa rozmnozuju vegetativne. Vzajomna krizite'nost” kvetov
Salotky a cibule podporuje zaradenie $alotiek, v minulosti nazyvanych A. ascalonicum,
do rovnakého druhu (Puizina, 2013).

Salotky, vd’aka vegetativnemu mnoZeniu, rasti rychlejsie ako cibule, a preto su
odolnejsie voci Skodcom a chorobam. NiZsie naroky na podmienky prostredia umoznuji
pestovat’ $alotky aj v chladnom podnebi, napr. vo Finsku a severnych ¢astiach Ruska,
a zaroven aj vo vlhkych tropickych oblastiach (Currah a Proctor, 1990).

Genetickou modifikaciou A. cepa pomocou bakterialneho vektora Agrobacterium
tumefaciens boli vypestované rastliny odolné voc¢i herbicidom obsahujicim glyfosat
a glufosinat. Pestovanie tychto transgénnych rastlin, by umoznilo pouzivanie modernych,
l'ahSie degradovatelnych herbicidov v menSom mnozstve (Eady et al., 2003).
Transgénnou modifikaciou Salotiek bola dosiahnuta ich odolnost’ voci larvam sivkavca
stavokrvového (Spodoptera exigua; Zheng et al., 2005).

Najvyznamnej$im Skodcom je strapka tabakova (Thrips tabaci), kridlaty hmyz z radu
Thysanoptera. Poskodzuje listy a kvety a je vektorom pre virusy. Medzi d’al$ich §kodcov
patri kvetarka cibulova (Delia antiqua) a voska cesnakova (Myzus ascalonius). Virus
Zltej prazkovitosti cibule, ktory prenasaju vosky, poskodzuje listy, skracuje dormanciu
a sposobuje vel'ké straty urody (Lorbeer et al., 2002).
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2.1.2 Prekurzory chuti

Cesnak cibul'ovy a Salotka st priméarne konzumované pre ich unikatnu chut’ a schopnost’
zvyraznit' chut’ inych potravin. Charakteristicki chut' a ardomu tvoria predovsetkym
zla¢eniny siry, ktoré sa uvolnuju z buniek po ich poskodeni pri krajani a vareni.
V rastlinach plnia fungicidnu a baktericidnu funkciu a odpudzuju bylinozravce,
Skodcovia ich vSak vyuzivaji ako signalne molekuly na vyhladanie hostitela
(Brewster, 2008).

V rastlinach rodu cesnakovité boli identifikované a izolované Styri hlavné prekurzory
chuti, S-alk(en)yl-L-cysteinsulfoxidy (ACSO): trans-(+)-S-(1-prop-1-en-1-yl)-1-
cysteinsulfoxid (izoalliin), S-allyl-L-cysteinsulfoxid (alliin; nevyskytuje sa v A. cepa),
(+)-S-propyl-1-cysteinsulfoxid (propiin) a (+)-S-metyl-1-cysteinsulfoxid (methiin).
ACSO st lokalizované v cytoplazme, su neprchavé, bez chuti a zapachu (Lancaster et al.,
2000; Putnik et al., 2019).

Po lyze buniek st ACSO hydrolyzované alliinazou (EC 4.4.1.4), ktora sa nachadza vo
vakuole. Produktmi hydrolyzy st prchavé a nestabilné sulfenové kyseliny, amoniak
a pyruvat (Obr. 1; Block, 1992; Jones et al., 2004).

Vzajomnou kondenzaciou sulfenovych kyselin sa tvoria thiosulfinaty, zodpovedné za
Specificki chut' aarému. Nestabilné thiosulfinaty vstupuji do kaskady prevazne
neenzymatickych reakcii, pricom sa tvori mnozstvo réznych organickych zlucenin siry,
prevazne thiosulfonatov a mono-, di- a trisulfidov, ktoré d’alej vyznamne vplyvaja na
vyslednti chut’. Cinnost’ aliinazy, ako aj nasledné reakcie thiosulfinitov, su do velkej
miery ovplyvnené podmienkami pri vareni ¢i extrakcii (Randle a Lancaster, 2002;
Fredotovic¢ a Puizina, 2019).

O

O

R\ alliinaza _S_

ﬁ OH —— R OH + %O_ + NHj

0O NH,

0
ACSO sulfenova kyselina pyruvat
H,O (I?
2 RTOH — RS R
thiosulfinat

Obr. 1 Premena prekurzorov chuti (upravené a prevzaté z Tocmo et al., 2015)
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2.2 Sacharidy

Sacharidy sa delia do troch zakladnych skupin: monosacharidy, oligosacharidy
a polysacharidy. Oligosacharidy su zlozené z dvoch az desiatich sacharidovych zvyskov.
V prirode su z oligosacharidov bezné disacharidy (laktoza, sachardza, maltdza)
a trisacharidy (rafindza). Polysacharidy su linearne alebo vetvené polyméry a mozu
obsahovat’ desiatky az tisicky monosacharidovych jednotiek, typicky D-glukozu, ale aj
D-galaktozu, L-galaktozu, D-mandzu a D-xylézu. Monosacharidy sa podl'a pritomnosti
aldehydovej alebo ketonovej skupiny delia na aldozy a ketdzy, Podl'a po¢tu uhlikov su
rozdelované na tridzy, tetrozy, pentdzy, hexdzy a heptozy. Alddzy s aspont troma
atdmami uhlika a ketdzy aspon so $tyrmi, obsahuju chiralne centra. Poloha hydroxylovej
skupiny na chiralnom uhliku, najvzdialenejSom od karbonylovej skupiny, uréuje D- alebo
L- konfiguraciu sacharidu. V prirode dominuji D-formy sacharidov. Sacharidy tvoria po
intramolekularnych reakciach cyklické hemiacetaly, resp. hemiketaly. Podla polohy
hydroxylovej skupiny na asymetrickom, pévodne karbonylovom, uhliku sa rozlisuju

a- a p-anoméry (Garrett a Grisham, 2012).

2.2.1 Malé neStruktiarne sacharidy

Nestruktirne sacharidy tvoria viac nez 60% suchej hmotnosti cibule. Zahfiaju
predovsetkym glukozu, fruktézu, sachardézu a fruktany (Rutherford a Whittle, 1982).
Sacharidy st pocas rastu akumulované v cibuli proti koncentracnému gradientu, vd’aka
polymerizacii na oligo- a polysacharidy (Darbyshire a Henry, 1981). Obsah sacharidov
aich vzajomny pomer je zavisly na genotype. Sacharidy maju v rastlinach rozmanité
funkcie. Okrem zdroja a zasoby energie a uhliku, sa uplatiuji ako signalne molekuly ¢i
regulatory metabolickych procesov, napr. fotosyntézy, klicenia a kvitnutia. Zabezpecuju
udrZiavanie turgoru a ochranu pred suchom a chladom (Sami et al., 2016).
Monosacharidy v rastlinach su syntetizované v sekundarnej faze fotosyntézy fixaciou
CO: v Calvin-Bensonovom, resp. Hatch-Slackovom cykle. Glykolyzou st glukdza
a fruktoza degradované na pyruvat, ATP a NADH (Garrett a Grisham, 2012). Sacharéza
vznikd v cytozole kondenzaciou UDP-glukézy a fruktdza-6-fosfatu za katalyzy
sachar6zafosfatsyntazou  (EC  2.4.1.14) anaslednym  odstiepenim  fosfatu
sachar6zafosfatfosfatizou (EC 3.1.3.24). Sachar6za je najcastejSie degradovana na

fruktozu a glukézu invertazou (EC 3.2.1.26; Winter a Huber, 2000).
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Strukturne sacharidy sa nachadzaju v bunkovej stene. SG to najmi celuldza,
hemiceluléza a pektiny. Z jednoduchych cukrov je v bunkovej stene pritomna galaktdza
(Redgwell a Selvendran, 1986). Skrob sa vyskytuje Vobmedzenom mnoZstve

Vv korenovej Spicke a okolo cievnych zvazkov (Ernst a Bufler, 1994).

2.2.1.1 Metody stanovenia malych sacharidov

Sacharidy su extrahované z Cerstvej alebo lyofilizovanej homogenizovanej rastlinnej
hmoty, pouzitim horticej vody alebo vodnych roztokov etanolu, metanolu ¢i inych
organickych rozpustadiel. Extrakcia moéze byt podporena pouzitim refluxu alebo
ultrazvuku. Sacharidy su najcastejsie analyzované pouzitim HPLC alebo vysokot¢innej
anionovej chromatografie (high performance anion exchange chromatography — HPAEC)
Vv spojeni s refraktometrickym detektorom, pulznym amperometrickym detektorom,
hmotnostnym spektrometrom alebo odparovacim detektorom rozptylu svetla
(evaporative light scattering detector — ELSD). Pouzitie plynovej chromatografie
vyzaduje derivatizaciu sacharidov na prchavé zluceniny. Medzi d’alSie pouzivané metody
patri kapilarna elektroforéza s MS ¢i kolorimetrické metody (Lamari et al., 2003; Downes
a Terry, 2010; Zhang et al., 2012; Revanna et al., 2013; Dvotackova et al., 2014).

ELSD pracuje na principe nebulizacie eluentu z chromatografickej kolény pomocou
pradu vzduchu alebo dusiku. Aerosol d’alej prechadza vyhriatou trubicou, kde je odparena
mobilna faza. VysuSené Castice pokracuji Vv prade plynu K svetelnému lac¢u. Rozptyl
svetla, zavisly na koncentracii a vel'kosti Castic analytu, je detegovany fotonasobicom

alebo fotodiodou (Mourey a Oppenheimer, 1984; Dvorackova et al., 2014).

2.2.2 Fruktooligosacharidy a fruktany

Fruktany st vo vode rozpustné linearne alebo rozvetvené polyméry fruktoézy. Vyskytuju
sa Vv priblizne 15% kvitnuacich rastlin. Rastliny rodu Allium vécsinou obsahuju fruktany
s jednou sachar6zovou jednotkou. Pocet fruktézovych jednotiek v molekule fruktanu
udava jeho stupen polymerizacie (degree of polymerization — DP). V cesnaku cibulovom
st pritomné fruktany do DP 20, vacsinu celkovych fruktanov tvoria fruktooligosacharidy
s niz§im DP, predovsetkym z0 série inulinu a neoinulinu. Ako fruktooligosacharidy sa
obvykle ozna¢uju fruktiany s DP<12. Salotky najéastejsie obsahuju fruktany s DP 8-14

(Ernst et al., 1998; Benkeblia, 2013). Cibule ur¢ené na konzumaciu bez tepelnej upravy
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obsahuju <4% DW (w/w) fruktanov, zatial ¢o Salotky a odrody uréené na susenie
obsahuju >65% DW (w/w) fruktanov, typicky s vyssim DP (Yaguchi et al., 2008).

Fruktany sa okrem DP liSia aj polohou fruktozovych jednotiek, vetvenim a typom
vézby. Delia sa na zakladnych pat’ skupin: inulin, levan, neoinulin, neolevan a vetveny
graminan. Inulin pozostava z linearneho retazca B-D-(2,1)-fruktozylovych jednotiek.
Vyskytuje sa predovSetkym v rastlinach radu astrotvarych, napriklad v ¢akanke obycajne;j
(Cichorium intybus L.). Levan je tvoreny linearnym ret'azcom B-D-(2,6)-fruktozylovymi
jednotkami a nachadza sa v travach. Rastliny z ¢el'ade cesnakovité a radu asparagotvaré
obsahujt neoinulin s B-D-(2,1)-fruktozylovymi linearnymi retazcami na C1 a C6 uhliku
glukozy. Neolevan sa vyskytuje u lipnicotvarych, napriklad u ovsa siateho (Avena
sativa L.; Vijn a Smeekens, 1999; Cimini et al., 2015).

Fruktany plnia funkciu zasobnych sacharidov amaji vyznamny vplyv na
osmoregulaciu a kryoprotekciu. Syntéza a mobilizacia fruktanov je menej nachylna na
nizke teploty nez Skrob. Akumulacia fruktdnov Vv zasobnych orgénoch aich vyssia
rozpustnost’ vo vode oproti skrobu umoziuje zvysent odolnost’ voéi suchu a chladu. Po
hydrolyze na fruktdozu a sacharézu v duzinatych listoch cibule, su transportované do
podcibulia, kde st spotrebovavané na rast klicka (Brewster, 2008; Muir et al., 2007).

Sladké chut’ fruktanov sa s rastucim DP znizuje. Schopnost’ viazat’ vodu a tvorit’ gély
sa zvySuje srastuicim DP. Fruktdny su odolné voci hydrolytickym enzymom v
ludskom traviacom trakte, ¢o spdsobuje ich nizku energeticki hodnotu a
umoznuje bezpecni konzumaciu u diabetikov. Znizuju hladinu sérového cholesterolu
a priaznivo vplyvaju na bifidobaktérie, pre ktoré¢ st bohatym zdrojom uhliku. Kratke
mastné kyseliny, ktoré vznikaju po fermentéacii fruktdnov v hrubom c¢reve, podporuju
metabolizmus lipidov. Fruktany svysokym DP sa pouzivaju ako nahrada tukov
(Yun, 1996; Vijn a Smeekens, 1999; Eady, 2002).

2.2.2.1 Syntéza fruktanov

Syntéza fruktanov prebieha vo vakuole a zacina tvorbou troch zakladnych trisacharidov:
1-kestozy, 6-kestozy a neokestozy (Obr. 2). Na jednu z troch primarnych hydroxylovych
skupin sacharozy je pripojena pomocou prislusného enzymu fruktéozova podjednotka,
ziskana z druhej molekuly sachar6zy. Enzym sacharéza:sachar6za-1-fruktozyltransferaza
(1-SST, EC 2.4.1.99), katalyzuje tvorbu 1-kestézy (Obr. 2). PredlZzovanie retazca

B-(2,1)-fruktozylovymi podjednotkami avznik linearneho inulinu, umoZiuje
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fruktan:fruktan-1-fruktozyltransferaza (1-FFT, EC 2.4.1.100) (Obr. 2; Shiomi, 1989;
Van den Ende et al., 1996; Van Laere a Van den Ende, 2002).

Posobenim sachar6za:fruktan-6-fruktozyltransferazy (6-SFT, EC 2.4.1.10) na
1-kestozu vznika vetvena bifurkdza, ktord je d’alej predlZovanad pomocou 1-FFT a 6-SFT
za vzniku graminanu. 6-SFT navySe katalyzuje aj vznik 6-kestozy zo sachardzy
a nasledne predlzovanim ret'azca aj tvorbu linearneho fruktanu levanu (Obr. 2). Neosérie
fruktanov st syntetizované z neokestozy, ktora vznikéa v dvojkrokovej syntéze. 1-kestdza
syntetizovana pomocou 1-SST vstupuje do reakcie ako donor fruktézy pre sachardzu.
Utinkom fruktan:fruktan-6G-fruktozyltransferazy (6G-FFT, EC 2.4.1.243) vznika
neokestoza (Obr. 2). Jej elongaciou vplyvom 1-FFT alebo 6-SFT sa tvori neoinulin resp.
neolevan (Van den Ende et al., 2004; Cimini et al., 2015).

SR K

OH —= levan

H 6- kestoza

6-FEH 1 6-SFT

CH
HO
© 0
OH HO inulin
HO 0
OH sachardza OH oH ‘1-FFT
X HO
1-88T o
6-FEH 6G-FFT HO
0
OH OH OH
1-FFT o o ‘
° _-OH ——> neoinulin CH» o
5 I N
HO 0
HO 0 OH 1-kestoza OH OH
CH
6-SFT
bifurkéza
A 6-SFT
6-SFT 1-FFT
OH — neolevan
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Obr. 2 Biosyntéza a degradacia fruktanov (prevzaté a upravené z Ende et al., 2004)
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2.2.2.2 Degradacia fruktanov

Fruktdn endohydroldzy Stiepia retazec fruktézovych jednotiek fruktanov na ndhodnom
mieste, zatial’ o fruktan exohydrolazy degraduju fruktany hydrolyzou koncovej fruktozy.
V rastlinach doposial’ neboli objavené endohydrolazy. Baktérie a bunky hub obsahuju
obe skupiny enzymov (Van Damme a Derycke, 1983).

Do skupiny fruktanexohydrolaz sa zarad’'uju Styri enzymy, liSiace sa typom vézby,
ktord hydrolyzuja. Fruktan-1l-exohydrolaza (1-FEH, EC 3.2.1.153) hydrolyzuje
terminalne B-(2,1)-fruktozylové vizby fruktanov typu inulinu a graminanu (Obr. 2;
Ueno et al., 2015). 1-FEH bola identifikovana v troch izoformach: 1-FEH I, 1-FEH lla
a 1-FEH I1b (Van den Ende et al., 2000, 2001, 2003).

Terminalne B-2,6 fruktozylové vézby v levanovych a graminanovych fruktanoch
hydrolyzuje fruktan-6-exohydrolaza (6-FEH, EC 3.2.1.154) (Obr. 2; Van Riet et al.,
2006). V psenici siatej (Triticum aestivum L.) bol detegovany enzym 6&1-FEH,
hydrolyzujuci oba typy vézieb vo fruktanoch s nizkym DP, preferen¢ne vsak hydrolyzuje
B-2,6 fruktozylové vizby (Kawakami et al., 2005). 6-kestoza-exohydrolaza (6-KEH)

Vv pSenici metabolizuje 6-kestozu (Van den Ende et al., 2005).

2.2.2.3 Metody stanovenia aktivity fruktanexohydrolaz

Proteinové extrakty Vv acetatovom alebo citrat-fosfatovom pufre sa ziskavaju z ¢erstvého
alebo zmrazeného homogenizovaného materialu. Po extrakcii obvykle nasleduje filtracia,
oddelenie pevného podielu centrifugovanim a pripadné d’al$ie purifikaéné kroky, ako
dialyza alebo ultrafiltracia. Po inkubécii v nadbytku substratu sa stanovuje mnozstvo
uvolnenej fruktézy alebo glukdzy. Medzi najpouzivanejSie metody patri HPAEC-PAD
alebo iné HPLC met6dy. Zo spektrofotometrickych metéd sa vyuziva neokuproinova
metoda a metoda 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny. Enzymatickda metéda stanovenia
fruktozy je zaloZzend na fosforylacii fruktdzy, premene fruktdza-6-fosfatu na
glukoza-6-fosfat a jeho oxidacii na glukonat-6-fosfat za ucasti NADP*. NADPH, ktory
v reakcii vznikol, sa stanovuje meranim zmeny absorbancie roztoku pri 340 nm
(Benkeblia et al., 2005; Krivorotova a Sereikaite, 2014; Gasperl et al., 2015;
Jammer et al., 2015).
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2.3 Dormancia

Cibule rastlin rodu Allium st prirodzene dormantné organy, umoznujice rastline prezit’
obdobia nepriaznivé pre rast, predovsetkym zimné mrazy (Brewster, 2008). Dormancia
je definovana ako docasné zastavenie viditeIného rastu meristematického pletiva
(Benkeblia, 2003). Cibule v dormancii sa vyznacuji nizkou uroviiou respiracie
V porovnani s ostatnymi zeleninami. Pocas klicenia alebo po poraneni cibule, sa uroven
respiracie prudko zvysSuje (Robinson et al., 1975).

Strata vody je dolezitym faktorom vplyvajicim na skladovatelnost” a kvalitu cibule.
Vicsina vody sa vyparuje cez suchu povrchovi vrstvu cibule, preto je dolezité zamedzit’
jej poskodeniu. Vyrovnanie tlaku vodnej pary vo vnutri cibule a v okolitom vzduchu
vyrazne obmedzuje stratu vody. Optiméalna relativna vlhkost’ pri skladovani je 65-75%
(Petropulos et al., 2016).

Vyrazny vplyv na trvanlivost’ cibule ma proces suSenia priamo po zbere, ktory
spdsobuje spevnenie vonkajsej suchej vrstvy a zabranuje vzniku prasklin. NajcastejSie sa
vyuziva susenie priamo na poli alebo umelo, praidom vzduchu. Spolu s metdédou susenia
maji vplyv na vyslednu kvalitu cibule aj podmienky pestovania, zaobchadzanie

s rastlinami pri zbere ¢i teplota a relativna vlhkost pri suseni (Nabi et al., 2013).

2.3.1 Inhibicia kli¢enia

Koniec dormancie a kli¢enie cibul je hlavnou pri¢inou zhorSenia kvality a skratenia doby
trvanlivosti. Na zastavenie kliCenia sa pouziva niekol'ko postupov. Postrek listov
hydrazidom kyseliny maleinovej znizuje obsah cytokininov v cibuli, inhibuje
metabolizmus nukleovych kyselin a bunkové delenie. Dochddza tiez k vyraznému
obmedzeniu respiracie na konci dormancie, V porovnani s rastlinami bez postreku
(Ward a Tucker, 1976; Rutherford a Whittle, 1982). Oziarenie ¢erstvych cibul’ y Ziarenim
vyrazne obmedzuje respiraciu pocas dormancie, dochadza k jej kontinudlnemu poklesu
pocas celej doby skladovania. Tato metoda vyznamne predlzuje dobu skladovatel'nosti
bez nutnosti pouzitia chemickych inhibitorov (Benkeblia et al., 2000).

Teplota pri skladovani je urcujuci faktor trvanlivosti cibule. Optimalna teplota pre
kli¢enie je v rozmedzi od 10°C do 20°C, v zavislosti od odrody. Skladovanie pri 5°C a pri
30°C spomaluje proces klienia a obmedzuje respiraciu (Miedema, 1994a;
Yoo etal., 1997). V praxi sa vyuziva skladovanie pri teplote 0°C a relativnej vlhkosti
75-85%. V subtropickych a tropickych krajinach sa cibule skladuju pri teplotich
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okolo 30°C a nizsej relativnej vlhkosti. Na oddialenie klienia sa pouziva aj skladovanie
v atmosfére s nizkou koncentraciou kyslika (1% V/v) alebo za pritomnosti etylénu

(0,01% v/v; Brewster, 2008).

2.3.2 Indukcia uvolPnenia z dormancie

Vonkajsia, suchd vrstva cibule zabranuje difuzii plynov. Nedostatok kyslika inhibuje
klicenie (Masarovicova a Repcak, 2002). Po odstraneni suchej vrstvy dochéadza
k zrychleniu respiracie a k stratim vody. Cibule bez tejto vrstvy kli¢ia rychlejsie, nez
cibule so zachovanou a neposkodenou suchou vrstvou (Tanaka et al., 1985).

Kli¢enie moze byt stimulované aplikaciou cytokininov pri teplote 25-30°C, kedy je
ich endogénny obsah niz§i v porovnani s cibulami skladovanymi pri nizSich teplotach
(Miedema, 1994b).

Cytokininy produkované v korenoch urychl'uja klicenie. Tvorba korenov je zavisla na
teplote a vlhkosti. Skladovanim pri 10°C na vlhkom substrate je mozné docielit’ 50% rast
korenov v priebehu 8 az 63 dni, v zavislosti na odrode. Pri 30°C dochadza k spomaleniu
tvorby koreniov. Odstranenie korena inhibuje kli¢enie (Miedema, 1994b, c).

Osetrenie chladom je metoda simulujuca prirodzené podmienky, ktoré su nevyhnutné
pre ukoncenie dormancie. VyuZiva sa peridda (7-14 dni) posobenia chladu (0-10°C), po
ktorej vzrasta schopnost’ vykli¢it' (Masarovi¢ova a Repcak, 2002). Premiestnenie cibul’,
skladovanych pri 0-5°C, do 25°C urychl'uje uvol'nenie z dormancie (Tanaka et al., 1985).

Uvol'nenie z dormancie je sprevadzané vyraznym vzrastom obsahu glukozy, fruktozy
a sacharozy v cibuliach, ako aj zrychlenim respiracie a vy$§im obsahom fenolickych
latok. Po oSetreni chladom pocas 1 tyzdna doSlo k vyraznému urychleniu klicenia

(Benkeblia, 2003).

2.3.3 Zmeny V chemickom zloZeni po¢as dormancie

Sharma a Lee (2016) sledovali v uskladnenom cesnaku cibulovom stratu hmotnosti,
zmeny peroxidazovej aktivity a suchej hmotnosti, dynamiku malych sacharidov, kyseliny
pyrohroznovej a kvercetinu a jeho glukozidov. Pocas obdobia 9 mesiacov pozorovali
fluktuaciu obsahu kvercetinu a jeho glukozidov bez vyrazného rasticeho ¢i klesajuceho
trendu. Suchti hmotnost’ vyhodnotili ako relativne stalu, strata celkovej hmotnosti bola
vyrazna uz po 4 mesiacoch skladovania. Koncentracia malych sacharidov mala rastuci

trend pocas obdobia dormancie, po zacati kli¢enia a zvySeni respiracie ich koncentracia
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klesala. Obsah kyseliny pyrohroznovej, spojenej s ostrostou cibule, narastal po dobu 7
mesiacov. Peroxidazova aktivita rastla poCas 5 mesiacov, ndsledne sa ustalila
a pozorované boli len mierne fluktuacie.

Benkeblia et al. (2005) monitorovali viaceré parametre v cesnaku cibulovom,
uskladnenom pri 15°C a 45% relativnej vlhkosti. Od 8. tyzdina od uskladnenia pozorovali
narast a nasledné ustalenie koncentracie fruktdzy. Zaroven zaznamenali od tohto obdobia
vyrazny pokles obsahu sachardzy a l-kestdozy. Od 6. tyzdina mal obsah celkovych
sacharidov a fruktooligosacharidov klesajuci trend (Obr. 3). Aktivita 1-FEH prudko
vzrastla v 12. tyzdni od uskladnenia. Aktivita 1-FFT vzrastla po 14 tyzdnoch skladovania
(Obr. 4).

Chope et al. (2006) pozorovali exponencialny pokles obsahu kyseliny abscisove;j
(ABA) na zaciatku dormancie, vplyvom enzymatického rozkladu. Pri zaciatku klicenia
obsah ABA vzrastol v désledku de novo biosyntézy v klicku. Obsah ABA Vv Cerstvej

cibuli po zbere méze vplyvat na skladovatel'nost’ a trvanlivost.
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Obr. 3 Zmena obsahu fruktooligosacharidov (a) a celkovych sacharidov (b) pocas skladovania
(prevzaté a upravené z Benkeblia et al., 2005)
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Obr. 4 Zmena aktivity 1-FEH a 1-FFT pocas skladovania (prevzaté a upravené z Benkeblia et al.,
2005)

20



2.4 Flavonoidy

Flavonoidy st fenolické latky, ktorych zakladny skelet je zloZzeny z dvoch aromatickych
jadier (znacené A a B), prepojenych trojuhlikovym heterocyklickym pyranovym kruhom
(znaceny C; Obr. 5). Su najpocetnejSou skupinou fenolov, vyskytuji sa vo vSetkych
Castiach rastlin, predovsetkym vsak v bunkach s fotosyntetickou aktivitou. V rastlinach
bolo identifikovanych viac nez 6000 roznych flavonoidov. Vysokym obsahom
flavonoidov a inych fenolov sa vyznacuje ovocie, zelenina, ¢aj, kava, kakao, pivo a vino,

kde sa vo velkej miere podiel’aji na tvorbe chuti (Crozier et al., 2009).

2.4.1 Chemicka Struktura

Flavonoidy sa na zaklade struktiry delia do viacerych podskupin, liSiacich sa substituciou
C kruhu a jeho stupnom oxidacie. Tieto podskupiny su: flavony, flavanoly, flavonoly,
flavanony, antokyanidiny, izoflavony, dihydroflavonoly ai. (Obr. 6). Flavonoidy,
ktorych B kruh je naviazany na uhliku 3 kruhu C, sa nazyvaju izoflavonoidy. Pri vazbe
na uhlik 4 ide o neoflavonoidy. Najcastejsia substitiicia na uhlikovom skelete byva
hydroxylacia na uhlikoch 3, 5, 7, 3, 4' a 5. ZriedkavejSie sa vyskytuje metylova
a metoxylova skupina, aromatické ¢i alifatické kyseliny, sulfat, prenyl alebo izoprenyl.
Vicsina flavonoidov tvori O-glykozidy na uhlikoch 3 alebo 7, predovsetkym s glukozou,
galaktdzou, arabindézou, rhamndzou a xylézou. Maélokedy sa vyskytuji vo forme
aglykonu (bez sacharidového zvysku). Sacharidové a hydroxylové substituenty zvysuja
rozpustnost’ flavonoidov vo vode, zatial' ¢o ostatné, menej rozSirené skupiny, napr.
metylové a izopentylové, zvysuju lipofilitu (Iwashina, 2000; Kumar a Pandey, 2013;
Panche et al., 2016).

Obr. 5 Zékladna $truktara flavonoidov
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Obr. 6 Zakladné struktury najvyznamnejsich tried flavonoidov (Kumar a Pandey, 2013)
2.4.2 U&inky na Pudsky organizmus

Vicsina flavonoidov sa vstrebava v tenkom creve vo forme aglykonu. O-B-D-glykozidy
flavonoidov su rozkladané na aglykony a sacharidy na povrchu mikroklkov tenkého ¢reva
enzymom laktaza-florizinhydrolaza (LPH, EC 3.2.1.108 a EC 3.2.1.62). LPH, napriek
Sirokej substratovej Specifite, nerozklada napr. rutin a naringinin, ich aglykony sa
uvolnuju az ¢innostou mikroorganizmov v hrubom ¢reve (Day et al., 2000).

Zdaleka najvyznamnej$imi su antioxida¢né vlastnosti flavonoidov. Inhibuji enzymy
tvorby reaktivnych foriem kyslika (reactive oxygen species — ROS) a odstraniuji ROS, za
vzniku relativne stabilného radikalu prislusného flavonoidu, predovsetkym vd’aka
pritomnosti hydroxylovych skupin (Cao et al., 1996). Schopnost’ chelatovat’ iony Zeleza,
medi a inych kovov prispieva K znizovaniu tvorby ROS (Brown et al., 1998). Celkova
antioxida¢nu aktivitu ovplyviiuje typ, pocet a rozmiestnenie substituentov. Aglykony
vykazuji vysSiu antioxida¢nt aktivitu ako glykozidy flavonoidov (Ratty a Das, 1988).
Flavonoidy d’alej vykazuji vyznamnu antivirusovu a antibakterialnu aktivitu, ¢o uzko
stvisi s ich funkciou v rastlinach, kde sa mnohé syntetizuju ako odpoved’ na infekciu
(Cushnie a Lamb, 2005). Konzumacia cibule, ako excelentného zdroja kvercetinu, je
spojena s niz§im vyskytom rakoviny pluc, prostaty, zaltdka, hrubého ¢reva a pfs

(Block et al., 1992).
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2.4.3 Biologicka aktivita v rastlinach

Flavonoidy maju v rastlinach schopnost’ do istej miery pohlcovat skodlivé UV-B Ziarenie
0 vinovych dizkach 280-315 nm, ktoré je spojené so zvysenou tvorbou ROS. Pdsobenie
tohto ziarenia indukuje zvySenu syntézu flavonoidov aich akumulaciu v mezofyle
(Schmitz-Hoerner a Weissenbock, 2003). Flavonoidy zohrali vyznamna ulohu pri
prechode rastlin z mori na si§ (Bonafante a Genre, 2008). Vicsina flavonoidov ma
absorp¢né maximum okolo hodnoty 350 nm, ¢o odpoveda UV-A ziareniu. Akumulacia
flavonoidov s antioxida¢nou aktivitou prebieha nezavisle na pritomnosti UV-B ziarenia.
Predpoklada sa, ze ochrana pred UV-B Ziarenim je zalozenda najmd na vysokej
antioxidacnej aktivite flavonoidov a na eliminacii ROS, ktoré vznikli po posobeni UV-B
ziarenia na bunky, nez na samotnej prevencii vzniku ROS (Agati a Tattini, 2010;
Giovanni et al., 2013).

Flavonoidy v peli st zodpovedné za 71t farbu a zohravaju dolezitti tlohu pri kli¢eni
pelovych zin a rozmnozovani rastlin. Ich obsah sa typicky pohybuje medzi 2-4% DW
(Zerback et al., 1989). Dalej flavonoidy inhibuju polarny transport auxinov (Kuhn et al.,
2011) apodielaji sa na odpudzovani bylinoZzravcov a Skodcov, lakani opelovacov,
ochrane pred infekciami ¢i tvorbe hluziek ubobovitych rastlin (Havsteen, 2002).
Antokyany pelargonidin, kyanidin a delfinidin si vyznamné pigmenty vyssich rastlin. Ich
modifikacie, vzajomny pomer, tvorba komplexov s kovovymi ionmi, pritomnost’ d’al§ich
pigmentov a pH vo vakuole, su uréujucimi faktormi vyslednej farby kvetov a plodov
(Bridle et al., 1984; Yu a McGonigle, 2005; Falcone Ferrerya et al., 2012).

Najviac zastupenym flavonolom v cesnaku cibul'ovom je kvercetin (Obr. 7; Q), resp.
jeho glykozidy. Najcastejsie sa ako sacharidovy substituent na kvercetine vyskytuje
glukoza. Cesnak cibulovy, predovsSetkym ZIt¢ a Cervené odrody, sa vyznacluje
niekol’konasobne vys§im obsahom kvercetinu, Vv porovnani s ostatnymi zeleninami
(Hertog et al., 1992). Obsah kvercetinu ostava vysoky aj po tepelnej tprave. V Cerstvych
cibuliach sa takmer vsetok kvercetin vyskytuje vo forme kvercetin-4-glukozidu (QMG)
a kvercetin-3,4-diglukozidu (QDG). Obsah kvercetinu rastie od stredu cibule
K povrchovym vrstvam. Vonkajsie vrstvy, predovsetkym sucha povrchova, obsahuju aj
vyznamné mnoZstvo volného kvercetinu. ZIté odrody maji occa 50% niz$i obsah
celkového kvercetinu oproti odroddm cEervenym. Biele odrody sa vyznacuji nizkymi

hladinami kvercetinu (Patil a Pike, 1995; Hirota et al., 1998).
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Obr. 7 Struktara kyanidin-3-(6'-malonylglukozidu) (vI'avo) a aglykénu kvercetinu (vpravo)

Z antokyanov v Salotke a Cervenych odrodach cibule dominuje kyanidin-3-
(6'-malonylglukozid) (Obr. 7), kyanidin-3-glukozid a kyanidin-3-(3'-glukozylglukozid)
(Ferreres et al., 1996; Fossen et al., 1996).

2.4.4 Biosyntéza

Biosyntéza flavonoidov je napojena na niekol’ko metabolickych drah, predovsetkym na
glykolyzu, pentozafosfatovy cyklus, Sikimatovi drahu, fenylpropanoidovi drahu
a citratovy cyklus. Sikimatova draha, ako hlavny zdroj fenylalaninu, za¢ina kondenzaciou
fosfoenolpyruvatu s erytrozou-4-fosfatom za vzniku 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-
fosfatu (DAHP) a anorganického fosfatu za katalyzy DAHP-syntazou (EC 4.1.2.15).
Uzavretie kruhu, dehydraticia aredukcia cez medziprodukty 3-dehydrochinat
a 3-dehydrosikimat za pritomnosti enzymov 3-dehydrochinatsyntazy (EC 4.2.3.4),
3-dehydrochinatdehydratazy (EC 4.2.1.10) a Sikimat-5-dehydrogenazy (EC 1.1.1.25)
vedu k tvorbe kyseliny Sikimovej. T4 je nasledne fosforylovanid na Sikimat-3-fosfat
Sikimatkinazou (EC  2.7.1.71). Fosforylovana forma je substrditom pre
5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat (EPSP) syntazu (EC 2.5.1.19), cielovy enzym herbicidu
glyfosatu. Z EPSP, pdsobenim chorizmatsyntazy (EC 4.2.3.5), vznikd kyselina
chorizmova. Biosyntéza fenylalaninu, ako prekurzoru flavonoidov, pokracuje premenou
kyseliny chorizmovej na prefenat, posobenim chorizmatmutazy (EC 5.4.99.5).
Prefenataminotransferaza (EC 2.6.1.79) katalyzuje transaminacnii reakciu, ktorej
produktom je arogenat. Jeho dehydratiaciou, za pritomnosti arogenatdehydratazy
(EC4.21.91), wvznikda fenylalanin (Obr. 8; Herrmann aWeaver, 1999;
Tzin a Galili, 2010).
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Obr. 8 Biosyntéza flavonoidov

Fenylalanin zo Sikimatovej drahy vstupuje do drahy fenylpropanoidovej. Deaminaciu
fenylalaninu na Kyselinu trans-Skoricova Katalyzuje fenylalaninamoniaklyaza (PAL;
EC 4.3.1.24). Cytochrom P450 dependentna monooxygenaza cinnamat-4-hydroxylaza
(C4H; EC 1.14.13.11) katalyzuje vznik p-kumaratu. Pre dalSie reakcie musi byt
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p-kumarat aktivovany konverziou na COA thioester p-kumaroyl-CoA-ligazou (4CL;
EC 6.2.1.12) za spotreby ATP (Obr. 8; Vogt, 2010; Fraser a Chapple, 2011).
Ireverzibilnou karboxylaciou acetyl-COA biotinylovanym enzymom acetyl-CoA-
karboxylazou (ACC; EC 6.4.1.2) sa tvori malonyl-CoA. Biosyntéza flavonoidov
pokracuje  kondenzaciou troch molekil malonyl-CoA sjednou molekulou
p-kumaroyl-CoA, za katalyzy chalkonsyntazou (CHS; EC 2.3.1.74). Uvoltiuje sa CO>
a po spontannej cyklizécii sa tvori naringenin chalkon. StereoSpecifickd cyklizacia
naringenin chalkénu na (2S)-naringenin je katalyzovand chalkonizomerdzou (CHI;
EC 5.5.1.6). Naringenin tvori zaklad pre syntézu flavonoidov. Flavanon-3-dioxygenaza
(F3H; EC 1.14.11.9) katalyzuje oxygenaciu naringeninu na dihydrokaempferol.
Naslednou hydroxylaciou na uhliku 3' enzymom flavonoid-3'-monooxygenaza (F3'H;
EC 1.14.14.82) vznika dihydrokvercetin, zktorého nasledne v pritomnosti
flavonolsyntazy (FLS; EC 1.14.11.9) vznika kvercetin. Z dihydrokaempferolu sa d’alsimi
reakciami tvori delfinidin a pelargonidin, dihydrokvercetin je prekurzorom kyanidinu.
V poslednom kroku s0 tieto vyznamné antokyany glykozylované enzymom
antokyanidin-3-O-glukozyltranferazou (UFGT; EC 2.4.1.115) na farebnu a stabilnu
formu (Obr. 8; Falcone Ferreyra et al., 2012; Petrussa et al., 2013; Saito et al., 2013).

2.4.5 Metody stanovenia flavonoidov

Flavonoidy sa typicky extrahuji z Cerstvého alebo suseného homogenizovaného
rastlinného materialu pomocou metanolu, etanolu, acetonu, chloroformu alebo vody,
pripadne ich kombinaciou. VysSia vytaznost sa dosahuje pouzitim zahrievania pod
refluxom, Soxhletovej extrakcie, ultrasonicky asistovanej extrakcie, mikrovinne
asistovanej extrakcie alebo extrakcie na pevnej faze. Na extrakciu a jej vytazok ma vplyv
mnozstvo faktorov, predovsetkym vyber rozpustadla, doba extrakcie, teplota, pomer
rozpustadla avzorky ¢i pocet opakovani. Pre dosiahnutie hydrolyzy glykozidov
flavonoidov a nasledné stanovenie celkovych flavonoidov, sa extrakty okysluju
kyselinou chlorovodikovou za sucasn¢ho zavadzania dusika a nasledne inkubuji pri
80-90°C, bezne po dobu 2 hodin. Pouzivand je tiez enzymatickd hydrolyza
(Matilla et al., 2001; Khoddami et al., 2013; Singh et al., 2017).

Detekcia a kvantifikacia flavonoidov v extrakte je mozna mnozstvom metéd. Medzi
najjednoduchsie patria metédy kolorimetrické. Vyuziva sa najéastejSie tvorba komplexu
flavonoidov s AICI; a meranie jeho absorbancie pri 430 nm (da Silva etal., 2015).

Kolorimetrické metody su vacsinou nespecifické pre konkrétny flavonoid a nedosahuju
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vysoku presnost’. Ich vyhoda spociva v nizkych néakladoch, jednoduchosti a rychlosti
merania (Ignat et al., 2011). Moderna pristrojova kvantifikacia je zalozena na separacii
GC alebo HPLC anaslednej detekcii. Pouzitie GC vyzaduje zaradenie roznych
modifikaénych krokov, typicky odstranenie lipidov, hydrolyza glykozidovych
a esterovych vizieb ¢i transformaciu na prchavejsie derivaty. Medzi najpouzivanejsie
sposoby detekcie pri GC patri plameniovy ionizaény detektor (flame ionisation
detector — FID) a MS (Naczk a Shahidi, 2004; Khoddami et al., 2013). Najpouzivanejsie
detektory pri separacii pomocou HPLC su detektor diodového pol'a (diode array
detector — DAD) v UV/VIS oblasti a hmotnostny spektrometer. DAD snima absorbanciu
vzorky v realnom case v celom UV/VIS spektre. Biele svetlo zo zdroja prechadza
prietokovou celou, za ktorou sa rozklada na optickej mriezke. Na kazda z fotodiod
diédového pola dopada Ziarenie o uréitej vinovej dizke, zoslabené absorpciou v cele.
DAD umoziuje tvorbu kniznic spektier, rychle stanovenie absorpéného maxima ci
jednoduchu identifikéciu latok. Medzi d’alSie pouzivané metddy patri elektrochemicka ¢i
fluorescenéna detekcia (Jones, 1985; Stalikas, 2007; Swartz, 2010).

Menej vyuzivané metddy pri analyze flavonoidov su napriklad chromatografia na
tenkej vrstve alebo kapilarna elektroforéza sMS, fluorescenénou alebo UV/VIS
detekciou. Vyhody kapilarnej elektroforézy st predovsetkym vysoké rozliSenie, kratke

analyzy a nizke potrebné objemy vzoriek a reagencii (Stalikas, 2007; Singh et al., 2017).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Acetonitril (Biosolve, Franctzsko)

D-fruktéza (Lach-Ner, Ceska republika)

D-glukéza monohydrat (Lach-Ner, Ceska republika)

Disodna sol kyseliny etyléndiaminotetraoctovej, dihydrat (EDTA; Lach-Ner, Ceska
republika)

Fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF; Sigma-Aldrich, USA)
Hydrogénfosforecnan sodny, dodekahydrat (VWR International, Belgicko)
Inulin (Megazyme, Irsko)

Izopropylalkohol (Penta, Ceské republika)

Kvercetin dihydrat (Extrasynthese, Franctizsko)
Kvercetin-3,4'-O-diglukozid (Extrasynthese, Franctzsko)
Kvercetin-4'-O-glukozid (Extrasynthese, Franctzsko)

Kyselina citronova (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina mravc¢ia (Merck KGaA, Nemecko)

Metanol (Honeywell, Nemecko)

Mili-Q voda (laboratorium Centra regionu Hana)

Octan sodny trihydrat (Lach-Ner, Cesk4 republika)

Sachar6za (Lach-Ner, Ceska republika)

Sephadex G-25 (Pharmacia AB, Svédsko)

3.1.2 Pristroje a pomocky

96-jamkové dosticky s tesniacou foliou WebSeal (Thermo Fischer Scientific, USA)
Analytické vahy XA 110/2X (Radwag, Pol’'sko)

Centrifuga 5804 R (Eppendorf, Nemecko)

Centrifugacné filtre Centriprep 10 kDa cut-off, 15 ml (Merck Milipore, USA)
Centrifuga¢né skimavky 15 ml a 50 ml (Corning, Mexiko)

Centrifugacny koncentrator CentriVap (Labconco, USA)

ELSD detektor 3300 (Alltech, USA)
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Chromatografickd koloéna Kinetex EVO C18 s predkolonou (150 x 2,1 mm, 2,6 um;
Phenomenex, USA)

Chromatograficka kolona Rezex RCM monosaccharide Ca2+ (8 %) s predkolonou
(300 x 7,8 mm, 8 um; Phenomenex, USA)

Injekené striekacky 2 ml (B. Braun, Nemecko)

Kvapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 s detektorom diédového pola (Thermo
Fischer Scientific, USA)

Kvapalinovy chromatograf Smartline (Knauer, Nemecko)

Lyofilizator BETA 1-8 LD plus (Christ, Nemecko)

Oscilacny mlyn MM 400 (Retsch, Nemecko)

pH-meter CX505 (Elmetron, Pol'sko)

Pipety (Labnet, USA)

Predvazky (Kern, Nemecko)

Sklenené skimavky (12 x 75 mm; Fisherbrand, USA)

Softvér Clarity, verzia 6.1 (DataApex, Ceska republika)

Softvér Thermo Xcalibur, verzia 3.1.66.10 (Thermo Fischer Scientific, USA)
Striekackové filtre CHS Filterpure 0,22pm (Chromservis, Ceska republika)

Suchy kapel’ (Hangzhou Miu Instruments, Cina)

Suchy kapel’ TCDB-01 (Cleaver Scientific, Vel'ka Britania)

Termostat HPLC CROCO-CIL (Ercatech AG, Svajéiarsko)

Ty€ovy mixér DG3 Spiralio (Moulinex, Francuzsko)

Ultrazvukovy kapel’ AU-32 (Argolab, Taliansko)

Vari¢ (Sencor, Ceské republika)

Vortex (VELP Scientifica, Taliansko)

Vortex V-1 plus (Biosan, Litva)

3.1.3 Rastlinny material

V experimentalnej Casti bolo pouzitych desat’ kultivarov Salotky (Allium cepa
var. aggregatum L.) z genetickych zdrojov Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v.v.i.
v Olomouci (Tab. 1). Salotky boli skladované pri kontrolovanej teplote 15°C bez pristupu
svetla. Cast’ 3alotiek z troch kultivarov, vybranych na zaklade vyraznych rozdielov vo
fenotype (Obr. 9), bola na zaklade ¢lanku Benkeblia (2003) v obdobi 12.11.2018 az
19.11.2018 osetrena chladom uskladnenim pri teplote 1°C anasledne premiestnena

K zvy$nému materialu.
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Tab. 1 Pouzité kultivary Salotky

Pol'né ¢islo Odroda Evidenéné ¢islo Pbévod
3000" Gazda 09H0200017 Mad’arsko
3030 landrace (Volbu) 09H0200279 Oppland, Norsko
3090 landrace (Thuringer) 09H0200998 Nemecko
3109" landrace (Thuringer) 09H0200973 Nemecko
3110 landrace (Thuringer) 09H0200974 Nemecko
3111 landrace (Thuringer) 09H0200975 Nemecko
3130 landrace (Cvek) 09H0200994 Rybnicgek, Cesko
3131 landrace (Stencel) 09H0200995 Otice, Cesko
3132 landrace (Dostalek) 09H0200996 Komarno, Slovensko
3133" landrace (POLKIE99 20 44) 09H0200997 Pol’sko

* Kultivary podrobené osetreniu chladom

Obr. 9 Porovnanie fenotypov kultivarov 3000 (vl'avo) a 3109 (vpravo)

3.2 Metédy

3.2.1 Spracovanie rastlinného materialu

Pre analyzu obsahu malych sacharidov a glukozidov kvercetinu bola pocas piatich
mesiacov odoberana reprezentativna vzorka 4 cibul’ jednotlivych kultivarov Salotky.
Cibule boli zbavené vonkajSej suchej vrstvy, nakrajané a lyofilizované. Suchy materiél
bol homogenizovany oscilatnym gulovym mlynom po dobu 2,5 min. pri 25 Hz. Pre
stanovenie aktivity fruktan-1-exohydrolazy boli pouzité Cerstvé cibule zbavené vonkajsej

suchej vrstvy.
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3.2.2 Analyza obsahu malych sacharidov

Metoda analyzy bola prevzata z O’Donoghue et al. (2004) a optimalizovana Dosedélovou
(2018). Pre extrakciu malych sacharidov bol k navazke 10 mg suchej hmoty pridany 1 ml
70% metanolu. Zmes bola vortexovana, 15 mintt sonifikovana v ultrazvukovom kupeli
a centrifugovana (15 min., 20000 g, 20°C). Bolo odobranych 750 upl extraktu do
sklenenych skimaviek. Extrakt bol nésledne odpareny na centrifugacnom koncentratore
pri 40°C. Odparok bol rozpusteny v 750 ul Mili-Q vody, vortexovany a5 minut
sonifikovany. Roztok bol prefiltrovany do 96-jamkovych dosti¢iek pomocou injekénych
strickaCiek a striekaCkovych filtrov. Obsah sacharidov vsetkych kultivarov
Vv jednotlivych mesiacoch bol analyzovany v troch opakovaniach. Od decembra bol
monitorovany aj obsah sacharidov v Salotkéach oSetrenych chladom.

Sacharidy v roztoku boli separované pomocou kvapalinového chromatografu
Smartline na kolone Rezex RCM monosaccharide Ca?* (300 x 7,8 mm, 8 um) pri teplote
80°C. Mobilnu fazu tvorila Mili-Q voda o prietoku 0,6 ml-min.. Na jednu analyzu bolo
davkovanych 10 ul vzorky. Doba analyzy bola 20 min. Separované zlozky boli
detegované pomocou ELSD detektora pri teplote 80°C a prietoku dusiku 2 l.min.™%,
Zhotoveny a trikrat zmerany bol koncentra¢ny rad Standardov sacharozy, D-glukozy
a D-frukt6zy o koncentraciach 0,025; 0,050; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0; 1,7 mg-ml=.

Ziskané chromatogramy boli vyhodnotené v programe Clarity a data spracované
v Microsoft Excel 365 (ver. 1808). Jednotlivé sacharidy boli identifikované na zaklade
retenénych Casov zloziek zmesi Standardov. Z merani koncentra¢ného radu Standardov
bola zhotovend kalibra¢nd rovnica. Obsah fruktdzy a sachardzy bol kvantifikovany z
logaritmov ploch pikov v prislusnych chromatogramoch pomocou rovnic linearnej
regresie. Koncentracie sacharidov v roztoku boli prepocitané na obsah daného sacharidu

v 1 g suchej hmoty.

3.2.3 Analyza glukozidov kvercetinu

Glukozidy kvercetinu boli analyzované metédou popisanou v Caridi et al. (2007)
a optimalizovanou Dosedélovou (2018). Glukozidy kvercetinu boli extrahované z 10 mg
suchej hmoty v 1 ml 70% metanolu. Po vortexovani bola zmes 15 mintt sonifikovana
a centrifugovana (15 min., 20000 g, 20°C). Metanolovy extrakt bol patkrat zriedeny
70% metanolom do sklenenych vialiek. Bol zhotoveny koncentra¢ny rad Standardov

kvercetin-3,4'-O-diglukozidu (QDG), kvercetin-4'-O-glukozidu (QMG) a aglykonu
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kvercetinu (Q) v 70% metanole o koncentraciach 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10;
50 pug-ml?. Kalibraény rad bol zmerany trikrat. Analyzované boli vietky kultivary v troch
opakovaniach pocas piatich mesiacov, od decembra bol obsah glukozidov kvercetinu
monitorovany aj Vv Salotkach osetrenych chladom.

Glukozidy kvercetinu, pritomné v roztoku, boli separované na kvapalinovom
chromatografe Dionex UltiMate 3000, na kolone Kinetex EVO C18 (150 x 2,1 mm,
2,6 um) s predkolonou C18. Analyza trvala 15 minat, davkovanych bolo 10 ul vzorky.
Pouzité boli dve mobilné fazy, A (0,1% vodny roztok kyseliny mravcej) a B (0,1% roztok
kyseliny mravéej v acetonitrile). Prietok mobilnej fazy bol 0,3 ml-min.* s gradientovou
elaciou. V ¢ase 0-2 min. bola mobilna faza zlozena z 5% B, od 2 do 8 min. sa postupne
zvySoval obsah B az na 61,5%. Medzi 8 a 8,1 min. vzrastol obsah B na 100%, medzi
10,1 min. a 10,2 min. klesol obsah B na 5%. Zlozky zmesi boli detegované DAD pri
vlnovej dizke 255 nm.

Chromatogramy boli vyhodnotené v programe Thermo Xcalibur. Podla retenénych
Casov Standardov boli identifikované glukozidy kvercetinu v chromatogramoch
jednotlivych vzoriek. Ich obsah bol kvantifikovany na zaklade kalibracnej rovnice
ziskanej z merani kalibra¢ného radu. Koncentracia roztoku bola prepocitand na jednotky
mg-g* suchej hmoty na zéklade navazeného mnozstva. Ziskané data boli spracované

v programe Microsoft Excel 365 (ver. 1808).

3.2.4 Stanovenie enzymovej aktivity fruktan-1-exohydrolazy

Metdda stanovenia enzymovej aktivity 1-FEH bola prevzata z Benkeblia et al. (2005)
a z Krivorotova a Sereikaite (2014). Enzymovy extrakt bol pripraveny z reprezentativne;j
vzorky Cerstvej Salotky, zbavenej suchych ¢asti. 40 g nakrajanej Cerstvej Salotky bolo za
chladenia Tadom homogenizovanych tyCovym mixérom VO vychladenom
citrat-fosfatovom pufre (pH 6,5; kyselina citronova, hydrogénfosfore¢nan sodny)
s pridavkom 1 mmol-I* PMSF a 5 mmol-I* EDTA. Zmes bola prefiltrovana cez tri vrstvy
gazy a filtrat bol centrifugovany (15 min., 20000 g, 4°C).

K200 pul supernatantu bolo pridanych 800 upl 3% (w/v) roztoku inulinu
v citrat-fosfatovom pufre. Ako slepa vzorka bola pouzitd zmes 200 ul supernatantu
a 800 ul pufru. Nasledne boli roztoky inkubované pri 30°C po dobu troch hodin
a denaturované pri 95°C po dobu 10 minat. Z kazdého kultivaru boli zhotovené tri
vzorky. Pre posudenie hydrolyzy prirodzenych fruktanov v extrakte bol analyzovany aj

neinkubovany roztok blanku.
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Po centrifugacii (10 min., 20000 g, 20°C) bol supernatant desatkrat zriedeny a
prefiltrovany pomocou injekénych striekaciek a striekackovych filtrov do sklenenych
vialiek. Mnozstvo uvolnenej glukozy a fruktozy bolo stanovené metodou HPLC-ELSD
podrla kapitoly 3.2.2.

V ramci experimentu boli testované aj metdody zahustenia enzymového extraktu.
V prvom sposobe bolo pridanych 40 mg Sephadex G-25 k 2 ml extraktu. Zmes bola
vortexovand a po 15 minuatach statia centrifugovand (10 min., 20000 g, 4°C). Druhy
sposob zahustenia vyuzival centrifugacné filtre Centriprep. 10 ml extraktu bolo na

zaklade manualu vyrobcu ultrafiltrovanych centrifugaciou (3 x 30 min., 3000 g, 4°C).
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Analyza obsahu malych sacharidov

V chromatogramoch zmesi Standardov boli na zaklade reten¢ného Gasu identifikované
piky sacharézy (8,6 min.), glukozy (10,6 min.) a fruktézy (13,3 min.; Obr. 10). Z troch

merani kalibra¢ného radu boli pre sacharézu a fruktdozu zhotovené kalibra¢né priamky a

rovnice linearnej regresie po logaritmickej transformacii. Pre sachar6zu mala rovnica

linearnej regresie tvar y = 1,3095x + 4,4472, R? = 0,9996 (Obr. 11); pre fruktozu tvar

y = 1,2338x + 4,2988, R* = 0,9975. Linearny dynamicky rozsah pre sachar6zu a fruktozu
bol 0,025 - 1,7 mg-ml.
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Obr. 11 Kalibra¢na priamka sachar6zy (0,025-1,7 mg-ml™)
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Vysledny obsah sacharidov v jednotlivych mesiacoch so smerodajnymi odchylkami
z troch merani je uvedeny v Tab. 2 a Tab. 3. Obsah glukézy vo va¢sine vzoriek bol podla
predpokladov pod limitom kvantifikacie, kvantifikované boli sacharéza a fruktoza.

Najmene;j fruktézy zo skiimanych Salotiek obsahoval kultivar 3110 so zltou duZinou.
Pocas skladovania vSak utohto kultivaru doslo k najvyraznejSiemu vzrastu obsahu
fruktdzy na viac nez dvojnasobok a sachardzy na 1,4-ndsobok. Vysoky obsah fruktozy
bol zaznamenany v cervenych kultivaroch 3000, 3130 a 3131, pochadzajucich
z Mad’arska a Ceska, t. j. teplejsich oblasti oproti Nemecku &i Pol'sku. Najvyssi obsah
sacharozy, a zaroven nizky obsah fruktézy, bol namerany v kultivare 3133 z Pol'ska.
Jedna sa o kultivar s vyrazne bielou duzinou, ktoré su typicky sladSie a vhodné pre
okamzitd konzumaciu. V Salotkach tohto Kkultivaru, oSetrenych chladom, dochadzalo
K vyraznym zmenam obsahu oboch sledovanych sacharidov. V decembri prudko vzrastol
obsah fruktdzy a mierne aj obsah sachardzy, ¢o moze byt dosledok vyssej metabolickej
aktivity oproti neoSetrenym Salotkam, kde bol pozorovany kontinudlny rast hladiny
sacharidov. V marci bola pozorovana aj rozsiahlej$ia pritomnost’ deliacich sa buniek vo
vnutornych Castiach oSetrenych Salotiek kultivaru 3133 v porovnani s neoSetrenymi.
Osetrené aj neoSetrené Salotky kultivaru 3109 mali priblizne rovnaky obsah sacharézy aj
fruktozy pocas skladovania. Neosetrené Salotky kultivaru 3000 mali vyssi obsah fruktozy
nez oSetrené, obsah sachardzy bol takmer zhodny. V kultivaroch 3109 a 3000 neboli

vyrazné rozdiely v zastipeni delivého pletiva oSetrenych a neosetrenych Salotiek.

Tab. 2 Obsah sachardzy pocas uskladnenia (aritmeticky priemer (n = 3) £+ smerodajna odchylka)

sachardza [mg-g* DW]

pol'né ¢islo november december januar februar marec

3000 81,1 +0,4 92,7+1,9 114,1 £5,9 117,6 £6,9 136,3 +3,7
3030 91,5+2,8 113,2+3,0 97,4 +£5,4 109,6 £ 5,0 109,0 £4,3
3090 85,5+23 84,9+ 6,3 95,9+0,9 103,2 + 8,7 99,0+ 7,4

3109 81,3+0,6 98,5+ 1,0 96,6 £ 7,6 104,2 + 6,4 123,5+ 10,0
3110 89,2 +0,5 84,6 1,9 107,8 £ 5,4 122,7+5,1 126,7 £6,9
3111 69,6 £1,7 101,8 £ 1,7 96,4 £9,9 100,7 £ 4,4 92,6 £10,8
3130 75,1 +0,4 94,0+ 2,8 106,7+2,7 108,7+9,2 999+ 4,6

3131 91,5+6,9 108,2 +£3,2 117,2+3,1 112,7+2,9 117,5+2,8
3132 86,5+2,6 1043 +7,4 116,6 £ 3,4 1259+ 1,7 1153+1,5
3133 109,6 £ 3,6 103,7 £ 0,7 120,2 £2,5 121,0+ 2,4 135,9+£3,0
3000" 96,4+ 1,7 105,1 +3,7 111,7+3,7 1359+ 1,8
3109" 97,4 £6,6 101,4+44 108,0+2,9 116,1 £4,0
3133" 1249+ 2,9 954 +3,1 120,2+ 4,4 904 +5,5

* Kultivary podrobené o$etreniu chladom
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Tab. 3 Obsah fruktozy pocas uskladnenia (aritmeticky priemer (n = 3) + smerodajna odchylka)

fruktoza [mg-g* DW]

polné ¢islo  november december januar februar marec
3000 70,8 £ 1,6 113,1£3,2 128,6 £5,9 137,9 £ 8,5 145,9+4,1
3030 57,9+3,8 85,6 £2,1 94,0+ 5,6 117,7+7,7 135,3+3,1
3090 729+2,1 86,5+4,5 109,4 +£3,0 85,4 £ 10,5 121,6 £ 10,9
3109 76,9 + 0,9 110,4+0,9 109,3 £ 10,0 82,2+ 6,7 1434 +11,5
3110 45,1+ 1,7 59,4 +2,1 88,7+4,6 86,8 £3,0 108,6 + 6,4
3111 64,7+ 0,5 111,94+ 0,9 114,7 £ 15,6 104,3 £ 5,1 99,3+44
3130 82,0+ 1,7 118,0+£2,3 126,0 £2,1 131,5+ 13,0 150,0 £ 8,7
3131 91,5+6,2 153,3+14,9 169,0 £ 5,6 169,8 + 6,1 146,1 £ 2,7
3132 61,6+29 113,3+7,2 129,94+ 2,3 119,8 £4,2 131,1 £4,1
3133 66,4+ 1,2 93,1+1,6 107,7+2,7 89,3+ 1,6 822+273
3000° 100,6 £ 1,5 81,4+3,3 103,0 £2,5 91,8 +2,2
3109° 115,9 £ 10,1 95,3+4,0 98,4+ 5,1 135,3+3,5
3133° 140,3+4,9 105,9 +4,5 130,7+£ 3,2 112,1+5,4

* Kultivary podrobené oSetreniu chladom

Vel'mi nizky obsah glukdzy a naopak vyznamné zastipenie sachardzy a fruktozy v
Salotke s v sulade s pracou Ariyanti et al. (2018), ktori stanovili obsah sacharidov
v salotkach z Vietnamu a Indonézie v dvoch vegetaénych obdobiach. Obsah sacharidov
je premenlivy a do vel'kej miery zavisly na pocasi v danom vegetatnom obdobi, ako aj
na genotype, manipuldcii po zbere a teplote a vzduSnej vlhkosti pri skladovani.
V porovnani s cibulou ma Salotka vyssi obsah sachardzy a fruktdnov, je odolnejSia voci
vplyvom prostredia a skodcom a ma kratSie vegetacné obdobie. Pestuje sa vSak len
vV obmedzenom mnozstve, s ¢im stvisi aj jej vysSia cena. Selekciou vhodnych odrod pre
pestovanie alebo Sl'achtenie by bolo mozné znizit’ ndklady na pestovanie a skladovanie,
obmedzit’ pouzivanie postrekov a zvysit’ trvanlivost’.

Vo vzorkach bolo pozorované vysoké zastipenie neznamych analytov s retenénym
Casom medzi 6 a 8 min (Obr. 12). Vzhl'adom na reten¢éné Casy, intenzitu signalu a typ
pouzitej kolony pri HPLC sa da predpokladat, ze nezndme analyty si predovsetkym
fruktany. Obsah sacharidov v jednotlivych kultivaroch koreluje radovo s diplomovou
pracou Dosedélové (2018), ktord stanovila obsah sacharézy, fruktézy a glukozy v 87
kultivaroch Salotky za ucelom charakterizacie genetickych zdrojov, Co je dolezité pre
d’alSie uplatnenie v slachteni a selekcii vhodnych odrod pre pestovanie. Ked'ze vSak neslo
0 Cerstvo zozbierané Salotky, ale o Salotky v dormancii, bolo dolezité objasnit’ aj zmeny
Vv ich zloZeni pocas skladovania pri kontrolovanej teplote, nakol'’ko to méze mat’ dopad

na konecnu aplikovatel'nost’ dat.
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Obr. 12 Chromatogram vzorky kultivaru 3000 z januara

Celkovo mal obsah sacharozy aj fruktozy pocas skladovania mierne stipajuci trend
u vacsiny kultivarov. Dynamika fruktdzy je v stilade s ¢lankom Benkeblia et al. (2005),
dynamika sachar6zy mala opacény trend ako Vvtejto publikacii. Rovnako
Yaguchi et al. (2008) uvadzajt pokles obsahu sachar6zy po¢as dlhodobého skladovania.
Sharma et al. (2015) pozorovali pomerne stabilni hladinu fruktézy a rastucu hladinu
sachar6zy pocCas 6 mesiacov skladovania. Tieto prace su ale zamerané na cesnak
cibulovy, t. J. cibul'u kuchynski, nie na Salotku, takze nie je mozné vysledky uplne
porovnavat’ v dosledku rozdielneho zloZenia.

Sledovanie dynamiky sacharidov konkrétnej odrody vo viacerych vegetanych
obdobiach umoziuje ur€it, ¢i je dand odroda vhodna pre okamziti konzumaciu, susenie,
alebo dlhodobé uskladnenie. Ked’ze obsah sacharidov medzi vegetaénymi obdobiami je
premenlivy (Ariyanti et al., 2018) azavisi od mnozstva faktorov, nie je vhodnym
markerom pre ur¢enie konca dormancie. Inym potencialnym markerom konca dormancie
Salotieck by mohla byt redistribucia fruktanov z duziny cibule do podcibulia pred

zaciatkom klicenia (Ohanenye et al., 2019).
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4.2 Analyza glukozidov kvercetinu

Na zaklade retenénych casov bol Vv chromatografickom zazname (Obr. 13)
identifikovany pik QDG (5,4 min.), QMG (6,22 min.) aQ (7,21 min.). Z merani
kalibra¢ného radu v troch opakovaniach bola zhotovena kalibra¢na priamka s rovnicou
linearnej regresie pre QDG (y = 29466x - 4035,27; R? = 1,0000; Obr. 14), QMG
(y=74112,4x - 11264,8; R?> = 1,0000) a Q (y = 111495x - 21597,5; R? = 0,9999).
Linearny dynamicky rozsah pre QDG a Q bol 0,5-50 pg-ml?, pre QMG 0,1-50 pg-mi?.,
Obsah QDG a QMG vo vzorkach bol kvantifikovany z ploch pikov, pouzitim rovnic
line4rnej regresie. Priemerny obsah QDG a QMG z troch merani a smerodajné odchylky
st uvedené v Tab. 4 a Tab. 5.

Najvacsi obsah QDG aj QMG bol pozorovany v kultivare 3030, pochadzajicom
Vynimo¢ne nizky obsah QMG bol pozorovany aj v zltom kultivare 3110. Dynamika
obsahu QDG bola medzi kultivarmi premenliva. V kultivaroch 3000, 3130 a 3133 a bol
obsah QDG relativne staly. Kultivary 3030, 3109 a 3110 sa vyznacovali zvySenou
hladinou QDG vV januari a februari, nasledovanou poklesom na pévodné ¢i nizsie hodnoty
v marci. V zvyS$nych kultivaroch bola pozorovana fluktuacia obsahu QDG bez
viditeI'nych trendov. U kultivarov 3109, 3111, 3133 a 3131 bol zisteny pokles obsahu
QMG pocas skladovania. ZvySné kultivary mali hladinu QMG pomerne stalu.

Chladom oSetrené Salotky kultivarov 3000 a 3133 mali od decembra vyrazne vyssiu
hladinu QDG a QMG ako neosetrené. V zltom kultivare 3109 bol vyssi obsah QDG
a QMG v osetrenych Salotkach pozorovany az od februdra. Zmeny QDG a QMG
Vv oSetrenych a neoSetrenych Salotkdch daného kultivaru mali priblizne rovnaké trendy.
Z tychto vysledkov je mozné tvrdit’, Ze oSetrenie chladom, aj ked’ nemalo vel’ky vplyv na
uvolnenie z dormancie, zvysilo obsah glukozidov kvercetinu v $alotkach. Tento narast je
sposobeny pravdepodobne stresom z chladu, ktory indukuje tvorbu ROS. Chladné
podnebie Norska moze byt dovod, pre¢o ma prave kultivar 3030 najvyssi obsah QDG
a QMG. Tieto zavery si v sulade so Sharma aLee (2016), ktori zistili, Ze cesnak
cibulovy, skladovany pri 4°C, obsahuje vidc¢sie mnozstvo glukozidov kvercetinu nez

cesnak cibul'ovy skladovany pri 10°C a 25°C.
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Obr. 14 Kalibra¢na priamka kvercetin-3,4"'-O-diglukozidu (QDG)
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Tab. 4 Obsah kvercetin-3,4'-O-diglukozidu pocas uskladnenia (aritmeticky priemer (n = 3) +
smerodajna odchylka)

kvercetin-3,4'-O-diglukozid [mg-g* DW]

pol'né ¢islo november december januar februar marec
3000 6,72+0,24 6,54 +0,38 6,80 + 0,46 7,05+ 0,28 7,56 + 0,53
3030 8,81 £0,51 8,42+ 0,12 10,65 + 0,58 10,55 +£0,43 8,39 +0,17
3090 5,73+0,19  5,83+0,13 7,25 +0,37 5,04 £ 0,63 6,45+ 0,30
3109 6,86 0,08  8,45+0,35 6,91 £1,21 7,55+ 0,02 4,72 £0,41
3110 411+0,06 3,90+014  5,01+0,23 4,65+0,12  3,47+0,11
3111 8,73+0,54 5,48+£0,10 6,17 +0,76 6,64 + 0,14 7,00 + 0,14
3130 7,36 £0,17 6,61 £0,91 7,84 £1,40 7,31 +0,19 7,12+ 0,39
3131 7,38+0,14 5,79 +£0,39 5,68 = 0,05 7,20+ 1,04 4,70 £ 0,12
3132 6,77+ 0,27  8,07+0,25 6,80+ 0,25 7,50+0,18 6,48 £ 0,12
3133 3,19+0,10 2,31+£0,04 2,76 £ 0,06 2,52 +£0,03 1,85+0,15
3000" 8,21 £0,29 10,05 £ 0,27 6,96 + 0,47 8,97 + 0,35
3109" 6,47+ 0,48 7,36 £0,22 10,29 £ 0,52 7,04 +£ 0,24
3133° 3,87+ 0,06 3,30+0,19 4,25+0,29 4,72 +0,32

* Kultivary podrobené oetreniu chladom

Tab. 5 Obsah kvercetin-4'-O-glukozidu poc¢as uskladnenia (aritmeticky priemer (n = 3)
smerodajna odchylka)

kvercetin-4'-O-glukozid [mg-g™* DW]

pol'né ¢islo november december januar februar marec
3000 1,27 £ 0,05 1,17+ 0,07 1,06 + 0,07 1,06 + 0,05 1,32 + 0,09
3030 1,72+ 0,10 1,67 + 0,02 1,98 £ 0,11 1,87 £ 0,08 1,64 + 0,04
3090 0,98 + 0,03 1,07 +£ 0,02 1,19 + 0,06 0,76 = 0,09 1,06 + 0,04
3109 1,16 £ 0,01 1,29 + 0,05 1,06 0,18 1,00 + 0,01 0,74 + 0,06
3110 0,52 + 0,00 0,49 + 0,01 0,64 + 0,03 0,47 + 0,02 0,49 + 0,01
3111 1,54 +0,13 0,74 +£ 0,01 0,95+ 0,10 0,98 + 0,02 1,06 + 0,02
3130 1,17 +£ 0,04 1,14+ 0,14 1,15+ 0,19 1,19+ 0,02 1,33+ 0,12
3131 1,40 = 0,03 1,00 + 0,06 0,90 + 0,01 1,15+ 0,16 0,69 + 0,02
3132 1,20+ 0,13 1,53 +£0,05 1,14 + 0,05 1,18 £ 0,03 1,24 + 0,02
3133 0,81 +0,03 0,44 + 0,01 0,53+ 0,01 0,47 £ 0,01 0,37 + 0,03
3000° 1,56 + 0,05 2,08 £0,07 1,08 £ 0,08 1,50 + 0,09
3109° 0,98 + 0,07 0,93 + 0,03 1,30 £ 0,06 1,14 + 0,03
3133° 0,91 + 0,02 0,65 + 0,04 0,79 £ 0,08 1,03 + 0,08

* Kultivary podrobené oSetreniu chladom
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Vo vzorkach nebola detegovana aglykonicka forma kvercetinu (Obr. 13), pretoze
pouzita suchd hmota neobsahovala povrchové suché vrstvy Salotky, v ktorych sa
nachadza popri glukozidoch aj aglykon kvercetinu, ¢o je v stilade s Beesk et al. (2010),
ktori sledovali distribuciu QDG, QMG a Q Vv povrchovych, strednych a vnutornych
(kli¢iacich) Castiach cibule metodou HPLC-DAD.

Vysledné koncentracie glukozidov kvercetinu rddovo zodpovedaju hodnotam v praci
Dosed¢lovej (2018).Vyssi obsah QDG ako QMG koreluje s Price et al. (1997).
Sharmaetal. (2015) analyzovali obsahové latky v roznych castiach cibule pocas
7 mesiacov uskladnenia v kontrolovanych podmienkach pri 21-23°C. Pozorovali,
rovnako ako Vv tejto praci, vysSiu koncentraciu QDG ako QMG, mierny narast QDG
a takmer konS$tantny obsah QMG. Major et al. (2018) sledovali, okrem iného, aj
zastupenie QDG a QMG Vv Salotkéach z Chorvatska, v ktorych ur¢ili, Ze obsahuji rovnaké
alebo vyssie mnozstvo QMG ako QDG, &o je v rozpore s vysledkami tejto prace. Slo viak
0 genotypy subtropické, ktoré neboli v tejto praci skimané. Vacsina vyskumu glukozidov
kvercetinu v A. cepa je zamerana na cibul'u a nie na alotku. Salotka obsahuje vicsie
mnozstvo QDG ako cibul’a a porovnate'né mnozstvo QMG (Dosedé€lova, 2018).

Rovnako ako obsah sacharidov, aj obsah kvercetinu a jeho glukozidov je vyrazne
ovplyvneny poveternostnymi podmienkami vo vegetatcnom obdobi, stresom,
manipulaciou po zbere a podmienkami pri skladovani. V ¢ervenych odrodach je typicky
vyssi obsah glukozidov kvercetinu. Ukoncenie dormancie nie je priamo spdjané so
zmenou obsahu kvercetinu a jeho glukozidov, neovplyviiuju ho vyrazne ani vzajomné
premeny a metabolizmus sacharidov. PoCas dormancie sa vSak meni hladina QDG
a QMG v salotkéch, ¢o ma, rovnako ako pri malych sacharidoch, vplyv na charakterizaciu
genetickych zdrojov a ich d’alSie vyuzitie. Obsah glukozidov kvercetinu bol vyhodnoteny
ako nevhodny marker dormancie, z dovodu relativne malych a nepravidelnych zmien
pocas skladovania, ktoré priamo nesuvisia s hlavnymi metabolickymi procesmi pri

klic¢eni.
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4.3 Stanovenie enzymovej aktivity fruktan-1-exohydrolazy

V chromatogramoch boli identifikované piky sacharozy a fruktdozy na zaklade ich
retencnych casov. Pik sachar6zy splyval s pikmi prirodzenych fruktanov a pridaného
inulinu, preto nebolo mozné obsah sachardzy kvantifikovat’ (Obr. 15). Obsah fruktozy
v inkubovanej slepej vzorke, neinkubovanej slepej vzorke a v realnych vzorkach bol
stanoveny podla rovnice linearnej regresiec po logaritmickej transformacii
(y = 1,2546x + 4,5374; R = 0,9972). Oproti slepym vzorkdm nebola pozorovana
vyznamna zmena obsahu fruktozy (Tab. 6). Na Obr. 16 st porovnané velkosti pikov
oboch slepych vzoriek a priemeru merani realnych vzoriek jednotlivych kultivarov.
Nebola teda detegovana Ziadna enzymova aktivita po€as dormancie ani pred jej koncom,
¢o naznacuje chybu v metdde.

Zahustenie roztoku pridavkom Sephadex G-25 bolo u¢inné, ale tymto spdsobom
nebolo mozné oddelit’ necistoty, ktoré boli pritomné v roztoku aj po centrifugovani a
spdsobovali nepresnosti pri pipetovani. Necistoty, V kombinacii s nutnym chladenim na
4°C, vyrazne znizovali U€innost’ centrifugacnych filtrov, ktoré nie st vhodné pre husté
roztoky. Necistoty sa nachadzali, napriek filtracii cez strickackové filtre, aj vo vzorkach
pre HPLC-ELSD, kde spdsobovali upchavanie predkolony, narast tlaku a, v niektorych

pripadoch, znehodnotenie vzorky.
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Obr. 15 Chromatogram vzorky kultivaru 3131 z februara po inkubAcii

42



200

-
a1
o

100

odozva detektoru [mV]

[ox)
o

0
12 12,5 13 13,5 14 14,5 15

retencny cas [min.]

Obr. 16 Porovnanie pikov fruktézy z chromatogramov inkubovanej slepej vzorky (modra),
neinkubovanej slepej vzorky (Cierna) a aritmetického priemeru troch merani realnych
vzoriek (Cervend) kultivaru 3131 z februara

Tab. 6 Porovnanie koncentracii fruktoézy v neinkubovanej slepej vzorke (A), inkubovanej slepej
vzorke (B) a vzorkach kultivarov (aritmeticky priemer (n = 3) & smerodajna odchylka)

fruktoza [mg-ml™]

december februar
o 4w slepa slepa vzorka slepa slepa vzorka
polné Eislo vzorka A vzorka B kultivaru vzorka A vzorka B kultivaru

3000 0,140 0,144 0,139 + 0,004 0,169 0,172 0,201 + 0,008
3030 0,088 0,110 0,108 + 0,023 0,206 0,187 0,183 £ 0,011
3090 0,118 0,106 0,109 £ 0,016 0,229 0,234 0,196 + 0,007
3109 0,119 0,103 0,132 + 0,004 0,175 0,182 0,185 + 0,003
3110 0,083 0,077 0,080 + 0,008 0,126 0,139 0,138 £ 0,001
3111 0,137 0,153 0,150 + 0,004 0,156 0,106 0,133 + 0,004
3130 ¥ i I 0,242 0,215 0,202 + 0,003
3131 0,175 0,188 0,197 £ 0,033 0,235 0,238 0,228 + 0,007
3132 0,094 0,113 0,138 £ 0,014 0,202 0,153 0,194 + 0,003
3133 0,100 0,103 0,104 £ 0,001 0,137 0,131 0,132 + 0,025

3000" 0,094 0,109 0,117 £ 0,004 0,168 0,137 0,178 £ 0,012
3109" 0,159 0,168 0,165 + 0,002 0,243 0,235 0,225+ 0,014
3133" 0,112 0,112 0,129 £0,016 0,123 0,114 0,119 + 0,003

* Kultivary podrobené o$etreniu chladom
¥ Znehodnotena vzorka
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Analyza aktivity 1-FEH nebola uspe$nd, zmeny obsahu fruktdézy oproti slepym
vzorkam boli prili§ malé a nepravidelné. Aktivita nemohla byt' spolahlivo urena aj
z dovodu Castej kontaminacie vzoriek necistotami, nizkej rozpustnosti inulinu v pufre,
inhibicie 1-FEH fruktozou pritomnou v extrakte, vysokej ceny analyz, ¢asovo naro¢ného
postupu a s tym suvisiacim rizikom proteolyzy. Boli otestované aj moznosti filtracie
a zahustenia extraktu, ale nepodarilo sa tplne odstranit’ neéistoty, preto neboli tieto
zahustené extrakty dalej pouzivané. Vzniklo aj riziko poSkodenia vybavenia,
predovsetkym HPLC kolony. Znecistenie extraktov mohlo byt sposobené fruktdnmi,
ktorych je v Salotke vysSie mnozstvo nez v cibuli, a ktoré boli detegované aj pomocou
HPLC-ELSD. Nakolko nebola pozorovana ziadna endogénna aktivita Vv zaiatkoch
experimentalnej ¢innosti, nebolo vyhodné pokracovat’ v pravidelnych analyzach, ked’ze
bola spochybnena funkénost’ a spolahlivost metody. Napriek tomu boli vyhotovené
analyzy aktivity 1-FEH pocas dormancie a pred jej koncom pre vSetky kultivary.

S ohl'adom na vysledky dynamiky malych sacharidov, ktorych obsah priamo zavisi od
aktivity fruktdnexohydrolaz a fruktozyltransferdz, je mozné predpokladat, Ze aktivita
1-FEH nevzrastla pocas skladovania prudko, ako uvadza Benkeblia et al. (2005). Pocas
skladovania nebolo ani pozorované klicenie, ktoré podl'a Benkeblia (2003) nastalo
u cibule oSetrenej chladom uz po 6smich tyzdnoch od uskladnenia. Hypotéza, Ze oSetrenie
chladom vyrazne urychli kli¢enie $alotiek, sa teda nepotvrdila. Dovodom mdze byt kratke
trvanie oSetrenia, ¢i nevhodne zvolena teplota. Teplota pri skladovani nemusela byt
optimalna pre kli¢enie Salotky, nakol'’ko sa vdcSina publikécii, napr. Benkeblia (2003),
Yoo et al. (1997), nezameriava na Salotku, ale na cibul'u. Tie sice patria do rovnakého
druhu, no optimélne trvanie a teplota o$etrenia chladom, skladovacie podmienky a dizka
dormancie sa mézu vyrazne liSit. Buduce smerovanie vyskumu by mohlo viest
k optimalizacii tychto podmienok a stanoveniu ideéalnej teploty a vzdusnej vlhkosti pri
skladovani za Gi¢elom prediZenia trvanlivosti, alebo naopak, urychlenia kli¢enia.

Metoda v Benkeblia et al. (2005) vyuzivala ako rastlinny material letny kultivar
A. cepa var. cepa cv. Tenshin, ktory obsahoval fruktany s nizkym DP, teda nemuselo
dojst’ k tak rozsiahlemu ovplyviiovaniu experimentu pritomnymi fruktanmi, ako v tejto
praci. Vyuzivala navySe, oproti metdde z Krivorotova a Sereikaite (2014),
aj centrifugacné filtre, ktoré sa ukazali byt neefektivne pre enzymové extrakty Salotky.

Pre d’al$iu analyzu 1-FEH by bolo potrebné optimalizovat’ extrakéni metdodu na
pouzitie so Salotkami a zvolit' iné metddy zahustenia a filtracie, napriklad gélovi

chromatografiu, vysol'ovanie alebo dialyzu.
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5 ZAVER

Bakalarska praca bola zamerana na sledovanie dynamiky malych neStruktirnych
sacharidov metodou HPLC-ELSD adynamiky glukozidov kvercetinu metédou
HPLC-DAD pocas piatich mesiacov Vv desiatich kultivaroch salotky (Allium cepa
var. aggregatum L) z genetickych zdrojov. Dal§im cielom bolo sledovanie enzymovej
aktivity fruktan-1-exohydrolazy v $alotke metéodou HPLC-ELSD. Ciastkovym ciel'om
bolo porovnanie salotiek oSetrenych chladom s neoSetrenymi Salotkami. Ziskané data boli
vyuzité na zhodnotenie jednotlivych Kultivarov aposudenie aplikovatelnosti
sledovanych parametrov, predovsetkym ako markerov vystupu z dormancie u salotky.

Obsah sachar6zy a fruktozy pocas skladovania mal vo vicsine sledovanych genotypov
mierne stupajuci trend. Obsah glukdzy bol stabilne pod limitom kvantifikacie. Sledovanie
dynamiky sachar6zy a fruktozy umoziuje urcit’ trvanlivost’ a aplikaciu daného Kultivaru.
Nakol'ko sa jedna o vel'mi premenlivy parameter, zavisly od genotypu a podmienok
pestovania a skladovania, bol vyhodnoteny ako nevhodny marker konca dormancie.
Osetrenie chladom nemalo vyrazny vplyv na dynamiku sacharidov.

Pocas skladovania bol v salotkach pozorovany mierny narast
kvercetin-3,4'-O-diglukozidu a takmer konstantny obsah kvercetin-4'-O-glukozidu, tento
trend vSak nebol pritomny vo vSetkych genotypoch. Obsah glukozidov navyse nesuvisi
priamo s metabolickymi procesmi vystupu z dormancie. Preto ho nemozno povazovat’ za
vhodny marker konca dormancie. OSetrenie chladom spdsobilo narast obsahu oboch
glukozidov.

Metdda stanovenia enzymovej aktivity fruktan-1-exohydroldzy sa ukazala byt ako
nevhodna, predovsetkym z dovodu kontaminacie extraktu, neefektivnej filtracie, nizkej
spol'ahlivosti ¢i nedostatocnej optimalizacii metody pre Stadium Salotky.

Nakol’ko vicsina vyskumu Vv tejto oblasti je zamerana na $tidium cibule, nie Salotky,
budtce smerovanie vyskumu by mohlo viest’ k optimalizacii podmienok (predovsetkym
teploty, vzdusnej vlhkosti a svetelného rezimu) pri oSetreni chladom a skladovani za
ucelom oddialenia, alebo naopak, urychlenia kli¢enia.

Pre d’alSie $tudium enzymovej aktivity fruktan-1-exohydrolazy je nutné optimalizovat’
postup extrakcie azaviest iné filtratné a purifikacné kroky, napriklad gélova
chromatografiu, vysol'ovanie alebo dialyzu. Vhodny marker konca dormancie pre d’alsi

vyskum je redistribucia fruktanov do podcibulia pred zaciatkom klicenia.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

1-FEH
1-FFT
1-SST
6-SFT
ABA
ACSO
DAD
DAHP
DP
DW
ELSD
EPSP
HPAEC
LPH
ROS
UFGT
QDG
QMG

fruktan-1-exohydrolaza
fruktan:fruktan-1-fruktozyltransferaza
sacharoza:sachar6za-1-fruktozyltransferaza
sacharéza:fruktan-6-fruktozyltransferaza
kyselina abscisova
S-alk(en)yl-L-cysteinsulfoxidy

detektor dibdového pola
3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfat
stupeni polymerizacie

sucha hmota

odparovaci detektor rozptylu svetla
5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat
vysokoucinna anidnova chromatografia
laktaza-florizinhydrolaza

reaktivne formy kysliku
antokyanidin-3-O-glukozyltranferaza
kvercetin-3,4'-O-diglukozid
kvercetin-4'-O-glukozid

aglykon kvercetinu
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