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1. UvOD

Brambory jsou jednou z nejvyznasjich plodin s¥ta, jelikoZ tvdi neopomenutelnou
cast lidské stravy. Podle FAO (2010jedstavuji celosstové priblizné 5,1 % z celkového
piijmu energie. Pokud tuto hodnotu porovname s jingdnoji potravy, je ha podobné urovni
jako napiklad mléko, vejce a ryby, které dohromady pokrié39 % energetickéhaigmu.

Z davodu této vysoké konzumace je nutnéavat brambordm z&aou pozornost,
proto stale probihaji procesy Slesittéto plodiny. Jejich delem je ziskat co nejkvaligjsi
produkt vhodny pro lidskou stravu, ktery je zdradotnezavadny, chutny a zarave
predstavuje zdroj nuiné vyznamnych latek (Skrob, vitaminy). Také je velkgem o
produkci odéid a kultivan, které jsou rezistentniuwi raznym SKidcaim a chorobam, coz
usnadiuje praci zerddélcaim a pisobi roviez jako prevence proti vyskytugnosnych chorob
a skadai.

V rdmci tohoto Sleckhi probihaji pravidelné kontroly obsafak zmirénych nutréné
vyznamnych a Zadanych latek, tak i latek, kteréi megativni dinky na lidsky organismus.
Mezi tyto latky pati steroidni glykoalkaloidy, které jsou v hlizachltkonich odid tvareny
pievazrie solaninem a chaconinem. V bramborach se ale naldaaSkala dalSich alkaldid
které byvaji koncentrovany v jinyckidstech rostliny. Navic k Sle@mi byvaji mnohdy
pouzivany plané druhy rod&olanum, které napomahaji n#iglad ke zvySeni zmimé
rezistence rostlin proti patogam. Tyto plané druhy vykazuji velmi bohatou paletu
glykoalkaloidi, které se po zkeni s kulturni odrdou mohou vyskytnout v generaci
potomki. Z tohoto divodu jsou kontroly obsdintéchto latek nezbythnutné.

Tato prace, ktera je pojata jak@&decka prace, se z@mje na obdobné stanoveni
obsahu glykoalkaloitl v hlizach somatickych hybridbrambor Solanum tuberosum ssp.
tuberosum + Solanum bulbocastanum). Ziskané informace mohou poskytnodegstavu o
kvalité¢ sledovanych hliz pomoci porovnavani s legislatiurpiedpisy a jinymi hodnoticimi

systemy.



2. CiL PRACE

Cilem této prace je vypracovani vSeobecnéltehlpdu poznatk tykajicich se
problematiky glykoalkaloil a nasledné stanoveni obsahu glykoalkdlaid 15 genotyp
somatickych hybrid bramboru $olanum tuberosum + Solanum bulbocastanum) s vyuZzitim
metody HPLC.

DalSim cilem je statisticky zhodnotit ziskand datavysledky hodnoceni za prvé
porovnat s legislativnim limitem, ktery povoluje xmaalni hladinu glykoalkaloidl 200
mg.kg" ¢erstvych hliz, a za druhé hodnocené genotypy itasiét devitibodovou stupnici,
kterou navrhl ziist (1999).



3. LITERARNI RESERSE

3.1. CELED LILKOVITE

Celed lilkovité (Solanaceae) zahrnuje, jak udava Slavik (2000), asi 96trokteré
obsahuiji vice nez 2500 driuhz nichz vice nez polovina je v rodlanum. V této ¢eledi se
vyskytuji jednoleté, dvouleté, viceleté i vytrvdigliny, polokdée, k&e a v tropech i mensi
stromy. Préav v tropickych a v subtropickych pasmeclkt&3tm ve Stedni a Jizni Americe
se lilkovité rostliny vyskytuji nejvice, ale jelikamezi & pati i vyznamné kulturni plodiny,
nalézame je i v mirnych pasmech na obou polokoNadvak a Skalicky, 2009).

Jednim z nejvyznamdjsich drulii, paticich do tétoceledi, je Solanum tuberosum.
Tento druh zaujimétvrté misto v produkci potravin za pSenici, ktikuia ryzi. | dalsi druhy
se hoji vyuZivaji v potravingstvi, jsou to nap druhy roduCapsicum, Lycopersicon a
Physalis. DalSi mozné vyuziti ditych druhi ¢eledi Solanaceae je v Iékdstvi, farmacii a
drogové terapii. Druhy rodWiNicotiana se g@stuji pro tabakovy mmysl. Jiné druhy se
vyuZivaji jako okrasné rostliny, jedna se hap rostliny rod Petunia ¢i Physalis (Slavik,
2000).

Z chemického hlediska je tatteled vyznamné kuli obsahovym latkam, které se
v lilkovitych rostlinach nachéazeji. Jedna se v preéé o jedovaté alkaloidy, ale také o
polyfenoly, flavonoidy, kumariny, taniny, steroidséponiny a sapogeniny, steroidni laktony,

pentacyklické triterpeny a silice (Slavik, 2000).

3.1.1. LILEK BRAMBOR (Solanum tuberosum)

TomsSovic (2000) popisuje rostliny drulSolanum tuberosum L. jako vytrvalé byliny
(v CR se v3ak lilek bramboréptuje jako jednoleta rostlina), které maji sl koreny a
podzemni hlizy. Novak a Skalicky (2009) k tomu dajg Ze tyto hlizy se tid na
oddenkovych vy&cich, tzv. stolonech.

Brambory spolu s obilninamitedstavuji zaklad vyZivy lidstva v mirnych pdsmech a
péstuji se pro podzemni stonkoveé hlizy, které obsahygoké mnozstvi sachatidz nichz
pievazuje Skrob (TomsSovic, 2000). Déale se v hlizéalézaji bilkoviny¢i vitaminy C a B
(Novéak a Skalicky, 2009).

Z davodu zn&ného vyuziti brambor, a to nejen jako zdroje vyZilguveka, ale také
pro krmné dely ¢i praimyslové vyuziti (vyroba lihu, Skrobu), se tato tmst jiZ mnoho let
Slechti za Gelem ziskani pozadovanych vlastnosti. Nutnost tohgechéni popisuji i

Tomoskozi — Farkas et al. (2006), #Ktelodavaji, Zze jednim z éilsowasného Slechni
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brambor je vyvinuti novych odd se zvySenou rezistencidv patogerim a SkKidcim. Také
uvadji, Ze zdroji této rezistence mohou byt planéadgrbrambor. Diky tomuto Sleciti
existuje tedy mnoho kultivarbrambor, které se, jak udava TomSovic (20@6ni podle
zralosti hliz (rané, polorané a pozdni) a podle zgoukonzumni a prmyslove). Pro
hodnoceni kultivar se pouziva bonitai systém, ktery ve své publikaci podréhmopisuje
Vidner et al. (1987).

3.2. OBECNA CHARAKTERISTIKA ROSTLINNYCH ALKALOIDU

3.2.1. CHARAKTERISTIKA ALKALOID U

Definice pojmu alkaloidy se v fibpéhu let mnohokrat gmila. Wink (1997) uvadi, ze
diive byly alkaloidy popisovany pouze jako rostlifvée s heterocyklicky vazanym atomem
dusiku, picemz baze s dusikem vazanynmewayklu byly ozngovany jako pseudoalkaloidy.
Jiné definice byly zaloZzeny na tom, Ze kostra aliil by mela byt odvozena od
aminokyselingi Ze tyto baze maji farmakologické vlastnosti. Ty&sianty byly zjednoduseny
a alkaloidy poté ozrimvany jako vSechny dusik obsahujitirpdni latky, které nejsou jinak
klasifikovany jako peptidy, nebilkovinné aminokysgl aminy, kyanogenni glykosidy,
glukosinolaty, kofaktory, fytohormony nebo priméammietabolity (jako naipklad purinové
nebo pyrimidinoveé baze).

VeliSek a Cejpek (2008) alkaloidy popisuji jako we#arni metabolity obsahujici dusik
Vv negativnim oxidénim stavu, které se nachézeji u 15 — 20 % cévnadjehi rostlin ve
volném stavu, jako soli rostlinnych kyselin, jejiebteryci amidy. Nekteré rostlinné alkaloidy

jsou také kombinovany s cukry ve fa¥rglykosid.

3.2.2. ROZDELENI ALKALOID U

VeliSek a Cejpek (2008) uv&d Ze je znamo vice nez 10000 alkafoid tolika
rozdilnymi strukturami, jako neobsahuje Zadna fkéipina pirodnich produkt. Z tohoto
davodu je velmi slozité alkaloidy rékenit na mensi celky. N&sgji se pouziva deni podle
zakladniho dusik obsahujiciltetzce jejich struktury, &oliv ta je u rkterych alkaloid
mnohem sloZ#jSi, a také podle jejich hlavnich biosyntetickyekkurzof.

Podle &chto zasad dlime alkaloidy do 3 zakladnich skupinérfito skupinami jsou:



a) pravé alkaloidy
b) protoalkaloidy

c) pseudoalkaloidy.

DalSi cleni uvnit téchto ti skupin znazatuje Tab. 1.

Tab. 1.: Pehled alkaloid vyskytujicich se v potravinach (VeliSek a Cejp&Q08 —

upraveno).
Strukturni typy Dilezité ”
(z&kladni kostra) PTELUIPEIG skupiny PIINER)
Pravé alkaloidy
Pyridinové,  arginin, lysin, * alkaloidy nikotin, nornikotin,
piperidinové a ornitin, kyselina | tabaku anatabin, anabasin
pyrrolidinové nikotinova
alkaloidy
* lysin, « alkaloidy piperin
fenylalanin pepe
Pyrrolyzidinové e arginin, * alkaloidy senecionin
alkaloidy isoleucin, leucin] stagku
ornitin, valin,
threonin
Chinolizidinové e lysin * alkaloidy lupanin, lupinin, spartein
alkaloidy lupiny
Chinolinove alkaloidy| « tryptofan, * alkaloidy chinin, chinidin,
kyselina chinovniku cinchonidin, cinchonin
mevalonova
Protoalkaloidy
Kapsaicinoidy * leucin, « alkaloidy kapsaicin,
(vanillylamidy) fenylalanin, paprik nordihydrokapsaicin,

valin, malonyl -
CoA

homodihydrokapsaicin

Pseudoalkaloidy

Purinové alkaloidy |« puriny + alkaloidy kofein, theobromin
kavy, ¢aje a
kakaa
Steroidni  kyselina + alkaloidy solanin, tomatin
(terpenoidni) mevalonova brambor a
glykoalkaloidy rajcat
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3.2.2.1. PRAVE ALKALOIDY
Pravé alkaloidy jsou N — heterocyklické baze, ktggéu odvozené ze stejnych
prekurzofi (VeliSek a Cejpek, 2008).

3.2.2.1.1. PYRIDINOVE, PIPERIDINOVE A PYRROLIDINOVE ALKALOIDY

NejvyznamrjSimi alkaloidy této skupiny jsou z hlediska lidskpoteby pedevsim
alkaloidy tabaku a pép.

NejznangjSim alkaloidem tabakuNjcotiana tabacum a Nicotiana rustica) je nikotin.
Tato latka je pouzivana k ovligni organoleptickych vlastnosti cigaretového i@ jeji
obsah je ukazatelem kvality tabaku. Nikotin v riogttabdku pedstavuje 0,3 — 5 % hmotnosti
susSiny a je vzdy doprovazen nornikotinem, anatabjnanabasinem a dalSimi strukt&rn
piibuznymi vedlejSimi alkaloidy. Z celkovych alkal@idabaku je vSak 95 % tveno
nikotinem.

U skupiny pepovnikovitych rostlin Piperaceae), jako nap. u pepe ¢erného Piper
nigrum) se vyskytuje alkaloid zvany piperin. Jeho obsdtilém¢i cerném pep se pohybuje
v rozmezi 30 — 80 g.kg(Velisek a Cejpek, 2008).

3.2.2.1.2. PYRROLYZIDINOVE ALKALOIDY

V této skupir se nachazi vice nez 250 slenin, z nichZ je okolo 50 % povazovano za
toxické. Vyskytuji se u vice nez desegledi, gicemz nejdlezit¢jSi z nich jsouceledi
bobovité Fabaceae), brutnakovité Boraginaceae) a hwzdicovité @Asteraceae) (VeliSek a

Cejpek, 2008).

3.2.2.1.3. CHINOLIZIDINOVE ALKALOIDY

Tuto skupinu tvéi bicyklické, tricyklické a tetracyklické sekundammetabolity, které
nachazime vé&kterych leguminosach rostlinrieledt Fabaceae. Typické jsou nafiklad pro
lupiny (Lupinus) a jelikoZz vysoké koncentraceichto alkaloidi jsou toxické, mohou
zpisobovat problémy zejména u hospisttgch zvfat pi zkrmovani. Z tohoto wvodu byly
vySlechény odfidy lupin, které obsahuji nizké procento alkalofdeliSek a Cejpek, 2008).

3.2.2.1.4. CHINOLINOVE ALKALOIDY

Tyto alkaloidy jsou také nazyvany terpenoidni i@ alkaloidy a je jich znamo vice

nez 3000. Jsou obsazeny v rostlinac¢hledi tojesovité (Apocynaceae), kultibovité
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(Loganiaceae) ¢i morenovité Rubiaceae). Neékteré alkaloidy z této skupiny jsou pouzivany
pro medicinské dely (VeliSek a Cejpek, 2008).

3.2.2.2. PROTOALKALOIDY
Protoalkaloidy jsou nearomatické aminosieniny odvozené od aminokyselin (VeliSek
a Cejpek, 2008).

3.2.2.2.1. KAPSAICINOIDY

Tyto latky se nachazeji u rostlin rodQapsicum (paprika) zeledi Solanaceae
(lilkovité). Ostrost zndmé& u pladtéchto rostlin je zpsobena akumulaci protoalkaloidu
kapsaicin a jemufjouznych latek, které se souh&énmazyvaji kapsaicinoidy. Tyto sldeniny
jsou si strukturty velmi podobné, lisi se pouze délkou navazanéhovolikovéhoretézce a

tim, zda je&gi neni v tomta‘etzci piitomna dvojna vazba (VeliSek a Cejpek, 2008).

3.2.2.3. PSEUDOALKALOIDY
Pseudoalkaloidy jsou N — heterocyklické baze deawe z jinych prekurzér(nag.

terpenoid nebo purif) (VeliSek a Cejpek, 2008).

3.2.2.3.1. PURINOVE ALKALOIDY

Purinové alkaloidy jsou derivaty xantinu, ktery kan oxidaci purinu. Nejznagsimi
zastupci této skupiny jsou kofein a theobromin.

Kofein se nachazi v zrnech, listech a plodech wie 60 rostlin a vyskytuje se zde ve
smesi s ostatnimi purinovymi alkaloidy. Nejvyzna#pim zdrojem kofeinu jsou kadvova zrna
druhuCoffea arabica. Zelena nezrala zrna obsahuji 0,53 — 1,45 % kofeisusire.

Theobromin je hlavnim alkaloidem kakaovych tdfdheobroma cacao). Tyto boby
obsahuji 0,6 — 3,1 % theobrominu v sgdeliSek a Cejpek, 2008).

3.2.2.3.2. STEROIDNI GLYKOALKALOIDY

Tyto sloweniny jsou zastoupenyiguvazre u celedi lilkovité (Solanaceae), avSak
muzeme je nalézt takédaeledi liliovité (iliaceae) ¢i klejichovité (Asclepiadaceae).

Steroidni glykoalkaloidy jsou v podstatlusikaté analogy steroidnich sapdanidejich
stavba je zaloZzena naftholestanové strukie.

Tyto latky jsou produkovany zacélem ochrany rostliny proti hmyzu, chorobam a

predatoim.
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V bramborach $olanum tuberosum) jsou gitomny dva hlavni glykoalkaloidy,
a — chaconin @& — solanin, které maji spaiey aglykon solanidin.

Hlavnimi alkaloidy rajat (Solanum lycipersicum) jsou o — tomatin, ktery obsahuje
aglykon tomatidin, a — dehydrotomatin, ktery obsahuje aglykon dehydnatixdin.

V baklazanu $olanum melongena) se vyskytuji pevazi  glykoalkaloidy
a — solamargin a — solasonin, jejichz aglykonem je solasodin (\é@Xi& Cejpek, 2008).

3.3. GLYKOALKALOIDY BRAMBOR

Friedman (2004) popisuje glykoalkaloidy jakadirpzere se vyskytujici rostlinné
steroidy, které obsahuji dusik a uhlovodikovy @ostiietzec navazany na 3 — OH pozici,
coz dophuje definici publikovanou Smithem et al. (1996)td definicetika, Ze jde o latky,
které se skladaji z nepolarniho lipofilniho jadreiéného déma spojenymi heterocyklickymi
cykly obsahujicimi dusik, které jeipojeno k polarnimu ve va@drozpustnému trisacharidu.
Seznam nejvyznangjsich alkaloidi shrnul Zhst (2004a) v Tab. 2.

Tab. 2.: Nejvyznam#)Si SGA izolované z listnebo hliz druth Solanum (Zrast 2004a).

Glykosid Aglykon | Sacharidicka ¢ast Struktura
¢-solanin solanidin solatriosa A: R-Gal <Rham/Glu
B-solanin solanidin solabiosa B: R-Gal-Glu
y-solanin solanidin galaktosa C: R-Gal
o-chaconin solanidin chacotriosa D: R-Glu<Rham-a/Rham-b
By-chaconin solanidin chacobiosa E: R-Glu-Rham-a
Bo-chaconin solanidin chacobiosa F: R-Glu-Rham-b
v-chaconin solanidin glukosa G: R-Glu
dehydrocommersonin | solanidin commertetraosa H: R-Gal-Glu=Glu/Glu
demissin demissidin lycotetraosa I: R-Gal-Glu=Glu/Xyl
commersonin demissidin | commertetraosa jako H
solasonin solasodin solatriosa jako A
g-tomatin tomatidin lycotetraosa jako T

R = aglykon; Gal = galaktosa; Glu = glukosa; Rham = rhamnosa; Xyl = xylosa
Symbol “<* v charakteristice struktury sacharidické ¢asti znamena, Ze na substituovany sacharid se vazi
dva dal3i sacharidy (oddélené “/).

Zrist (2004a) ve své préci rasinuvadi, Ze SGA brambor jsou sloZenyizeékladnich
strukturnich slozek. @mito slozkami jsou:

a) polarni hydrofilni sacharidickést

b) nepolarni lipofilni steroidniast

c) heterocyklicka dusikata bazickast.

Alkaloidy brambor jsou mnohdy hromatimzna&ovany jako solanin. Tento nazev je

vSak pouze orientai, jelikoZz se ve skutmosti jedna o skupinu latek, které jsou si vzajemn
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piibuzné svym aglykonem, ktery Kaek (2004) popisuje jako necukernou slozku glykisid
vazanou na cukernou slozku glykosidovou vazbou iadRran (2004) jako steroidrist
glykoalkaloidu, kterd postrada postranni uhlovodikeéetzec. Zist (1999) publikoval, Ze
tento aglykon se u steroidnich glykoalkaloithalezenych v hlizach kulturnich brambor
(Solanum tuberosum ssp.tuberosum) nazyva solanidin (solanin — 5en 8 3 ol). Od tohoto
aglykonu jsou odvozeny n#églad glykoalkaloidy solanin a chaconin. Distl a Wi(2009)
dodavaji, ze v jinychtastech rostliny mohou byt nalezeny i jiné glyko&idy s jinymi
aglykony, jako nap v listech solasonin (odvozen od aglykonu solaspdi solamargin
(odvozen od téhoz aglykonu).

Pokud se jedn& o plané druhy rdghlanum nebo jejich kizence s kulturnimi oddami,
vyskytuje se v niclfada dalSich glykoalkaloida tedy i aglykofi, na jejichz utovani byly
zantieny mnohé studie (Laurila et al., 1996; Distl a WiR2009). Griffiths et al. (2000)
publikovali, Ze aglykony nalezené a identifikovan@lanych drufi Solanum jsou solasodin,
tomatidenol, demissidin a tomatidin. &t (2004a) doplinil tytoityti o acetylleptinidin a
leptinidin.

Bylo také zjiSéno, Ze i kiizeni kulturnich odrd Solanum tuberosum s planymi druhy
rodu Solanum, které probiha n&fklad z divodu zvySeni rezistence pototnkici patogerim,
muze v now¥ vzniklych rostlinach dojit k expresi glykoalkaldickteré se nevyskytovaly u ani
jednoho z rodii (Laurila et al., 1996; Distl a Wink, 2009).

NejvyznamrjSimi glykoalkaloidy bramborovych hliz jsau- solanin ao - chaconin,
které tvdi priblizné 95 % TGA (Smith et al., 1996; &@st, 1997; 2004b; Tomoskodzi — Farkas
et al., 2006; Haase, 2010), nicraénto ¢islo je pouze orientai, jelikoz kugikladu Coria et
al. (2011) nar¥ili, Ze a - solanin aa - chaconin pedstavovaly v jejich pokusech 89 % z
TGA. SloZenia - solaninu ax - chaconinu je patrné z Obr. I. v samostatnyiGlolpach. Tyto
sloweniny vSak existuji také v jinych nez— formach, picemz tyto formy se liSi mnozstvim
navazanych cukernych molekul, jak naghKvasnicka (1998) v Tab. 3. Grafické znazémn
struktury tchto forem solaninu a chaconinu je na Obr. Il. mgstatnych filoh&ch
(Friedman, 2004).
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Tab. 3.: Struktura forem solaninu a chaconinu ututnlho druhu bramboruSolanum

tuberosum L. (Kvasntka, 1998).

Slouc¢enina

Struktura

o-solanin

soladinin + galaktosa + glukosa + rhamnosa

B1-solanin

soladinin + galaktosa + glukosa

[,-solanin

soladinin + galaktosa + rhamnosa

y-solanin

soladinin + galaktosa

soladinin + glukosa + rhamnosa (1) + rhamnosa (2)
soladinin + glukosa + rhamnosa (2)

soladinin + glukosa + rhamnosa (1)

soladinin + glukosa

a-chaconin
B1-chaconin
[>-chaconim
y-chaconin

3.3.1. HODNOCENi OBSAHU GLYKOALKALOIDU V HLiZACH

Pfi hodnoceni obsahu GA je nutné otestovat dostateelké mnoZstvi hliz, aby se
piedeSlo pipadnym chybam ve vysledcich é@viddu nizké reprezentativnosti vzorku.
Kvasnika (1998) uvadi, Ze by seé¢ha odebirat minimalé 15 hliz. Pro nasledné hodnoceni
hladin GA v nich se pouzivajizné systémy, které jsou uvedeny dale.

V Ceské republice plati legislativni limit pro obsdkkgalkaloidi v hlizach kulturnich
odrmid brambor, ktery nesmi bykgkraten z divodu zdravotni nezavadnosti hlizenych ke
konzumaci. Tento limit je 200 mg celkovych glykaalbida na kgéerstvych hliz (Vyhlaska
¢. 305/2004 Sb. ze dne 6. dtwa 2004, kterou se stanovi druhy kontaminujicich a
toxikologicky vyznamnych latek a jejictripustné mnoZstvi v potravinach).

Zrust (1999) navrhnul devitibodovou stupnici pro homkrd obsahu glykoalkalaid
v hlizach se slupkou. Tato stupnice je zndzaanv Tab. 4. Autor uvadi, Ze ddly
ohodnocené jednim bodem by se #bmpéstovat, a kuli kolisani GA v hlizach

nedoporduje ani gstovani oditd ohodnocenyché¢mi body pro konzumniceély.

Tab. 4.: Rozmezi obsahu glykoalkaloi@rast, 1999).

Obsah GA v mg.kg'l * Body
Velmi nizky <350 9
Nizky 50-79 7
Stiedni 80 —159 5
Vvsoky 160 — 200 3
Velmi vysoky > 200 1

* syrovych hliz se slupkou
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3.3.2. VLASTNOSTI GLYKOALKALOID U

3.3.2.1. TOXICITA

Bézrné uznavanym faktem je, Ze glykoalkaloidy jsou toédatky. Jsou toxické pro
zvitata i cloveéka. Bylo zjiS€no, Ze u mySi 2zpsobuji abnormalni 2¥Sovani
jater/hepatomegalii (Friedman et al., 2003) Zab deformace a uhyny (Rayburn et al., 1995).
U clovéka zpisobuji Sirokou Skalu fiznaki, mezi které péi poruchy zazivaciho traktu
(bolesti kricha, zvraceni, @ijem), zmatenost, halucinacé&st&éna paralyza, ie¢e, koma a
dokonce i smrt (Smith et al.,, 1996). Dletgra (1999) je jejich toxicita Zigobena déma
faktory. Prvnim z nich je, Zetpobi na centralni nervovy systém tim, Ze inhibujzyen
cholinesterazu, ktery, jak publikovali Smith et é.996), je zodpasdny za hydrolyzu
neurotransmiteru acetylcholinu. Druhym faktorem mdjnym za toxicitu GA je dle Zista
(1999) to, Ze poSkozuji strukturu gnych membran a tim i travici trakt a dalSi tkan
V disledku poSkozeni membran nastava hemolyza a krivaceké se zvySuje permeabilita
téchto membran, pokud se dosahné&tarkoncentrace alkaloid ZvySenim této propustnosti
stn nastava &si vstebavani alkaloid strevni sénou, a proto je prawgodobr tak maly
rozdil mezi smrtelnou agtiré prijimanou davkou (4rst, 1999).

Friedman et al. (2003) uv&§d Ze o — chaconin je toxitéjSi neza — solanin, ale
v uréitych pongrech mohou reagovat synergisticky.

Odhadovana nejvyssi hladina TGA, ktera je zdravotrezavadna pro lidskou
konzumaci, je okolo 1 mg.Kgtslesné vahy, toxick& davka se pohybuje okolo 1,75kglgy
télesné hmotnosti a smrtelnd davk&egstavuje piblizng 3 — 6 mg.kg tslesné hmotnosti
(Friedman et al., 2003).

3.3.2.2. POZITIVNI VLASTNOSTI

V kontrastu k&mto negatium zjistili Lu et al. (2010) inhikiini (&inek o - solaninu na
lidské melanomové hiky in vitro. Buiky tohoto typu rakovinového onemdaen byly
v ramci této studie vystavovangznym koncentracim - solaninu a byl sledovan vli¢dhto
mnoZstvi na jejich viabilitu, migraci a schopnosbrpkani extracelularni matrix. Vysledky
ukazaly, Ze koncentrace - solaninu ve vysSi 23 uM #gobila znany pokles viability
nadorovych bukk, coz se¥dci o cytotoxickém psobenio - solaninu na tyto hiky. OvSem
koncentrace pod 18,4 uM viabilitu hiknvyrazré neovlivnila, coz vypovida o tom, Ze
takovéto mnozstvir - solaninu jiz cytotoxicky efekt nema. Obdobné legky vysly i @i

vystavovani normalnich lidskych btkn(keratinocyt a fibroblast) ttmto koncentracim, coz
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ukazuje, Ze mnozstvi 18,4 pd/t- solaninu neni cytotoxické. Auiauvacji, Zze tyto vysledky
nazn&uji zawr, Ze inhibice melanomovych békneni zgisobena cytotoxickymgsobenim
a - solaninu na tyto hiky. F¥i sledovani vlivua - solaninu na migraci melanomovych kkn
bylo prokézano snizeni této migrace o 18,9i¥%kpncentracio. - solaninu 9,2 UM, o 35,6 %
pii koncentracia - solaninu 13,8 uM a o 38,8%i koncentracio - solaninu 18,4 puM.
Schopnost gmiku melanomovych butk skrz extracelularni matrix byla po vystavetdhto
burgk a - solaninu také snizena. @goyly pouzity koncentrace - solaninu 9,2, 13,8 a 18,4
UM a pozorované snizeni bylo o 52,5, 80,2 a 94,8t al. (2010) vidi véchto nalezech
novy terapeuticky potenciél alfa- solaninu v antias¢azové terapii.

B&Zné uvadtnou informaci také je, Zefipb&znych koncentracich (20 — 100 mgkg
cerstvych hliz) se GA podileji na tvarbypické chuti a iné brambor (Ziist, 1999).

3.3.2.3. VLIV GLYKOALKALOID U NA ROSTLINU

Glykoalkaloidy pravépodobr napomahaji rezistenci bramboricv mnohym
patogerim. Vysledky podporujici tuto teorii publikovali T@skozi — Farkas et al. (2006),
ktefi sledovali obsahy GA v otldach brambor, jez vykazaly zfmou rezistenci &ci
patogefim. Tyto obsahy byly porovnavany &ni, které byly narieny u odéd s nizkou
rezistenci. Obsahy GA u rezistentnich tmbrzn&né prevysily obsahy u odd snadno
podléhajicich patogégm. Smith et al. (2001) potvrdilitpdpoklad, Ze glykoalkaloidy maji
odpuzovaci schopnost proti t&lcam, jelikoz ve své studii provédé na hlemyzdiHelix
aspersa L. zjistili, Ze @i podani potravy napudié GA se snizuje krmiva aktivita hleniz.

Nicmére GA mohou mit i jiné &dinky, jako napiklad ovlivreni intenzity fistu rostlin.
Tento jev zkoumali Coria et al. (2011), Ktge svém pokusuifali exogenni glykoalkaloidy
(a-solanin, a-chaconin a aglykon solanidin) stznych koncentracich do média, na kterém
poté rostly pi pokojové teplat 21 °C bramborové explantaty. Mnozstvi GA dodavedona
médii byla 0, 10, 25, 50 nebo 100 uM a vzajemny §dBA byl 45 : 45 : 10 pra. - solanin,
a - chaconin a solanidin, jelikoZ byladgrem zji&no, Ze préy v tomto pordru se tyto latky
v rostlinach nejastji nachazely. Vysledky jasnprokazaly, Zze exogenni glykoalkaloidy
v médiich vyraz# snizovaly schopnostistu semenika, jak doklada Obr. 1. Byl zji8h jasny
negativni vliv GA na prodluzovaciist stonki v zavislosti na koncentraci GA v médiuii P
10 uM doSlo omezeni prodluzovani stonku o 48 % poddech inkubace ve vztahu ke
kontrolam g@stovanym na meédiich bezigavku GA. Ri 50 uM GA v médiu bylo dale
inhibovano prodluZzovani a také doslo k chlorézamhibici rastu kaeni. 100 uM zfisobilo
Uplnou inhibici vyvoje semexiii.
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Obr. 1.: Bramborové sazenigevitro po 45 dnech inkubace v médiuisdanymi GA. Zleva
doprava: 0, 10, 25, 50 nebo 100 mikrotnaielkové koncentrace alkald@gidv pongru
45 : 45 : 10 pra. — solanino — chaconin a solanidin. Sazenice byly usmgty 21 °C. (Coria
et al., 2011)

3.3.3. BIOSYNTEZA A DEGRADACE GLYKOALKALOIDU

Jak uvadi Krits et al. (2007), je znamo jetkalik detaili o procesu biosyntézy a o
faktorech, které reguluji intenzitu tvorby sterdicin glykoalkaloidi (SGA). Biosyntéza SGA
probiha pes tzv. mevalonatovou/isoprenoidni drdhu. Prvnikkisoprenoidni syntézy
katalyzuje enzym 3 — hydroxy — 3 — methylglutarghaymAreduktaza (HMGR). Pogd
enzymy skvalensyntaza (PSS1) a vetispiradien(seesgan)cyklaza (PVS1) katalyzuji prvni
kroky vétveni biosyntetické drahy. Vznikl&twe vedou ke sterdin a nasledhk SGA (Wtev
vznikla pisobenim enzymu PSSZI) k seskviterpenoidnim fytoalexim (wtev vznikla
pusobenim enzymu PVS1)idtlpoklada se, Ze v dalSich krocich isoprenoidnéyitetické
drahy je solanidin (prekurzaer - chaconinu a - solaninu) syntetizovan z cykloartenolep
cholesterol. V za¥ru biosyntézy SGA probiha glykosylace solanidinu zyemy
solanidinglukosyltransferaza (SGT2) a solanidinkfaisyltransferaza (SGT1). SGT1 vede
k tvorbe o — solaninu a SGT2 k tvotla — chaconinu. Tento proces je znazorna Obr. 2.
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Obr. 2.: Schematické znadzém predpokladaného pbéhu biosyntézy SGA. Trojité
Sipky zn&zaiuji nekolik enzymatickych krok (Krits et al., 2007).
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Co se tye degradace glykoalkalaigbyla provedena studie tykajici se rozklagthto
latek v podzemni vad Tuto studii provedli Jensen et al. (2009), pretgiykoalkaloidy se
casto dostavaji dotjoly pomoci vegetativnictasti rostlin¢i brambor zanechanych wigé po
sklizni. JelikoZz brambory jsodasto gstovany v oblastech s pigymi pidami a vysokymi
uhrny srazek, je zde riziko kontaminace podzemrdyvdProto byla sledovana rychlost
degradace. — solaninuo — chaconinu a produkfejich rozkladu ve vo# ziskané z hloubky
3 m pod povrchem pigé piady, ve které byly gstovany brambory. Vysledky ukazaly, ze
a — solanin byl kompleth degradovan éhem 21 dni ax — chaconin ghem 42 dni. Tato
degradace byla pravdodobr zpisobena aktivitou mikroorganigmnachéazejicich se
v podzemni vod piicemz nejprve pradhl rozklad uhlovodikovychéasti a az pozii

aglykonu solanidinu.

3.3.4. FAKTORY OVLIVNUJICi OBSAH GLYKOALKALOIDU
Na obsah glykoalkaloid ma vliv mnoho idiznych faktofi, mezi nimiz nizeme
jmenovat nap to, v jakécasti rostliny se nachazi. Déle tento obsah d@viiiv podminky

pusobici khem fstu dané rostliny @stebni podminky), mezi které gadi klimatické
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podminky (r@nik), vyZziva rostlin, zralost rostlinyipsklizni ¢i odrida, kterou pstujeme.
Obsah GA je ovliven také mechanickym poskozenim a skladovacimi pokmnin
(oswtleni, teplota skladovani).

Zrust (2004a) uvadi, ze faktoryigobici na hlizy mohou ovlivnit obsah GA az o 60 %.

3.3.4.1. VLIV ROZMISTENI GLYKOALKALOID UV ROSTLINE

Zrust (1999) popisuje, Ze glykoalkaloidy byly nalezemnakticky ve vSechiastech
bramboru, konkréthse jedna o listy, stonky, kty, bobule, hlizy a k&ky. Rozdilné jsou
ovSem jejich koncentrace &chto konkrétnicttastech. GA jsou zastoupeny nejvice v zonach
zvySené metabolické aktivity (#st, 1999), jak uvadi Smith et al. (1996) v TabN&mére
rozdily se vyskytuji i mezi jednotlivymi hlizamitasky ¢i listy jedné rostliny a také ve stejné
hlize nebo k¥tu (Zrast, 1999).

Co se tge samotné hlizy, nachazeji se Gegevsim v blizkosti slupky, nejvice ve
vrstw 1,5 mm pod povrchem (Smith et al., 1996). Tutormfaci publikovali také Tomoskozi
— Farkas et al. (2006), kfenicmérg doplnili, Ze u zelenycki klicicich hliz je obsah GA
vysoky také ve vnihich¢astech hlizy.

Smith et al. (1996) v Tab. 5. nazilg jaké jsou giblizné hladiny GA v éznychcastech
rostliny bramboru a hlizy.

Tab. 5.: Hladiny glykoalkaloid v riznych ¢astech rostliny bramboru (Smith et al., 1996 —

upraveno).
Cast rostliny Kolncentrace GA |
(mg.kg~ ¢erstvé hmotnosti)
Kv éty 2150 - 5000
Listy 230 — 1000
Stonky 23-33
Koreny 180 - 400
Horkce chutnajici hlizy 250 - 800
Celé hlizy 10 - 150
Pokozka (2 — 3 % z hlizy) 300 - 640
Slupka (10 — 12 % z hlizy) 150 - 1068
Duznina 12 - 100
Kli ¢ky 2000 - 7300
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3.3.4.2. VLIV PESTEBNICH PODMINEK

Klimatické podminky, ve kterych probihést a vyvoj rostlin, jsou zasadni pro obsah
glykoalkaloidi v téchto rostlinach. Lzeici, Ze vliv €chto podminek (tedy vliv &miku)
vykazuje z pstebnich podminek jeden z négkit¢jSich efekd, jak doklada mnoho studii
zametenych na tento problém (@t, 1997; Fichystalova — Fialkova et al., 1999). Nighad
Zrust (1997) publikoval vysledky, ze kterych vyplyvZe ze sledovanych let byl obsah
glykoalkaloidi velmi vysoky vroce, ve kterém byly brambory pdukoy velkému
srazkovému deficitu a tedy stresuagpbenému suchem. Samotny stres ze sucha ale
nepisobil jednozn&ng, nantiené vysledky byly v interakci s reakcemi adlr

Vliv odridy je proto roviz velmi dilezity, coZ také doklada #st (1997) a dodava, ze
obsah GA v hlizach je geneticky fixovan, a protosirilechtitelé dbat na vybrodicovskych
pari pro Slechini. Fichystalova — Fialkova et al. (1999) ranzjistili statisticky vyznamné
rozdily mezi oditddami, ovSem v kazdém pokusném roce byltagbodfid z hlediska obsahu
GA rozdilné. Nicmé#& praméry z vice let se u odd k sol& blizily.

Prichystalova — Fialkova et al. (1999) ve své sttakié vysledovali, Ze vliv stanovist
mél na obsah GA &sSi vliv nez vliv r@éniku. V této studii byly zaloZzeny polni pokusy na
dvou stanovistich, v Z&ixich u Brna a ve Vat®vé u Havlikova Brodu. Obsah GA vzdy
prevazoval na stanovisti Valev.

DalSim vyznamnym faktorem ovhwujicim biosyntézu GA je UrowevyZivy rostlin.
Zrust (1997) uvadi, Ze z pokiugantienych na vliv dodavanych davek zZivin na obsah GA
vyplynulo, Ze zvySeni davky dusiku &igadré i fosforu ¢i drasliku z@sobuje néaist
celkovych GA v hliz&ch,jxéemZ @i porovnani vyrazé odliSnych davek Zivin jde o fkazné
rozdily. Z €chto pokugé také vyplynulo, Ze nejvyrazj$i vliv ma zvySovani obsahu dusiku,
které kladg ovliviiuje obsaho — chaconinu i — solaninu. Tato zji8hi proto varuji ped
aplikaci vysokych davek dusiku k bramivor. Podobny trend zaznamenalifidhystalova —
Fialkova et al. (1999).

Hogy a Fangmeier (2009) sledovali ve své studii elbohaceni atmosféryipavkem
CO, béhem Kstu brambor naizné vlastnosti hliz. V ramci této studie bylo pro&ado, Ze
CO, vovzduSi ma negativni vliv na obsah GA v hlizadhiznamné negativni vztahy
byly zjiSttny mezi koncentracemi CGOa a — chaconinu ({ nanistu koncentrace CO
v ovzdusi z380 na 550 umol.riolse sniZil obsatu — chaconinu o 12,6 %) a také
u celkovych glykoalkaloiél (pii naristu koncentrace GQv ovzdudi z 380 na 550 pumol.riol
se snizil obsah TGA o 10,8 %). Oproti tomu koncs#ra - solaninu nebyla tak
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vyrazre ovlivnéna arovni CQ (pii nanmistu koncentrace COv ovzduSi z 380 na 550
pmol.mol se sniZil obsah - solaninu 0 6,5 %).

Naopak nebyl prokazan vliv uzivani chemickydfppvki slouzicich k ochranproti
plevelim a plisni bramborové na obsah GA, proto n&slid se obavat jejich pouziti (At,
1997).

3.3.4.3. VLIV SKLADOVACICH PODMINEK

Je Zejmé, Ze deélka skladovani ma na obsah glykoalkalaitlv. Zrast (1997)
publikoval, Ze g skladovani se uiit sledovanych odd brambor obsah GA v prvnicketp
mesicich zvySoval a v dalSiclketh ngsicich naopak klesal a to az t#mma pa@ateni
hodnoty. Namitené rozdily v hodnotach obsahu GA vSak nebylik@zné a autor uvadi, ze
prvotni naist GA mohl byt zpsoben vysSimi teplotami ve skladu naiéu skladovani,
které byly udrzovany zagme z divodu tzv. hojivého obdobi brambor.

Na obsah GA ma vliv i teplota skladovani v kombirgklicenim hliz, jak prokazal ve
svém experimentu Haase (2010). V tomto pokusu byambory poté, co prosly 3 tydny
trvajicim hojivym obdobimip 15 °C, vystaveny teplotam 10 °C, 8 °C a 4 °C.afkvani p
teplo€ 4 °C, které bylo dosazeno pozvolnym ochlazovanamtelem omezeni stresovani
hliz prudkym poklesem teploty, nijak vyrazmeovlivnilo koncentraci GA, aleip10 °C
doSlo k zvySeni této koncentrace. d¢li také vyvolalo ziny v obsahu GA. Pokud byly
pouzity inhibitory kl€eni, nenastaly zémy v obsahu GA, a to aniipteplo€ 8 °C. Z tchto
vysledki je patrné, Ze je nutn&movat zfisobu uskladéni brambor velkou pozornost. Viiv
teploty na obsah GA zjistili jiz idve i Rosenfeld et al. (1995), kiezaznamenali tét
dvojnasobny obsah GA u vzdrkliz skladovanychip 23 °C oproti vzorkm usklad@gnym
pri 5 °C.

DalSim faktorem, kterym je obsah GA v hlizach ostivan, je swtlo. Vliv oswétleni
sledovali Rosenfeld et al. (1995) v pokusu, ve éterbyly hlizy uskladény v obalovych
materialech stiznou propustnosti stla. Obaly, které byly transparentni, byfyzr¢ barevné
pro zjiseni vlivu swtla o tiznych vinovych délkach. V hlizach uskladych v obalech, které
swtlo nepropoudly, byl obsah TGA nejnizsi ze sledovanych. Naopakramsparentnich
obali byl nantien obsah TGA nejvyssi, a to konkrétm modrych (vinova délka 430 nm),
které byly nasledovan§ervenymi (650 nm). Autid vysledky shrnuji tak, Ze brambory by se
mely skladovat pi 5 — 6 °C a nily by byt vyloweny transparentni obaly, aby se zabranilo
naristu obsahu TGA.
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3.3.4.4. VLIV MECHANICKEHO POSKOZENI

Mnoho studii doklada, Ze mechanické poSkozeni htia velky vliv na obsah
glykoalkaloidi v nich. Ziist (1997) provedl experiment, ve kterém byly hlizygstaveny
19 padim z vysky 1 m na ocelové pruty bubnu, ktery bylteken specialé pro tyto &ely.
Hlizy byly béhem tohoto procesu porary do hloubky 2 — 3 mm a misty byla geda slupka.
Poté byl sledovan obsah glykoalkalbicktery byl porovnhavan s hodnotami ngemymi u
neposSkozenych brambor. Doslo kieiu o 136,8 — 164,5 %fipemz obsalw — chaconinu se

zvySoval vice nez obsah- solaninu.

3.3.4.5. VLIV KULINARNICH UPRAV

Zrust et al. (2003) provedli pokus, ve kterém wdgkych a 3 slovenskych adr mexili
obsah glykoalkaloi@l v syrovych hlizach se slupkou, v hlizachteraych ve slupce i bez
slupky, v hranolcich a lupincich. Poté byly riemé hodnoty upravenych hliz porovnavany
se syrovymi hlizami se slupkou. Vysledky ukazaly htizy vaené ve slupce &y o 24,8 %
nizSi obsah GA oproti syrovym hlizam se slupkouz tylo pravdpodobr zpisobeno
vyluhovanim glykoalkaloid, které jsou rozpustné ve wgddo varné lazh U varenych hliz
bez slupky doSlo k gmérnému sniZzeni obsahu GA o 55,7 %, coZz bylo s ngjvys
pravdpodobnosti zfisobeno jednakipdpokladanym sikjSim vyluhovanim &chto latek do
vody, ale hlava samotnym odstramim slupky, ktera obsahuje vysSi hladiny GA neZleby
¢asti hlizy. U hranolik bylo pozorovano snizeni obsahu GA o 46,1 %, nanedd vliv taktéz
oloupani slupky, dale vyluhovani GA #lenych hliz do oplachovych vod, proces
blanSirovani po nakrgjeni hliz na hranolky a talestmi smazeni,fpkterém dochazi ap
k vyplavovani GA. K nejvyrazf)Simu poklesu hladiny GA doslo u lupiink konkrétré
0 76,6 %. Zde se skloubilo oloupani hliz s propl@mm lupink a také smazenim. VSechny

tyto vysledky jsou nazogrzobrazeny na Grafu 1.
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Graf 1.: Vliv zpracovani syrovych hliz se slupkoa mbsah TGA  — chaconinu +

a — solaninu).
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3.4. METODY STANOVENI OBSAHU GLYKOALKALOIDU

Zrast (2004) dli metody stanoveni GA u brambor nasdkupiny. Jsou to:

a) metody stanoveni TGA

b) metody stanoveni individualnich glykoalkaldid

Autor také uvadi, Ze mezi metody stanoveni TGAfipgravimetrie, titraceci
spektrofotometrie. Metody stanoveni individualngipkoalkaloidi jsou pak chromatografie,
elektroforéza, hmotnostni spektrometrie nebo ELISA.

Nejcastji vyuzivana metoda pro stanovovani obsahu glykalalki v bramborach je
pravdépodobré metoda HPLC (4rst, 2004; Toémoskdzi — Farkas et al., 2006)isE1(2004)
také dodava, Ze tato metoda je nejvyhgsin z hlediska narakna gipravu vzorki. Metoda
HPLC pati mezi chromatografické metody. Tomoskozi — Famidaal. (2006) publikovali, Ze
k chromatografickym metodam se ddbali plynova chromatografie (GC) tenkovrstevna
chromatografie (TLC). Tyto metody maji dle Sykoroeé al. (2008) vSechny obdobny
pribéh. Proces je zahajen startem, tedy ifiléstn ¢i nanaSenim vzorku. Poté sledovany
vzorek pechazi do stacionarni faze (hapchromatografickd kolona), kde dochéazi
k odcElovani analyi za mpisobeni mobilni faze. Ta unaSi analyty k detektafiu
vyhodnocovacimu Zé&eni, které jsou na konci systému. Tam s&i as nebo vzdalenost,
které sledovana sléanina muselaigkonat. Na z&r se identifikuje slotenina a vyhodnoti

vystup, kterym je zpravidla chromatogram (na ogedas a na ose y odezvy signalu).

3.4.1. HPLC (vysoce tinna kapalinova chromatografie)
Sykorova et al. (2008) popisuji, Ze metoda HPL@y tkapalinova chromatografie, je
zaloZena na separaci latek unaSenych mobilni f&afinou, eluentem) kolonou, ktera je

naplrena stacionarni fazi (sorbentem), na zaklaxtdilné afinity a distribuce mezi élfaze,

-24-



piicemZ separace je zaloZena na rozdilné adsorpci faegtacionarni fazi. #@st (2004)
uvadi, Ze pro separaci glykoalkaldidze vyuZzit rozsahlé spektrum chromatografickych
systéni, nicmérk negastji podle rgj byva pro separaci pouzita kolona (stacionarnefaz
naplrena silikagelem s vazanymi 1&£ skupinami (principem separace je potofizna
hydrofobicita glykoalkaloid) nebo s vazanymi aminopropylovymi (Si-BHskupinami
(separace je zaloZena na rozdilné interakci saliblagi casti molekuly glykoalkaloidu se
sorbentem). Jako mobilni faze byva dle autdsato pouzita ndjklad snes acetonitrilu
s vodou.

Co se tye detektai, Zrast (2004) publikoval, Ze nejrozéiejSi je UV detekceX < 215
nm), avSak Sykorovéa et al. (2008) doplnili, Ze es&im dob se velmi vyuzivaji hmotnosin

spektrometrické detektory.

3.4.2. GC (plynova chromatografie)

Tato metoda e byt pouZita pro kvalitativni i kvantitativni staveni jak glykosid,
tak i aglykori (Zrast, 2004).

Princip metody podle Sykorové et al. (2008) @pa v separaci latek v plynném stavu,
které jsou unéseny inertnim plynem kolonou, jeZur@ou stacionarni fazi. Tyto latky se
distribuuji mezi nosny plyn a stacionarni fazi. e dale uvadi, Ze analyty jsou do
plynného stavuigvedeny f teplo& 150 — 300 °C.

3.4.3. TLC (tenkovrstevna chromatografie)

Zrust (2004) ve své praci zminil, Ze tato metoda se lprantitativni analyzu GA
pouziva nejdéle.

Pracuje se stenkymi vrstvami silikagelu a jako imbbfaze byvaji pouzity
chloroform — metanol v poénu 19 : 1, chloroform — etanol — 1 % amoniak v gam® : 2 : 2
a ethyl acetét — pyridin — voda v pém 3 : 1 : 3 (Ziist, 2004).
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4, MATERIAL A METODY
Tato prace vznikla pod zastitou rostlinné sekceelgt genetiky a Slectni Ceské
zentdélské univerzity v Praze vramci vyzkumu zde profpgibo, ktery se zaguje na

studium brambor (ro&olanum).

4.1. BIOLOGICKY MATERIAL

V ramci tohoto vyzkumu byla v roce 2009 provedeomaticka hybridizace mezi druhy
Solanum tuber osum ssp.tuberosum (2n klon DH165)a Solanum bulbocastanum (P1P1243510
klon PIS66), ktera byla prim&nzaneiena na zji&ni vlivu kiizeni kulturnich a planych
brambor na vyskyt plish bramborové Rhytophthora infestans). Jedinci vznikli z této
hybridizace byli v kétnu 2010 pesazeni na pole nalezici k pokusnému pozed&ské
zentdélské univerzity v Praze, ktery se nachazi v Prazguehdol. Prostor vyhrazeny pro
pokus byl rozdlen do dvou blok (I. a Il. — toto zné&eni se promitlo i v kédech vzarkliz),
piicemz v kazdém bloku byla jediavice rostlin od kazdého genotypu.

Rostliny byly pravideld oSetovany prostedkem proti mandelince bramborove
Mospilan 20 SP (Sumi Agro Czech, s. r. 0.) podimalizace jejiho zvySeného vyskytu. Také
bylo pravidelg provadno rwni odplevelovani a provzdadvani radki. Behem vegetace
nebylo provadno prihnojovani.

Sklizen hliz probihala fiblizné v polovirg tijna (po 5 nésicich) a byla provedena
ruéné, aby se co nejvice omezilo riziko mechanickéhokpoéni hliz. Pro péeby dalSich
pokugi byly vybirany hlizy, které #ly pokud mozno vyrovnanou velikost v porovnani
s ostatnimi regeneranty Aawbdu sniZzeni moznosti dosazeni femmych vysledk Nicmérg
n¢které rostliny nesly jen omezené mnozstvi hliz kwnai velikosti, proto bylo nutné
v n¢kolika pripadech pouzit vzorky rozdilnych velikosti. Datagigi ziskana zdchto vzorki
jsou proto «asti 5 této prace (,Vysledky“)ietelrt ozna&ena (ozné&eni ,A"). Vybrané
vzorky hliz byly po sklizeni zlehkac@tény a ponechany, aby vydychaly 14 dii feplot
15 °C z divodu hojivého obdobi brambor. Néasleédbyly vioZzeny do polyethylénovych
uzaviratelnych s&u, které byly ozn&eny kédem daného regenerantu, a usklagv temnu
v chladnéce pi teplok 4 °C. Takto #staly az do doby #teni obsahu zakladnich
glykoalkaloidi (o — solaninu ax — chaconinu), které se uskéndo v pribéhu dubna 2011,
tedy @iblizné 6 mesiai po sklizni.
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4.2. EXTRAKCE GLYKOALKALOID U A JEJICH STANOVENI

V ramci bakal#ské prace bylo analyzovano 23 vzibdebranych od 15 somatickych
hybridi. Seznam vzorkhodnocenych genotyge sodasti Tab. 6. ¥asti 5 (,Vysledky*).

VSechna nafeni probihala ve dvou opakovanich (a, b), tedy afd&ho vzorku byly
otestovany d¥ hlizy. Pokud velikost¢i mnoZstvi hliz ziskanych od konkrétni rostliny
neumodovaly pouzit d¢ hlizy, byly testy provedeny najedné hlize dvakrBakovéto
piipady jsou &asti 5 této prace (,Vysledky“)etelre ozna&eny (oznaeni ,B").

Pro &ely mefeni byly hlizy nejprve &@steny a omyty, aby byly zbaveny hrubych
neistot (zbytky hliny). Pokud se nackterych nachézely kky, byly mechanicky
odstrarny, jelikoz by doSlo ke zkresleni vysledk divodu velmi vysokého mnoZstvi GA
v téchto kliccich. Omyté hlizy nebyly dale ani loupany ani jinkekchyisky upravovany,
jelikoz obsah glykoalkaloitl byl stanovovan v syrovych hlizach se slupkou. olbyly
nakrajeny na kostky.

Cést materialu byla odebrana preely zjis&ni obsahu susiny v daném vzorku. Tyto
kostky byly nakrajeny na jeSdrobrejSi, které byly vioZzeny do vazenek a suSefiylp5 °C
v horkovzdusné susarmpo dobu 24 hodin. Poté byl vygitan procentuelni obsah suSiny
Z pavodnicerstvé hmotnosti.

Pro zjiSeni obsahu GA bylo navadZzeno zhruba 15 g vzorkwnka 15 g vzork hliz
bylo prilito 60 ml metanolu a tato sfa byla homogenizovana kuatskym riénim mixérem
po dobu 1 min, aby doSlo k extrakci latek z hliatébyl vzorek zfiltrovan do 100 ml blay a
doplren methanolem na celkovy objem 100 ml extraktu. @ gkipraveny filtrat byl peveden
pies 0,45 um PVDF mikrofiltr do vialky.

Obsah glykoalkaloi@l byl zjisttn metodou vysokaiinné kapalinové chromatografie
HPLC na pistroji s¢astmi chromatografického systému Ultimate 3000 Bi6r(ex, USA) a
hmotnostnim detektorem 3200 QTRAP (AB Sciex, USRpdminky stanoveni byly
nasledujici:

* Analytick& kolona: Pinnacle DB C18 (50 x 2,1 mn9 [lm)

e Mobilni faze: ACN : MeOH : voda : 0,1 M octan amgn{200 : 100 : 550 : 50),

pH=3,5 (kyselina mraveif)

« Priitok: 0,4 ml.mir"

e Nastik: 1 pl

» Teplota kolony: 40 °C

» Doba analyzy: 10 min
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* Detekce: ESI - MS/MS
Identifikace glykoalkaloid ve vzorcich byla provedena pomoci porovnani kfi&atiniho a
konfirmatniho gechodu a reteémihoc¢asu vzork a reteiinihocasu standaid Vysledky byly
vyhodnoceny metodou kalihinai primky. Rozsah kalibgmi piimky byl 0,05 — 5 pg.ril pro

o -chaconin i - solanin.

4.3. STATISTICKE ZHODNOCENI VYSLEDKJ

Data ziskana gitenim obsahu GA metodou HPLC bylai&®ina podle jednotlivych
genoty. U nekterych byly ziskany az 3 samostatné vysledky (ita#& dvou opakovanich)
z davodu vyssiho mnoZstvi vysazenych rostlin, nicenehdy se jeden zthto ti vysledki
vyrazreji liSil od zbylych dvou, proto byl odebran z dalsi statistickych hodnoceni. Je
pravdEpodobné, Ze tento liSici se vzorek mohl byt zatideybou @i méreni, kterou mohlo
byt nagiklad vySSi mnoZstvi slupek vaiieném materialu.

Takto protidéné vysledky byly zpmmérovany vramci konkrétniho somatického
hybrida (pfimér z opakovani) a nasledirv ramci celkového genotypu (pnér ze vSech
meienych a wyitidénych hybridi ziskanych od daného genotypu). Tyto kiméehodnoty byly
dale podrobeny statistickym analyzam, které bytwpdeny pomoci programu STATISTICA
9 CZ. Pomoci tohoto programu byly také vygenerovamgtogramy znazdujici
pravdépodobnost normality rozteni cetnosti jednotlivych hodnot. Pro vy této
normality rozaleni byl pouzit Shapiro — Wilkv test (SW). Pokud hustota praypddobnosti
p > 0,9500, distribuce dat byla ohodnocena tak, Zevwidiala normalnimu rozteni. P@et
sloupa@ (intervafi) v histogramech, tedy 8 sloupcvysel dle vztahu ¥h, kde n je peet
vzorka (15).

Pro hodnoceni genotybylo poté vyuzito dat ziskanych ze apgrovanych vysledk.

Vse je uvedeno vasti 5 (,Vysledky*).
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5. VYSLEDKY

Obsaha — solaninu a. — chaconinu byl stanovovan v mgkgak cerstvé hmoty pro
porovnani obsahu GA v hlizach s legislativnim lenit 200 mg.kd, tak i suSiny pro
porovnani obsah GA v jednotlivych genotypech mezi sebou, jelikdisahy suSiny se u
konkrétnich regenerahtéchto genotyp liSily. TGA v cerstvych hlizach byly vyhodnoceny
jakozto sumao — solaninu aa — chaconinu. Hruba data ziskand od 23 konkrétnich
somatickych hybrid jsou znazoréna v Tab. 6.

Tato data byla dale z{mérovana, aby bylo mozZnéighledr zhodnotit jednotlivé
genotypy, kterych bylo celkem 15, coz znduzge Tab. 7. Pro obsahy — solaninu,

a — chaconinu, TGA ¥erstvé hmat a TGA v susia byly vytvoreny histogramy znaziujici
pravdipodobnost normality ro2teni cetnosti jednotlivych hodnot.

Z téchto pameérua jednotlivych genotyp byl dale proa — chaconing — solanin, TGA,
susSinu a obsah TGA v suSinvypctitan celkovy pimér vSech genotyjp minimalni a
maximalni hodnoty (MIN, MAX), variéni rozgti (R), snérodatna odchylka (¥ a vari@&ni
koeficient (). Tyto vysledky jsou zaznamenany v Tab. 8.

Praimery jednotlivych genotyp byly dale zhodnoceny pomoci devitibodové stupnice,
kterou navrhnul Zist (1999). Pro toto hodnoceni byl vytea histogram znazujici ¢etnost
vyskytu hodnot spadajicich do jednotlivych intetivstiupnice.

Cetnosti vyskytu hodnot v intervalech vyfianych dle vzorce uvedenéhdasti 4.3.
této prace (,Statistické zhodnoceni vysl&tkbyly dohromady zaznamenany v grafickém
souhrnu, jehoz s@asti je i seznam vyznamnych statistickych wfpoTento graficky souhrn

je sowkasti samostatnyclripph (Obr. 111.).
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Tab. 6.: Obsaln — chaconinug — solaninu, TGA ¥erstvé hmat a TGA v susi8 v hlizach
somatickych hybritl brambor. Ozngni A v hornim indexu u varianty opakovani ve skup
»,Opakovani“ zndi, Ze tato hliza byla vyragZmmensi nez ostatni hlizy. Ozmai B v hornim
indexu kédu somatického hybrida ve sloupci ,Sonkgtibybrid“ zn&i, Ze vysledky tohoto
regenerantu byly ziskany z jedné hlizy. Ve sloufiéBA v cerstvé hmat [mg.kg']“ jsou

gervert oznaeny obsahy GA, kteréekraiily legislativni limit 200 mg.kd.

o ©) . | TGA Vv cerstvé _
Somaticky S | @—chaconin] e - solanin 5 TGA v susiné
_ = » » hmoté 1
hybrid < [mg.kg™] [mg.kg™] 4 [mg.kg ]
) [mg.kg™]
a 48,174 46,705 94,879 451,504
REG 28FI
b 83,653 73,4 157,053 932,065
a 18,845 17,557 36,402 204,414
REG 28FII1B
b 34,764 33,342 68,106 398,304
a 64,582 55,147 119,729 659,446
REG 28FIl
b 113,85 08,367 212,217 1017,58
a’ 86,838 91,747 178,585 938,193
REG 29FI
b 58,528 59,164 117,692 654,972
a 120,595 106,648 227,243 997,818
REG 30FII
b 103,579 06,285 199,864 993,903
a 84,13 55,631 139,761 797,723
REG 31FI
bA 108,146 69,991 178,137 1201,84
a 44,906 46,62 91,526 454,833
REG 32F®
b 24,12 24,456 48,576 243,172
a 127,03 110,756 237,786 1353,36
REG 34FI
b 77,084 76,608 153,692 986,153
a 33,977 31,119 65,096 278,641
REG 34FII®
b 35,608 33,064 68,672 293,019
a 97,675 87,592 185,267 975,397
REG 34FI1B
b 70,141 63,75 133,891 681,691

-30-




o O _ | TGA v cerstvé )
Somaticky S | @ —chaconin] & - solanin 5 TGA v susing
_ = 4 4 hmoté 4
hybrid < [mg.kg™] [mg.kg™] 4 [mg.kg™]
=y [mg.kg™]
a 59,652 52,672 112,324 695,419
REG 35FI
b 70,308 59,39 129,698 881,46
a 78,307 85,788 164,095 748,609
REG 38Fl
b 35,371 34,219 69,59 312,063
a 57,988 57,007 114,995 482,807
REG 38FlI
b 60,393 57,774 118,167 455,049
a 50,331 45,99 96,321 410,034
REG 38FlI
b 31,055 33,848 64,903 314,315
a 85,77 88,568 174,338 1218,04
REG 43FI
b 79,185 75,128 154,313 752,379
a 57,374 75,69 133,064 594,46
REG 43Fll
b 77,989 89,246 167,235 637,168
a 69,824 72,812 142,636 730,343
REG 44FI°
b 71,734 76,994 148,728 775,19
a 85,35 82,897 168,247 786,568
REG 46FI
b 76,635 83,542 160,177 932,671
a 95,17 124,28 219,45 1270,63
REG 47FI
b 121,207 168,389 289,596 1668,66
a’ 107,359 138,459 245,818 1778,84
REG 48Fl
b 90,327 102,123 192,45 1101,23
a 42,814 51,112 93,926 640,696
REG 48Fl
b 92,044 114,688 206,732 1508,33
a® 104,943 126,1 231,043 1773,84
REG 67FI
b 70,14 78,544 148,684 967,743
a 49,757 57,347 107,104 701,126
REG 72FI°
b 64,99 65,493 130,483 912,852
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Tab. 7.: Pimérné obsahy. — chaconinug — solaninu, TGA \erstvé hmat, suSiny a TGA
v suSit u jednotlivych sledovanych genotypsomatickych hybrid. Ve sloupci ,TGA

v derstvé hmat [mg.kg’]“ jsou cervert oznaeny ty genotypy, jejichz pmeérny obsah TGA

v derstvé hmat piekrasil legislativni limit 200 mg.kd.

TGA
Somaticky hybrid o— chac_(znin a— sola_rlﬂn v ¢erstvé | SuSina| TGA \_/lsuéi.né
[mg.kg ] [mg.kg™] hmoté [%0] [mg.kg™ susSiny]
[mg.kg™]
REG 28F 77,56 68,40 145,97 19,22 765,15
REG 29F 72,68 75,46 148,14 18,5( 796,58
REG 30F 112,09 101,47 213,55 21,44 995,86
REG 31F 96,14 62,81 158,95 16,17 999,78
REG 32F 34,51 35,54 70,05 20,05 349,00
REG 34F 92,98 84,68 177,66 17,95 999,15
REG 35F 64,98 56,03 121,01 15,43 788,44
REG 38F 58,01 58,70 116,71 23,43 499,63
REG 43F 75,08 82,16 157,24 20,86 800,51
REG 44F 70,78 74,90 145,68 19,36 752,77
REG 46F 80,99 83,22 164,21 19,28 859,62
REG 47F 108,19 146,33 254,52 17,31 1469,64
REG 48F 83,14 101,60 184,73 14,92 1257,27
REG 67F 87,54 102,32 189,86 14,19 1370,79
REG 72F 57,37 61,42 118,79 14,79 806,99
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Graf 2.: Histogram znaztwjici ¢etnost vyskytu hodnot spadajicich do jednotlivyaervah

stupnice prax — solanin.

Histogram: Selanin

| Solanin:  SW-W = 0.9348; p=0,3211

Potet pozoroy ani

35,5380 493876 632371 77,0867 909363 1047858 118,6354 1324849 146,3345
mg'kg

Graf 3.: Histogram znaztwijici ¢cetnost vyskytu hodnot spadajicich do jednotlivyaienvat

stupnice prax — chaconin.

Histagram: Chaconin

4 T " . :
| Chaconin:  SW-W = 0,9812; p=0,9T71
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Graf 4.: Histogram znaztwjici ¢etnost vyskytu hodnot spadajicich do jednotlivyaervah

stupnice pro TGA ¥erstvé hmat.

Histogram: TGA v Eerstvé hmoté

3 ; ; ; ; .
| TGA gerstva hmota: SW-W = 0,9747; p = 0.9210|
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70,051 93110 116169 139228 162,287 185346 208405 231464 254523
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Graf 5.: Histogram znaztwijici ¢etnost vyskytu hodnot spadajicich do jednotlivyatervat
stupnice pro TGA v susin

Histogram: TGA v suiné

| TGA suina: SW-W = 0,9397: p = 0,3792]

Potet pozorovani

21 /
1t 7 ]
0 e %

349.0025 6291627 909.3230 1189.4833 14696435

489.0826 769.2423 1049,4031 1329,5634
mag/kg
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Tab. 8.: Pimérné hodnoty vSech zkoumanych gendtyminimalni a maximalni hodnoty
ziskané odéchto somatickych hybridpro znaky obsal — chaconinu, obsad — solaninu,
obsah TGA \erstvé hmat, suSina a obsah TGA v su8iVysledky byly ziskany na zaklad

Tab. 7.

Sledovany| a — chaconin] a — solanin TeAV éevrstvé SuSina] TGA v suSiné
znak [mg.kg™] [mg.kg™] hrzote . [%] | [mg.kg™ susiny]
[mg.kg™ susiny]

Primér 78,14 79,67 157,80 18,19 900,75
MIN 34,51 35,54 70,05 14,19 349
MAX 112,09 146,33 254,52 23,43 1469,64

R 77,58 110,79 184,47 9,24 1120,64
Sk 20 26 44 3 299
Vic [%0] 25,6 32,63 27,88 16,49 33,19

Tab. 9.:Cetnost dosaZzenych bbdii hodnoceni obsahu GA devitibodovou stupnici dle

Zrusta (1999). Vysledky byly ziskany na zaldadab. 7.

9 Procentuelni zhodnoceni
Body (obsah GA v mg.kd) Cetnost

[%0]
9 (< 50) 0 0

7 (50 -79) 1 6,667

5 (80 —159) 8 53,333

3 (160 — 200) 4 26,667

1 (> 200) 2 13,333
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Graf 6. : Distribuce TGA ¥erstvé hmat hliz ohodnocena devitibodovou stupnici dlésfa
(1999).

Distribuce TGA v Eerstvé hmoté hliz - hodnoceno devitibodovou stupnici dle Zrdsta (1999)
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6. DISKUZE

6.1. POROVNANI VYSLEDKU MERENI S LEGISLATIVNIM LIMITEM

Jak je z tabulek a grafuvedenych wasti 5 této prace (,Vysledky*) patrné, byl obsah
glykoalkaloidi v genotypech somatickych hybiidrambor Solanum tuberosum + Solanum
bulbocastanum) testovanych v této praci velmi kolisavy. Nejmantkdji je tato kolisavost
vidét na obsazich TGA v suginkteré jsou zaznamenany v Tab. 7. Vysledky se ipovgly
v rozmezi 349,0 mg.kgaz 1469,64 mg.ky Tuto variabilitu potvrzuje i hodnota vagigho
koeficientu, ktera byla nejvyssi ze sledovanychraktaristik, jak ukazuje Tab. 8. Pro lidskou
pottebu je vSak uzita¢jSi hodnotit obsahy GA w¥erstvé hmat brambor, jelikoz v této
podolg byvaji nefastji konzumovany. Vysledky ukéazaly, Zetonérné hodnoty obsah
a — chaconinu ¥erstvych hlizach se u sledovanych genbdtywmhybovaly v rozmezi od
34,51 mg.kg do 112,09 mg.kg hliz. U o — solaninu byl erstvych hlizdch zaznamenan
interval pamért obsazeného mnoZzstvi od 35,54 mg.kp 146,33 mg.kg Podobg Siroké
rozmezi bylo zaznamenano i uap®ra TGA vcerstvé hmat, konkrétd se jednalo o
hodnoty od 70,05 mg.Kgdo 254,52 mg.K§ Pra¢ obsah TGA \erstvych hlizach je
stanovuje nejvyssitfpustné mnozstvi glykoalkalai®?00 mg.kd hliz (Vyhlaskas. 305/2004
Sb. ze dne 6. K¢na 2004, kterou se stanovi druhy kontaminujicichoskologicky
vyznamnych latek a jejichtfpustné mnozstvi v potravinach). Vysledky ukazag/ptimerny
obsah TGA v hlizach byl 157,80 mgkgnicmér u 2 genotyp (REG 30F, REG 47F) byl
tento limit p‘ekraen. Navic pokud by byly brany v avahu konkrétnizylipak byl limit
piekraten u 8 ze 46 hliz (23 somatickych hyliridkazdy ve 2 opakovanich), tedy v 17,39 %

testovanych vzork

6.2. ZHODNOCENI PRIBEHU MERENI

variabilita obsati GA v hlizach niZe kolisat az o 60% k¥ pusobeni mnohych faktor
Nicmeére v pripact této prace mohou byt i jomérné vysledky pro jednotlivé genotypy velmi
zkreslené, jelikoZz bylo pouzito m&rhliz k testovani, nez je dop@avano. Mélo by byt
pouzito 15 vzork od kazdého genotypu (Kvagka, 1998), avSak v této praci mnozstvi
pouzitych hliz konkrétniho genotypu kolisalo od @ @, neb@ trsy regeneraft nesly
omezené mnozstvi hliz. Z hrubych vyslédkiskanych od konkrétnich somatickych hybrid

bylo také rkolik hodnot odebrano, jelikoz se velmi vyr&ziSily od ostatnich dat
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nameérenych u pislusného genotypu a ovlivnily by negativkvalitu naslednych statistickych
vypota. Lze usuzovat, Ze toto kolisani mohlo bytispbeno nahodnv pribéhu pgipravy
vzorka a mereni. Jako nejpravghodobrijSi se jevi moznost, Ze ve vyr@zee odliSujicich
vzorcich doslo k Zzazeni ¥tSich¢i menSich mnozstvi slupek do homogénaez u ostatnich
vzorki. Ztohoto divodu je nutné $ dalSich budoucich &tenich ¥novat zvySenou
pozornost stejnorodosti $si.

DalSi faktor, ktery mohl ovlivnit kvalitu vysledk je skladovani hliz. Hlizy byly
uskladréeny vtemnu a p teplo& 4 °C. Ani teplota ani sitlo tedy nemohly obsah GA
ovlivnit, jelikoz Rosenfeld et al. (1995) a Haa2010) prokazali, Zze v temnu &i pakovéto
teplo€ nenastavaji v obsahu GA v hlizach vyrazné&rmyn Nicméré uskladrni trvalo 6
mesiai, takze mohlo dojit minimainke znénam v obsahu suSiny opraierst vyoranym

hlizam. Vhod#jSi by bylo provést testy co néjde po sklizni.

6.3. PRAVDEPODOBNOST VYSKYTU MINORITNICH GLYKOALKALOIDU

V nekolika pripadech se hladiny TGA legislativnimu limitu Zn& priblizovaly. Je tedy
pravdEpodobné, Ze v SirSim pojeti pojmu TGA, kdy by nablgtana jako semodatna pouze
sumaa — solaninu ax — chaconinu, ale také ostatni minoritni GA, kteeév hlizach mohou
nachézet, by byl tento limit taktézgkroten a hlizy by tedy byly nevhodné ke konzumu.
Hypotéza, Ze v hlizach somatickych hylirge mohou nachéazet i dalsi typy glykoalkaloid
vychazi z skolika studii dokladajicich tento fakt. Distl a Wirf2009) ve své praciipmo
uvadji, Zze @i ktizeni kulturnich odrd brambor s planymi druhy rodinlanum, coz je pipad
této prace, nize dojit k nakstu obsahu GACi k tvorbé jinych typa téchto latek v now
vzniklych genotypech, jelikoZz plané druhy ro&alanum vykazuji SirSi Skaluéchto latek.
Tento edpoklad se shoduje i se studii, kterou provedlrila et al. (1996). V této studii
bylo provedeno #Zeni Solanum tuberosum + Solanum brevidens. Rodicovské rostliny
S tuberosum obsahovaly v listech aglykony solanidin a solaethrkdeztoS. brevidens
aglykon tomatidin. U vSech vzniklych somatickychbhgt byl nalezen navic i aglykon
demissidin, ktery ale nebyl prokazan u zadnéhalgiio Proto je prav&podobné, Ze vikzeni
S tuberosum + S bulbocastanum z této prace mohlo dojit také k obdobnému jevienidre
meéreni  tykajici se vyskytu ¢chto minoritnich glykoalkalol nebylo u sledovanych
somatickych hybritl prozatim provedeno a bylo by vhodné se t&sti problematiky

glykoalkaloidi v budoucnu takéanovat.
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6.4. HODNOCENIi OBSAHU GLYKOALKALOIDU DEVITIBODOVOU STUPNICI

Po zhodnoceni obsahu GA podle devitibodové stupgtie€rista (1999) bylo zjigho,
Ze u 4 genotyp (REG 34F, REG 46F, REG 48F, REG 67F) bylo dosaZhod (vysoky
obsah GA), coz iedstavuje 26,667 %, a ve 2igadech (REG 30F, REG 47F) dokonce 1
bodu (velmi vysoky obsah GA), coz se rovna 13,333WWs6outu tedy 40 % sledovanych
genotym spada do kategorii aitt, které autor nedopofuje psstovat. To, Ze podle #sta
(1999) nejsou vhodné ke konzumaci aniuoy; které dosahuji 3 bédje odivodnéno tim, Ze
dochéazi ke znamé variabilit obsati GA v ramci r@niku, stanovi& a podobg. Nicmérg
v pifpads této prace Ize uvazovat i o dalsi hrogiekrazeni hladiny 200 mg.kg a to z jiz
vySe zmigného divodu, Ze hrozi také vyskyt ¢itych mnozstvi neienych minoritnich

alkaloidi, které by mohly navySovat obsah TGA.

6.5. HODNOCENI STATISTICKYCH CHARAKTERISTIK

Pokud je hodnocen sledovany soubor jako celek, umén pouzit dalSi statistické
vypocty krome praimérnych hodnot obsahGA u konkrétnich genotyp

Maximalni dosazena hodnota v&néo koeficientu y byla 33,19 %, a to u obsahu
TGA v suSir. Jak jiz bylo zmidno, pra¢ vysledky néreni obsafh TGA v susig vykazaly
nejvyssi kolisavost hodnot. Toto potvrzuje i krabwiz graf na Obr. Ill. v samostatnych
piilohach, z 8hoz je patrné, Ze se v hodnotach TGA v susiskytovaly i odlehlé hodnoty,
piicemz u obsal a — chaconinuo — solaninu a TGA ¥erstvé hmat se tyto hodnoty
nevyskytly.
hodnot. Tyto hodnoty byly rozteny do interval, jejichz p@&et byl vypaitan ze vztahu
uvedeného ¥asti 4.3. této prace (,Statistické zhodnoceni \dglgl®). Jako normalni
roz&kleni se bere distribuce hodnot, jejiz hustota pfpwdobnosti je p> 0,9500. Této
pravéEpodobnosti dosdhl ze sledovanych vlastnosti sohkyafic hybrich jen obsah
a — chaconinu ¥erstvé hmat. Hodnoty bliZici se k 0,95 dosahl obsah TGé&erstvé hmat,
a to konkréta 0,921. Obsah w — chaconinerstvé hmat tedy vykazuje normalni rozkeni
hodnot a obsah TGA &erstvé hmat se mu velmi blizi. Ostatni dwharakteristiky, obsah
a — solaninu Werstvé hmat a obsah TGA v su&n jiz mély hustotu pravépodobnosti
vyrazré nizSi. Proo — solanin p = 0,3211 a pro TGA v suSip = 0,3792. Zde se tedy o
normalni rozdleni nejedna. W — solaninu to ize byt zgisobeno tim, Ze natiené hodnoty
vice kolisaly oprotix — chaconinu. To vyplyva z vatiaiho rozgti i ze snérodatné odchylky,

oboji bylo vySSi uo — solaninu nez w — chaconinu, ktery vykazoval normalni distribuci
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hodnot. TGA v susivykazuji ve vSech charakteristikAch vysokou nesdost, jak jiz bylo

popsano vyse.

6.6. POTENCIAL ZKOUMANYCH GENOTYRJ

Sledované genotypy somatickych hyliridoramboru $olanum tuberosum ssp.
tuberosum + Solanum bulbocastanum) byly zkiizeny za Gelem zjiSéni, zda Solanum
bulbocastanum v rodicovské pozici napomaha krezistenci proti plisni nidvarové
(Phytophthora infestans). Vysledky z vyzkum zangifenych na tuto problematiku ziskané jiz
difve na Katetk genetikyCeské zerdglské univerzity v Praze prokézaly vysokou odolrdost
Phytophthora infestans, proto maji tyto genotypy Slechtitelsky potencidl.

Nicmére jak dokazuje tato prace, nejsou tyto genotypy mainé ze 40 % vhodné pro
konzumni dely, jelikoz obsah glykoalkalotdv nich neni stabilizovan tak, aby odpovidal
bezpe&nostnim legislativnim i@dpigim. Navic @i zkuSebni ochutnavce testovanych hliz bylo
zjisteno, Ze vykazuji vysokou kikost a jsou tedy nepoZivatelné i ze senzorickyiorodi. Do
budoucna by tedy bylo mozné je vyuzivat pro zvygowaolnosti wci plisni, ale zarovie se
zabyvat jejich konzumnimi vlastnostmi, aby séedeSlo nezadoucim efékd tchto
genotyri.

Ackoliv byla prokdzana zvySena odolnosi¢i plisni, nebyl hem trvani porostu
pozorovan zadny vyrazny efekt na aktivitu mandslinkramborové I(eptinotarsa
decemlineata). Tim nebyly potvrzeny vysledky autoSmith et al. (2001) ani Tomdskozi —
Farkas et al. (2006), ktieve svych studiich prokézali negativni vliv GA aktivitu Skidci a
patogeri. Nicmére to, Ze mandelinka bramborova nebyla odpuzovanajormyt zpisobeno
tim, Ze nebylo dosaZzeno dostaé koncentrace GA v nadzemni¢hstech rostlin péebneée
k tomuto efektu. Hlizy byly sice kké a vykazaly zvySeny obsah GA, ale vSe bylo
posuzovano z hlediska lidské vyzivy, proidke mohou byt limitni hodnoty GA zéa
odlisné. Navic nebyl v této praci zkouman obsahv@®dzemniclktastech rostlin, kterymi se
mandelinka bramborova Zivi, takze je mozné, Zevielini rozdilny od obsahu natieného
v hlizach a nelze tedy objekti&rposoudit, prd nebyl tento Skdce nijak ovlivien. Je ale
pravdépodobné, Ze obsah GA v nadzemndédistech byl vySSi nez v hlizach, jelikoz existuji
studie, které tento jev prokézaly. Na@mith et al. (1996) uvedli, Ze v listech sé&mp&rné
nachazi glykoalkaloitl 230 — 1000 mg.k§serstvé hmoty, kdeZto v hlizach 10 — 150 mg.kg

cerstvé hmoty.
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7. ZAVER
Zawry vyplyvajici z této prace Ize shrnout &kolika bodech:

» Stanoveni obsaha — solaninu aon — chaconinu u somatickych hybiidcorambor
(Solanum tuberosum ssp.tuberosum + Solanum bulbocastanum) bylo asgsné, &koliv mohlo
dojit k jistym nepesnostem v ®feni z fiznych v diskusi popsanychidodi.

* Pfi vyjadiovani obsahu TGA v hlizach jako s$tw a — solaninu ao — chaconinu
mohlo také dojit k witym chybdm, a to zidvodu moZného vyskytu jistého mnoZstvi
minoritnich glykoalkaloid, které byvaji pitomny v planych odrdach brambor a také v jejich
kiizencich s kulturnimi oddami. Tyto minoritni glykoalkaloidy vSak nebyly &6 praci
sledovany.

» Vysledky ukazaly, Zze u 2 genotydREG 30F, REG 47F) bylipkraten legislativni
limit 200 mg.kg" ¢erstvych hliz. B detailnim pohledu na jednotlivé testované hligytento
limit pfekraien u 8 ze 46 hliz, cozgdstavuje 17,39 % testovanych vaark

« Jest vice vzorki, konkrétrg 40 %, vykazalo hladiny GA,ipkterych jsou brambory
po zhodnoceni devitibodovou stupnici dleasda (1999) ozngeny jako nevhodné ke
konzumu.

* NejvySSi variabilitu mezi sledovanymi charaktekiathi vykazoval obsah TGA
v suSirg, zatimco obsah — chaconinu /& normalni distribuci hodnot.

» Genotypy sledované v této praci jsou nevhodné prizlkmaci z vodu kolisavych
hladin glykoalkaloid, které mohou fekrctit legislativni limit. Dale jsou pro konzumaci
nevhodné zidlvodu jejich znané hdkosti a tedy Spatnych senzorickych vlastnosti pro
konzumenta. Blve vSak jiZz bylo zji&tno, Ze somatické hybridy¥dhto genotyfl vykazuji
vysokou odolnost &i plisni bramborové Rhytophthora infestans) a maji tedy dalSi

Slechtitelsky potencial.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

ELISA

FI, FlI

GA
GC

HMGR

HPLC

MAX
MIN
PSS1
PVDF
PVS1
REG
SGA
SW
TGA
TLC

— imunochemicka enzymova analyza (enzymegihknmunosorbent assay)
— F je oznéeni jedince vzniklého fazi protoplast a Il jsou ozn&eni
pokusnych blok na pozemku, kde byly rostlinggtovany
— glykoalkaloidy
— plynova chromatografie (gas chromatography)
— enzym 3 — hydroxy -3 — methylglutarylkoenZyraduktaza
— vysokotinna kapalinova chromatografie (high performangeaid
chromatography)
— maximalni nanifena hodnota
— minimalni nandrena hodnota
— enzym skvalensyntaza
— polyvinyliden fluorid
— enzym vetispiradien(seskviterpen)cyklaza
— somaticky hybrid vytweny regeneraci protoplastovych kultur; regenerant
— steroidni glykoalkaloidy
— Shapiro — Wilkv test
— celkové glykoalkaloidy (z anglického totalgbalkaloid)

— tenkovrstevna chromatografie (thin layer chatography)
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10. SAMOSTATNE PRILOHY

Obr. I.: Struktury hlavnich glykoalkalaidorambor ¢ - solaninu ax - chaconinu) a aglykonu
solanidinu. Glu, Gal a Rhamigastavuji cukerné zbytky glukosu, galaktosu a rrasun

(Smith et al., 1996).

Haq H R =H, Soclanidine
Hjy :
i R = Rham — Gal—, «-Solanine
HgC \{"* |
2 Glu

R = Rham — Glu—, «-Chaconine

RO I
Rham
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Obr. II.: Struktura glykoalkaloil o - chaconinu ar - solaninu a produltjejich hydrolyzy
(Friedman, 2004).

Hiy C-galactose
HxoH QH CH.OH
HO- L
Hﬂ%ﬁﬁum
o]

CH )
D-glucoss E{-‘?ﬂi_, o-solanine
oH
o
CHa
L-rhamnose

R

@ § HO

S .
%ﬂ” j4-solanine

CHs
L-rhammnos=

H3

Crgaiactose
CH.OH  9H CHuOH
AN VA
H oH
Dgucoss

B--solanine

D-galactose

CHLOH
Eﬂi’u
HE- o

OH

~

y-solanine

solanidine
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&t pro znakyw — solaning — chaconin,

Graficky souhrn a seznam statisticky

TGA v gerstvé hmat, TGA v suSii.

Obr. lll.:
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SEZNAM PRILOH
Obr. I.: Struktury hlavnich glykoalkalaidorambor ¢ - solaninu ax - chaconinu) a aglykonu
solanidinu (Smith et al., 1996).

Obr. Il.: Struktura glykoalkaloiil o - chaconinu ar - solaninu a produlitjejich hydrolyzy
(Friedman, 2004).

Obr. 1ll.: Graficky souhrn a seznam statistickygipecti pro znakyo — solaningo — chaconin,
TGA v ¢erstvé hmat, TGA v suSir.
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