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Vliv stresu suchem/vlhkem na obsah glykoalkaloidu hliz
brambor (Solanum tuberosum L..)

Souhrn

Brambory jsou tfeti nejvice péstouvanou plodinou na svété. Jejich nutricni slozeni
ptispiva k vyzivé obyvatel celého svéta. V mnoha rozvojovych zemich jsou primarni souéasti
obzivy 1 pfijmu. Jsou cenény pro svlj obsah vitaminu C, drasliku i proteinti. Nelze zanedbat
take jejich vyznam v pramyslové vyrob¢ krmiv, Skrobu nebo alkoholu. Tato diplomova préace
je zaméfena na antinutriéni latky obsaZzené v rostlindch brambor, které nazyvame
glykoalkaloidy. Tyto latky jsou pro ¢loveka toxické a jejich obsah v hlizach nesmi piekrocit
hladinu 200 mg/kg. Stanoveny byly metodou LC-MS u ¢ty odlisnych odrad (Laura, Milva,
Marabel a Valfi) péstovanych ve skleniku v letech 2017 a 2018 za fizenych podminek vodniho
stresu (sucho, vihko, kontrola). Analyza vysledku prace potvrdila hypotézu, dle které odrady
brambor obsahuji rozdilna mnozstvi glykoalkaloidi a tento obsah je geneticky podminén.
Zaznamenany rozdil v obsahu a-solaninu mezi vybranymi odridami dosahl az 44 %, rozdil
v obsahu a-chaconinu az 35 %. Druhou stanovenou hypotézu, podle niz vodni stres suchem
¢i pfemokfenim meéni obsah glykoalkaloidd, pficemz odridy reaguji na stres odliSnym
zpusobem, nebylo mozné potvrdit. Pfesto v ramci grafického zpracovani vysledki bylo mozné
pozorovat trend zvySeni nebo snizeni obsahu glykoalkaloidi v zavislosti na suchu
nebo pfemokieni. U vybranych odrid v roce 2017 byl za plsobeni sucha zaznamenan narutst
obsahu oproti kontrole az o0 50 % pro a-solanin a o0 35 % pro a-chaconin. Nejvétsi zaznamenany
pokles v obsahu glykoalkaloidd v disledku zamokieni oproti kontrole byl o 52 % pro a-solanin

a 0 40 % pro a-chaconin.

Kliéova slova: a-solanin, a-chaconin, Solanum tuberosum L., LC-MS/MS, stres suchem



Effects of drought/water stress on glycoalkaloids content in
potato tubers (Solanum tuberosum L..)

Summary

Potatoes are the third most cultivated crop in the world. Their nutritional composition
contributes to the diets of people around the world. In many developing countries, they are
the primary component both of nutrition and income. Potato is valued for its vitamin C,
potassium and protein content. The importance in industrial feed, starch and alcohol production
is rather notable as well. This diploma thesis focuses on antinutritional substances contained
in potato plants that we call glycoalkaloids. These substances are toxic to humans and their
content in potato tubers must not exceed 200 mg/kg FW. These glycoalkaloids were determined
using LC-MS method in four different potato varieties (Laura, Milva, Marabel and Valfi).
The samples were grown in the greenhouse in 2017 and 2018 under controlled conditions with
water stress (drought, excessive waterlogging, control). The analysis of the results confirmed
the hypothesis according to which potato varieties contain different amounts of glycoalkaloids
and this content is genetically determined. The observed difference in a-solanine content among
the selected varieties reached up to 44 %, the difference in a-chaconine content went up to
35 %. The second hypothesis, according to which water stress by drought or excessive
waterlogging changes the content of glycoalkaloids, while the varieties respond to stress in
different ways, could not be confirmed. However, rising and falling trends in the glycoalkaloid
content depending on drought or excessive waterlogging are apparent from the visualisations
of results. Within the group of 2017 there was an increase of 50 % for a-solanine and 35 % for
a-chaconine under drought in selected varieties. The most dramatic recorded decrease in
glycoalkaloid content due to waterlogging in comparison to the control was 52 % for a-solanine

and 40 % for a-chaconine.

Keywords: a-solanine, a-chaconine, Solanum tuberosum L., LC-MS/MS, drought stress
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1 Uvod

V prubéhu poslednich nékolika staleti se brambory staly mimotadné vyznamnou souc¢asti
jidelni¢ku svétové populace. Coby jedna z nejcastéji konzumovanych plodin jsou ptirozené
Castym predmétem zajmu vyzkumnikii. Vyznam brambor vSak presahuje oblast vyzivy. Jejich
vyuziti je mnohem S$ir§i a zahrnuje vyrobu hospodarskych krmiv, Skrobu pro rtizna odvétvi
¢i alkoholu. Specificka vyuziti této plodiny kladou naroky na poznavani jejich vlastnosti
I ovlivilovani ve prospéch danych odvétvi.

Sucho jiZz dnes piedstavuje limitujici faktor pro péstovani plodin v mnoha regionech
po celém svéte. Dostupnost vody pro zemédé€lstvi se stava stale vzacnéjsi diky nedostatecnym
srazkam, vysokému obsahu soli v ptidnim roztoku a také uptednostnéni mést a industrializace
ve vyuziti vodnich zdroji. Klimaticky model navic pfedpovida, Zze oteplovani pfinese nartst
sucha v dusledku zvySeného odpafovani vody ze zemského povrchu do atmosféry (Obidiegwu
et al, 2015). Nedostatek zavlahy piedstavuje omezeni ristu, Vyvoje a predev§im vynosu nejen
pro brambory, ale pro vSechny péstované plodiny.

Prace se sklada ze dvou stézejnich Casti. Prvni z nich je literarni ptehled rozdéleny do péti
kapitol, k jehoz vypracovani byly pouzity poznatky pfedevS§im ze zahrani¢ni literatury
z poslednich nékolika let. Prvni kapitola obsahuje stru¢ny popis historie a morfologie brambor.
Druha kapitola se zaméFuje na seznameni s vVyznamem a vyuzitim této plodiny. Kapitola tieti
rozebira chemické sloZeni hliz brambor. Dale navazuje zésadni kapitola popisujici
glykoalkaloidy, jejich strukturu, vyznam a ucinky. Nasleduje Sesta, zavéreéna kapitola, ktera se
vénuje stresu suchem. V druhé, experimentalni ¢asti prace, bylo cilem stanovit a porovnat obsah
glykoalkaloidi v hlizach jednotlivych odrid brambor, pficemz byla stanovena hypotéza,
ze obsah glykoalkaloidi se méni pii piisobeni sucha ¢i ptemokieni, pficemz jednotlivé odrady

reaguji na stres odlisné.



2 Cile prace

1) studiem literatury zajistit dostatek podkladl pro vypracovani literarni reserSe na téma
stresu suchem u brambor

2) stanovit obsahy glykoalkaloidti v hlizach brambor péstovanych za fizenych podminek
vodniho stresu (sucho, vihko)

Hypotézy

1) odrady brambor obsahuji rozdilna mnozstvi glykoalkaloidii a tento obsah je geneticky
podminén

2) vodni stres suchem ¢i piemokienim méni obsah glykoalkaloidt, pfi¢emz odrudy
reaguji na stres odliSnym zptsobem

3) technika LC-MS je vhodna pro stanoveni riiznych glykoalkaloidd v hlizach brambor



3 Literarni reSerse

3.1 Obecna charakteristika brambor

vvvvvv

tieti nejvice péstovanou plodinou po ryzi a pSenici. Jejich svétova produkce za rok 2016 dosahla
330 miliond tun. Pro rozvojové zemé, ve kterych populace kazdy rok nardsta, predstavuji
brambory hlavni zdroj potravy a piijmi (Raymundo et al., 2018).

Brambory maji sviij ptivod v Andéach Peru a Bolivie, kde pted tisiciletimi zacala jejich
domestikace a odkud se rychle rozsifily do Kolumbie, Ekvadoru a Chile. Do Evropy
se brambory dostaly s nejvétsi pravdépodobnosti v podobé poddruhu Solanum andigena pres
Spanélsko - poprvé v roce 1570 a odtud byly vzorky poslany do Vidng, Itlie a pozdgji dalsich
zemi jako botanicka zajimavost. V 16. stoleti byly ptivezeny do Anglie a odtud se Sifily
do britskych kolonii (Levy et Rabinowitch, 2017).

Druh Solanum tuberosum L. (lilek brambor) fadime do ¢eledi lilkovitych (Solanaceae
Pers), rodu lilek (Solanum Tourn), do kterého spada dalsich 2000 druht. Odrada ptedstavuje
nejnizsi systematickou jednotku a charakterizujeme ji jako klon, ktery vznika vegetativnim
mnozenim (Hruska et al., 1974).

Vegetativni mnozeni hliz ptrevlada ve zplsobu péstovani kulturnich brambor u nés
I ve svété. Dalsi moznosti je generativni mnoZeni, které ma vyznam piedevsim pii Slechténi
novych odrid brambor. Vegetativni mnoZeni v péstitelské praxi zajiStuje zachovani stale
stejnych vlastnosti, nebot’ se jedna o mnozeni stale stejné rostliny. Pfi generativnim mnoZeni
zaciname zivot nové odrudy (\Vokal et al., 2000).

Morfologické ¢asti bramboru lze rozdélit na dvé skupiny. Prvni ¢ast, nazvanou nadzemni,
tvofi stonek, list, kvétenstvi a kvét a plod. Druhou ¢ast, zvanou podzemni, pak tvofi kofeny,

podzemni stonek a stolon a hliza (Hruska et al., 1974).



3.2 Vyznam a vyuziti brambor

Brambory jsou nepostradatelnou soucasti naseho jidelnicku, at’ uz konzumujeme
brambory samotné nebo formou vyrobkl z nich. V roce 2016 ¢inila spotieba brambor
na obyvatele CR 69,1 kg (CSU, 2016) a za poslednich deset let se nijak razantné neméni.

Mimo lidskou vyzivu jsou brambory dale velmi podstatnou surovinou pro vyrobu krmiv
pro hospodarska zvifata a také dilezitou primyslovou surovinou pro vyrobu Skrobu
nebo alkoholu (Romano et al., 2018).

Vysledkem mnohaletého péstovani a Slechténi je existence vice nez 4000 riznych odriad
brambor po celém svété. Kazda z nich se lisi tvarem, velikosti, barvou, chuti a v neposledni
fad€ nutriénim obsahem - pfedev§im podle néj se rozhoduje o budoucim pouziti dané odrady.
Naptiklad pro zpracovani brambor v podobé peceni, smazeni nebo k vyrobé kaSe jsou vhodné
odridy s obsahem Skrobu alesponi 13 %. Stejnd odrida vSak muze byt zcela nevhodna
pro vyrobu salatu, proto fadime odridy brambor do pfislusnych kategorii, diky kterym

se v Siroké Skale vyuziti a ucelti odriid mize 1épe orientovat spotiebitel i péstitel (Bond, 2014).

3.2.1 Sortiment odrud

Existuje n€kolik zptsobl, podle kterych 1ze brambory tfidit. Jednim z nich je rozdéleni
dle délky vegetacni doby na odrtidy velmi rané, ran€, polorané, polopozdni az pozdni. Druhym

z nich je rozdé€leni podle zplisobu vyuziti na odridy stolni a primyslové (Hruska et al., 1974).

3.2.1.1 Odrtdy stolni

U stolnich odrid brambor se zaméfujeme na né&kolik odridovych znaki.
Nejvyznamnéjs$im z nich je tzv. stolni hodnota, ktera popisuje zejména senzorické vlastnosti
hlizy: konzistenci, strukturu, zménu barvy, moucnatost nebo vlhkost. Dal§im vyznamnym
znakem je varny typ, ktery ptedurcuje pouziti dané odriidy. Varny typ A je ideélni pro ptipravu
salath a ptiloh. Varny typ B pak pro ptipravu jidel v§eho druhu, obecné bramboram tohoto typu
fikdme pfilohové. Varny typ C je dobry na piipravu tést a kasi. Mezi dal$i odridové znaky
muzeme zafadit odolnost vii¢i mechanickému poskozeni nebo také odolnost viici nemocem

a sktdcim (Vokal et al., 2003).

3.2.1.2 Odrudy pramyslové

Pé&stitelé pramyslovych odrid se zajimaji mimo odolnost proti Skiidclim a nemocem jesté

vvvvvv

Skrobnatost. S ohledem na vysoky obsah Skrobu se dale zamétuji na vegetacni obdobi, které by



m¢elo byt krats$i z pohledu zpracovatele, zaroven vSak velmi rané odridy obecné nemaji pfili§

vysoky obsah Skrobu (Vokal et al., 2003).

3.3 Chemickeé slozeni hliz brambor

Bramborova hliza je pro cloveéka nejdulezitéjsi casti rostliny. Predstavuje dobie
stravitelny zdroj sacharidd, vitamind, jako naptiklad vitamin C nebo B6, mineralnich latek, jako
je draslik a fosfor, ale 1 proteinti. Brambory jsou zdkladem nejen ve vyzivé, ale piedstavu;ji také
dalezitou primyslovou surovinu, napiiklad pii vyrob¢ skrobu (Ramadan, 2016).

Obsah bramborovych hliz je nej¢astéji tvofen z 80 % vodou, zbyvajicich 20 % tvoii
suSina. Tento obsah, podobn¢ jako tfada dalSich vlastnosti brambor, je zavisly na odrade¢.
Existuji barevné druhy brambor, které mohou mit obsah susiny pouze kolem 9 % (Navarre
etal., 2016).

3.3.1 Skrob

Skrob piedstavuje nejvice zastoupenou slozku, jeho celkovy obsah tvoii 15 - 20 %
hmotnosti hlizy. Diky vlastnostem bramborového Skrobu (mezi které patii pomérné vysoka
Cistota ve srovnani se Skroby obilnin, velka a hladk4 Skrobova zrna nebo napiiklad dlouhé
amylopektinové fetézce) jsou brambory oblibenou surovinou pro primyslové zpracovani.
Skrobova zrna jsou velka v priméru 10-100 pm, tvoii je dva polysacharidy sestavajici vyhradng
z monomert glukdzy. Vice zastoupenym polymerem Skrobu je amylopektin, ktery tvoii bohaté
rozvétvené fetézce. Bramborovy Skrob je jim tvofen az z 80 %, zbyvajicich 20 % je zastoupeno
amylozou, jejiZ molekuly jsou linearni (Bertoft et Blennow, 2009).

V hlizach se nachazi nékolik typt $krobu podle stravitelnosti - rychle piistupny Skrob
atzv. rezistentni Skrob. Obecné lze fici, Ze ¢im je vysSi obsah amylézy ve Skrobu, tim je
stravitelnost pomalejsi (Navarre et al., 2016). Zatimco §krob brambor je pro ¢lovéka stravitelny
po tepelné upravé hliz, rezistentni Skrob neni $tépen amyldzami a nestraveny prochazi
az do tlustého stieva, kde ptedstavuje vyzivu pro stievni mikroorganismy. Zvysuje tak obsah
vlakniny hliz brambor. Diky tvorbé maselnani v tlustém stievé také podporuje latkovou

vymeénu stievnich bunék, ¢imz napoméaha odumirani bun€k nadorovych (Vokal et al., 2003).



3.3.2 Proteiny

Bilkoviny v bramborovych hlizach vynikaji celou fadou pozitivnich vlastnosti. Pfedevsim
jsou slozené z esencialnich aminokyselin threoninu, lysinu, tryptofanu a methioninu, které se
Casto v rostlinnych bilkovinach nevyskytuji. Jejich obsah v hlizach se pohybuje kolem 1,7 %,
coz neni mnoho, ptesto jsou druhym nejvétsim producentem proteint na hektar, hned po pSenici
(Karboune et Waglay, 2016).

Rozpustné proteiny piitomné v bramborovych hlizach se rozdéluji do tii skupin. Nejvice
zastoupeny jsou inhibitory protedzy, dale zde nalezneme patatiny a posledni skupinou jsou
ostatni proteiny jako napt. enzymy podilejici se na syntéze Skrobu (Alting et al., 2011).

Patatin se vyznacuje nizkou stabilitou k pH a denaturuje uz pti 60 °C. Vykazuje aktivitu
lipidové acylhydrolazy (EC 3.1.1.3), ktera je kriticka pro jeho funkéni vlastnosti a naznacuje,
Ze patatin se ucastni obrannych mechanismu (Alting et al., 2011).

Inhibitory protedzy se obecn¢ nachazi v mnoha hlizach i semenech. Jsou povazovany
za zasobni proteiny a také za dobry zdroj sirnych aminokyselin. V hlizach brambor se mohou
ucastnit obrannych mechanismi nebo kontrolovat endogenni proteiny. Jednd se o velmi
heterogenni skupinu proteinii, ktera se dale déli do sedmi podskupin podle specifickych
vlastnosti a také podle toho, ktery enzym inhibuji (Alting et al., 2011).

Podle Navarre et al. (2014) jsou inhibitory protedzy rozpustné bilkoviny, jejichz hlavni
funkci v rostlin€ je obrana proti hmyzu a drobnym $ktdciim, nicméné po uvareni hlizy jsou

dobrym zdrojem bilkovin pro ¢loveka.

333 Lipidy

Lipidy jsou v hlize obsazeny v mnozZstvi od 0,1 do 0,5 % Cerstvé vahy. PfevaZznou ¢ast
lipidt tvoti fosfolipidy, které zastupuji asi 47 % ze vSech pritomnych lipida v hlize. Déle zde
najdeme také glykolipidy a neutralni lipidy. Lipidy izolované z brambor obsahuji velkée
mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin - olejové, linolové a linolenové, ty jsou vyznamne
z hlediska vyzivy ¢loveka. Jejich obsah v hlizach je vsak tak nizky, Ze pfijem téchto cennych

latek z hliz je zanedbatelny (Ramadan, 2016).



3.3.4 Vitaminy

Nejvice obsazenym vitaminem v hlizach brambor je vitamin C nebo také askorbova
kyselina. Konzumace 200 g vafenych brambor dokaze pokryt 47 % denniho pfijmu vitaminu C
(Skrabule, 2013). Vitamin C je kofaktorem mnoha enzymu, je vyznamnym antioxidantem - ma
nezastupitelnou tlohu v ochrané organismu pied reaktivnimi formami kysliku (Navarre et al.,
2016).

Hlizy brambor dokazou vitamin C nejen syntetizovat, ale navic i kumulovat jeho obsah
transportovany z listd a stonku. Vysoky obsah vitaminu C v hlizdch navic mtize zvysit absorpci
zeleza, jehoz nedostatek je celosvétovym problémem (Navarre et al., 2019).

V hlizach brambor je ptitomno né€kolik dalsich, pro organismus vyznamnych vitamind,
které¢ tadime do skupiny B vitamind: thiamin (vitamin B1), riboflavin (B2), niacin
nebo niacinamid (B3), pantotenova kyselina (B5), pyridoxin (B6) a listova kyselina (B9)
(Navarre et al., 2014).

3.3.5 Mineralni latky

Brambory jsou obecné dobrym zdrojem mineralnich latek. Jejich obsah vSak zavisi nejen
na odriidé, ale také na zptsobu a misté péstovani, pH plidy, hnojeni nebo obsahu pidy (Navarre
etal., 2014).

Nejvice cenénym mineradlem v hlizéch brambor je draslik, nepostradatelny prvek
V potravé ¢loveéka, ovSem ve vEétSin€ potravin se vyskytuje vzacné. Bramborové hlizy obsahuji
dokonce vice drasliku neZ banany, které jsou obecné¢ znamé jako jeho hlavni zdroj (Navarre
etal., 2019).

Draslik ptispiva k prevenci kardiovaskularnich onemocnéni, mrtvici, osteopordze nebo
ledvinovych kameni. V rostlindch brambor je dilezity pro syntézu Skrobu. Obsah drasliku
Vv Cerstvé hlize se pohybuje v rozmezi od 3 do 8 mg/g (Navarre et al., 2019).

Mezi dal$i mineralni latky pfitomné v hlizach patii zelezo, vapnik, fosfor, zinek, hot¢ik

améd’ (Navarre et al., 2014).



3.3.6 Monosacharidy

Ptitomnost jednoduchych cukri (pfedevsim fruktosy a glukosy) v hlizach brambor
povazujeme za nezadouci. I kdyz jejich obsah neni pfili§ vysoky, pouze kolem 1 %, pfesto
zpuisobuji fadu nezadoucich vlivii béhem zpracovani. Fruktosa a glukosa jsou redukujici cukry,
které béhem smazeni zplsobuji hnédnuti hliz, dale pifi reakci s asparaginem vznika
Maillardovou reakci akrylamid, ktery je v posledni dobé sledovan kvili potencialné
karcinogennim uc¢inkim. Nezaddoucim jevem je také to, ze pii nizkych teplotdch béhem

skladovani dochazi ke kumulaci monosacharidi v hlizach (Jarén et al., 2016).

3.3.7 Barviva

Hlavnim zastupcem barviv v hlizach jsou karotenoidy. Ve velkém mnozstvi v nich
najdeme zeaxantin, lutein, violaxantin a neoxantin. S-karoten je v hlizach pfitomen pouze
ve stopovém mnozstvi. Karotenoidy jsou lipofilni slouc¢eniny, syntetizovany v plastidech bun¢k
z izoprenoidi (Jarén et al., 2016). V poslednich letech jsou predmétem zdjmu diky svym
antioxidac¢nim ucinklim v téle cloveka. Maji vSak celou fadu vlastnosti prospésnych pro zdravi
- jsou dilezité pro zdravi o¢i, jsou prekurzory vitaminu A, pomahaji pfedchazet tfadé
onemocnéni (Navarre et al., 2016). Lutein a zeaxantin patii do podkategorie karotenoidi zvané
xantofyly, o kterych je zndmo, Ze pohlcuji UV zéfeni a tim chrani sitnici oka, proto musi byt
pritomny v potravé Clovéka (Brown, 2008). Bramborové hlizy, pfevazné syté zbarvené, jsou
vynikajicim zdrojem téchto latek (Jarén et al., 2016).

Dal8i vyznamnou skupinou barviv pfitomnych v hlizdch jsou antokyany. Nachazi
se pfevazn¢ v odriidach zbarvenych v odstinech Cervené az fialové. Tyto slouceniny jsou
rozpustné ve vodé, taktéZ maji antioxidacni aktivitu a nékteré z nich navic vykazuji

protizanétlivé u€inky (Brown, 2008).



3.4 Glykoalkaloidy

Brambory, stejn¢ jako fada dalSich rostlin z celedi lilkovitych, produkuji sekundarni
metabolity zvané glykoalkaloidy (GA). Tyto latky napomahaji rostlinam v obrané
pied patogeny a sktdci. Nejvice jsou obsazeny v kliccich, kvétech, plodech a listech. V hlizach
jich nejvice najdeme ve slupce. Hladina GA v hlizach je zavisla na odrtdg, ale také na vnéjsich
faktorech, jako je denni svétlo, stres nebo starnuti hliz, které obsah GA zvysuji (Levy

et Rabinowitch, 2017).

3.4.1 Chemické struktura

U glykoalkaloidi brambor rozliSujeme dva strukturni typy, jedna se bud’ o solanides,
kam fadime solanin a chaconin, nebo spirosolanes (Navarre et al., 2016). Nejvice se v hlizach
vyskytuji pravé a-solanin a a-chaconin (Friedman et Levin, 2016), které zabiraji az 90 %
celkového obsahu GA v hlize (Navarre et al., 2016). Samotny solanin zabird 0,01-0,10 %
obsahu susiny hlizy, pfi¢emz ve slupce ho najdeme dvakrat vice nez v duzin¢ (Talburt et al.,
1987).

a-solanin a a-chaconin jsou odvozeny od aglykonu solanidinu (Friedman et al., 1997).
Aglykony rodu Solanum obsahuji steroidni jadro a jsou biosyntetickymi produkty cholesterolu
(Osman, 1983), predstavuji nepolarni ¢ast celého glykoalkaloidu (Friedman et al., 1997).

Obecné se glykoalkaloidy fadi mezi glykosidy, to znamena, Ze k jednotce aglykonu maji
v postrannim fetézci piipojeny rizné slozené cukry. a-solanin i a-chaconin tedy maji spolecny
solanidin, na kterém je navazan vzdy jiny fetézec pro a-solanin a jiny pro a-chaconin (Friedman
et al., 1997). U a-solaninu se jedna o triglykosid sloZeny galaktosy, glukosy a rhamnosy, cela
sacharidicka ¢ast se nazyva solatriosa, zatimco u a-chaconinu se sklada z glukosy a dvou skupin
rhamnosy. Sacharidickd ¢ast se nazyva chacotriosa (Barceloux, 2009). Ve vodé rozpustné

sacharidy pfedstavuji polarni ¢ast celého glykoalkaloidu (Friedman et al., 1997).
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Obrdzek 1: solanidin, a-solanin, a-chaconin, (Friedman et al., 1997)

3.4.2 Biosyntéza glykoalkaloidi

Glykoalkaloidy jsou syntetizovdny ve vSech Castech rostliny. Jejich tvorba zacina
uz béhem kliceni a vrcholu dosahuje v obdobi kvétu. Nejvice GA je syntetizovano v €astech
rostliny s vysokou metabolickou aktivitou - tedy v mladych listech, plodech nebo kliécich.

Ptestoze glykoalkaloidy maji vyznamnou roli v bezpecnosti a kvalité brambor, neni jejich
syntéza dosud zcela objasnéna, a to ani u dvou nejvice zastoupenych druhu - tedy a-solaninu
a a-chaconinu (Navarre et al., 2016). Za vychozi bod syntézy glykoalkaloidll je povaZzovan
cholesterol, ktery se v rostlinach ptirozené neuklada a je okamzité a zcela preveden na jiné
latky. Cholesterol vznika sloZitou cestou z mevalonové kyseliny, ktera je zodpovédna za vznik
steroidll obecné (Friedman et al., 1997).

Bergenstrahle (1995) jako dilkkaz syntézy solanidinu pies cholesterol uvadi fakt, ze
ke zvySené akumulaci glykoalkaloidi doslo pouze tehdy, kdy soucasné piedchazelo zvySeni
obsahu cholestrerolu. Pokud byl cholesterol inhibovan piidavkem etefonu (postitikovy
ptipravek), ke zvySeni akumulace glykoalkaloidi nedoslo. Navarre et al. (2016) navic uvadi,
Ze experimenty s oznaCenymi prekurzory prokazaly, Ze glykoalkaloidy jsou odvozeny
Z cholesterolu vzniklého mevalonatovou cestou. Vyskytuji se v celé hlize, ale primarn¢ jsou

syntetizovany ve felodermu.
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3.4.3 Vyznam pro ¢lovéka

Glykoalkaloidy jsou latky pro ¢lovéka toxické. V zévislosti na ddvce mohou zpiisobit
fadu zdravotnich obtizi. I pies tento fakt nebyly tyto latky v minulosti zkoumany stejné
dasledné, jako mnohé jiné syntetické slouCeniny, které se v dnesni dob¢ ptidavaji do potravin
umgéle, vétSinou za Gcelem zlepSeni jejich senzorickych vlastnosti. At uz je diivodem ptirozeny
vyskyt téchto latek v hlizach nebo jejich po staleti ovéfena konzumace (Smith et al., 1996),
Vv kazdém ptipad¢ dosud nebyly stanoveny hranice pro piijem téchto latek, jako naptiklad
NOAEL (no observed adverse effect level) tedy davka, pti které jesté nebyl pozorovan skodlivy
ucinek, nebo TDI (tolerable daily intake), coz je hodnota, ktera udava mnozstvi denniho piijmu
latky, pti kterém nehrozi riziko pro naSe zdravi béhem konzumace v pribéhu Zivota (Mensinga
et al., 2005).

Podle dostupnych zdroju je nachylnost ¢lovéka k otravé glykoalkaloidy vysoka a velice
variabilni. Oralni davky od 1 do 5 mg glykoalkaloidl na kg télesné hmotnosti clovéka mohou
byt velmi toxické, zatimco davky 3-6 mg/ kg télesné hmotnosti ¢lovéka mohou byt smrtelné
(Smith et al., 1996). Z téchto Udajl je patrné, ze hranice mezi pfijatelnou davkou, toxickou
a smrtelnou davkou mize byt velice tizka (Langkilde et al., 2009). Mensinga et al. (2005) uvadi,
ze priznaky otravy GA se ve vétSing pripadi projevuji po uplynuti 24 hodin. To by mohlo
znamenat, Ze toxické U¢inky se mohou kumulovat, pokud by dochézelo béhem této doby k dalsi
konzumaci potravin obsahujicich GA.

Ptestoze vazné otravy glykoalkaloidy jsou vzacné (dosud bylo zaznamenano asi 30
fatalnich ptipadl) existuje podezifeni, ze mirné otravy témito latkami jsou mnohem cCastéjsi.
Vzhledem k fyziologickym projeviim jako jsou napt. bolesti bficha, zvraceni, prijem, mize byt
mirna otrava GA Casto zaménovana za stfevni obtiZe zplisobené jinym piivodcem (Smith et al.,
1996).

Obecné akceptovany obsah GA v hlizach brambor je nanejvys 200 mg/kg jedlé hmoty.
Tento limit byl stanoven pted vice nez 80 lety, v dob¢, kdy se o toxicite¢ GA pfili§ nevédélo.
Kvili znacnym a €asto nepiedvidatelnym rozdiliim v mnoZstvich GA obsaZenych v hlizach,
které mohou byt zptsobeny fadou faktort jako je lokalita péstovani, obdobi ristu, stresové
faktory, biochemické procesy, jejichz piesny vliv na zménu obsahu GA neni znam, byla
doporucena hladina obsahu GA snizena na 60 - 70 mg/ kg (Smith et al., 1996).
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3.4.4 Utinky na ¢lovéka

Projevy otrav GA u ¢lovéka jsou velmi rozsahlé. Za pocatecni projevy slabé otravy se
povazuje nevolnost, zvraceni, bolesti zaludku, poceni, zazivaci potize. Vaznéjsi otravy provazi
zmatenost, apatie, halucinace, poruchy vidéni, potize s dychanim, ¢astecné paralyza nebo kiece,
srdecni selhani, kone¢nou fazi je koma a smrt (Mensinga et al., 2005; Korpan et al., 2004).
Z vyjmenovanych pfiznakli jsou ty neurologické zplsobeny inhibici enzymu
acetylcholinesteraza (EC 3.1.1.7), ktery je zodpovédny za hydrolyzu neurotransmiteru
acetylcholinu. Acetylcholin je kliCovy pfi pfenosu vzruchu v centrdlni nervové soustave.
Zazivaci potize jsou zpusobeny schopnosti glykoalkaloidii naruSovat membrany obsahujici
sterol, coz vede k poskozeni bunck gastrointestindlniho traktu (Langkilde et al., 2009).
Pii transportu GA krvi pak dochazi k poskozeni dalSich tkani a organt, napiiklad jater (Smith
et al., 1996). Pti pokusech provadénych na zvitatech bylo zjisténo, ze GA mohou negativné
ovlivnit propustnost stievni stény. Pti opakované konzumaci vysSich davek GA by to mohlo
vést ke zhorSeni a pretrvani chronickych zanétlivych onemocnéni stiev u ¢lovéka. GA mohou
mit také negativni ucinky na kinetiku 1€ka prostfednictvim inhibice acetylcholinesterazy,
podobné jako neuromuskularni blokatory (Ruprich et al., 2009).

Posledni studie vSak ukazuji, Ze G¢inky GA nemusi byt nutn¢ pouze negativni. Lee et al.
(2004) provedli studii zamétfenou na pisobeni glykoalkaloidli proti rakovinnym buiikdm
lidského stieva a jater. Zaméfili se na celou fadu GA nejen z brambor, jako a-chaconin,
a-solanin, Bl-chaconin, B2-chaconin a PB2-solanin, ale také na GA pfitomné v rajcatech,
konkrétné a-tomatin, Bl-tomatin a jejich spoleény aglykon tomatidin, dale na GA lilku -
solamargin a solasonin a jejich spolecny aglykon solasodin. Vysledky studie uvadi prekvapivy
ucinek u a-chaconinu a o-tomatinu, u kterych byla Uc¢innost proti rakovinnym builkdm
pii koncentraci 1 pg/ml dokonce vyssi, nez u protinddorovych 1éciv. Také byla zaznamenana
vetsi ucinnost proti rakovinnym bunkam jater oproti rakovinnym buiikdm stfeva. Autoii vSak
upozornuji na skutecnost, ze GA soucasn¢ s rakovinnymi buiikami inhibuji také zdravé bunky
jater. Kozukue et al. (2005) se ve své studii zamétuji na protirakovinné ucinky a-chaconinu
a oa-solaninu izolovanych z nékolika odriid brambor. Zkoumali inhibici cervikalnich, jaternich,
lymfomovych nadorovych bunék a nadorovych bunék zaludku, pii¢emz a-chaconin se ukazal
jako u¢inngj$i proti vSem t€émto typtim rakovinnych bunék. Potvrzuji vSak G¢inky proti zdravym

jaternim bunkam, i kdyZ v mens$i mife nez proti rakovinnym.
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3.5 Stres suchem

wevr

stresovych faktorti neni rostlina schopna spravné rast a dosahnout pozadované zralosti, coZ ma
nasledné negativni vliv na produkci a vynos (Andre et al., 2009). V zemédé¢lstvi je sucho
definovano jako takovy nedostatek vlhkosti v ptidé, pii kterém je naru$en normalni rist rostlin,
které pak nedokazou dokon¢it sviij zivotni cyklus (Farooq et al., 2012).

Sucho u rostlin narusuje vodni vztahy a snizuje efektivitu hospodaieni s vodou. Rostliny
vSak maji celou fadu fyziologickych a biochemickych mechanismt jak na bunééné Grovni, tak
v celém svém téle, diky kterym se piizplisobuji a odolavaji neptiznivym vnéjsim podminkam

(Farooq et al., 2012).

3.5.1 Stres suchem u brambor

Konkrétné u brambor sucho zplisobuje snizeni rustu rostliny, zkraceni riistového cyklu
a predevsim snizuje pocet a velikost hliz (George et al., 2017). Podobné Levy et Rabinowitch
(2017) uvadi nejcastéji pozorovatelné reakce rostlin bramboru na plsobeni sucha: uzavieni
priaducht, snizeni fotosyntézy, snizeni produkce Skrobu, pokles turgoru a vadnuti listt, inhibice
rustu jak nadzemnich c¢asti, tak hliz, hromadéni rozpustnych ¢astic pro udrzeni turgoru,
deformované a prasklé hlizy, zrychlené starnuti rostliny.

Brambory jsou povazovany za plodiny citlivé k suchu - piedev§im kvili mélkému
kofenovému systému a nizké schopnosti napravit Skody zptsobené vysokymi teplotami
a nedostatkem zavlahy (George et al., 2017). Jejich udrzitelna produkce je Casto ohroZena
dlouhymi obdobimi sucha. To je divodem fady vyzkumu fyziologického, biochemického
a genetického zdkladu tolerance brambor vi¢i suchu a nasledného zlepseni produkce
(Obidiegwu et al., 2015).

Rostliny reaguji na stres zplisobeny suchem alespon jednim ze tfi nasledujicich opatieni:
inhibici riistu, udrzeni osmotické homeostazy a detoxikaci. Posledni zminény zplisob obrany je
jednim z kliCovych. Rostliny za normélnich podminek produkuji jisté mnozstvi reaktivnich
forem kysliku. Béhem sucha se vSak toto mnozstvi zna¢né zvysuje a pro rostlinu je v takoveé
chvili velmi podstatné chranit tkan¢ pfed poskozenim zpusobenym oxidacnimi reakcemi.
Proto maji rostliny zna¢né vyvinuty antioxida¢ni obranny systém, na kterém se Ucastni fada

enzymd, jako je superoxid dismutaza (EC 1.15.1.1), katalaza (EC 1.11.1.6) nebo askorbatova
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peroxidaza (EC 1.11.1.11). Déle se téchto procest Gcastni i neenzymatické antioxidanty, jako
jsou askorbaty, glutathiony, karotenoidy, polyfenoly nebo tokoferoly (Andre et al., 2009).

Vysychanim piidy se méni kofenovy systém brambor. Dochazi ke zkraceni kofent,
narasta tloustka kofenl a tvoii se vice kofenovych chloupkii. Vodivost vody v kofenovém
systému je rtiznd v zavislosti na véku tkané¢ a typu kotfene a je fizena propustnosti bunéénych
membran za Ucasti proteinu akvapaporinu. V tkanich kofenti brambor se pfi jejich zkracovani
vytvaii fytohormon ABA (abscisova kyselina), ktera je xylémem dopravena do tkani lista, kde
zpusobuje snizeni dychani rostliny a uzavirani praduchii (George et al., 2017).

Uzavirani praduch souvisi s omezenim piisunu CO2 a tim padem i s omezenim
fotosyntézy a metabolismu sacharidl v rostlin€ (Evers et al., 2010). To je konkrétné u brambor
velky problém, jelikoZ maximalni fixace CO2 je nezbytna pro spravnou produkci brambor
(Levyetal., 2013) .

Hlizy odrid nachylnych k suchu maji tendence pti jeho ptisobeni akumulovat prolin
(Levy et al., 2013). Knipp et Honermeier (2006) ve sv¢é studii uvadi, ze akumulace prolinu je
spjata s vodnim potencidlem listl brambor. Vodni stres u brambor stimuluje tvorbu prolinu.
Ve vsech testovanych liniich brambor doSlo ke zvySeni vodniho potencidlu soucasné se
zvySenou akumulaci prolinu.

Prolin je aminokyselina, kterd se po pominuti obdobi sucha snadno metabolizuje v listech
rostliny. Béhem obdobi sucha je akumulovan v cytoplasmé a jeho ukolem je chrénit rostlinné

tkan¢ pfed denatura¢nimi procesy (Crusciol et al., 2009).

3.5.2 Vliv sucha na obsah glykoalkaloidi

Bé&hem poslednich let probéhlo ne¢kolik studii zaméfenych na sledovani zmény obsahu
glykoalkaloidt v hlizach vlivem extrémni zavlahy nebo extrémniho sucha.

Papathanasiou et al. (1999) se ve své studii zaméfuji na zkoumani zmény obsahu
glykoalkaloidli u nékolika odriid brambor. Dle jejich zavéra se obsah glykoalkaloida vyrazné
zvysil béhem pulsobeni sucha u jedné ze zkoumanych odriid, zatimco u druhé nebyl nariist tak
znatelny a obsah glykoalkaloida tfeti zkoumané odriidy se nezménil viibec. Také uvadi, ze
zévlaha za nizkych teplot zvysila u jedné z odrtid obsah GA, zatimco samotné pisobeni nizké
teploty nevyvolalo Zadnou zménu v obsahu GA.

Andre et al. (2009) svou studii potvrzuji vliv sucha na obsah GA v zavislosti na odrudé
brambor. Navic uvadi, Zze vliv sucha na pomér mezi vice toxickym a-chaconinem a méné

toxickym a-solaninem nebyl prokazan. Dale zminuji, ze béhem skladovani doslo ke znaénému
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zvySeni obsahu GA u hliz, které¢ byly béhem péstovani vystaveny pisobeni sucha, zatimco
u dobfe zavlazovanych hliz nemélo skladovani na obsah GA Zadny vliv. Z tohoto faktu
VYVOzUji, Ze ptisobenim sucha urychleny fyziologicky vyvoj rostlin mtize ovlivnit hladinu GA
v hlizach.

Bejarano et al. (2000) ve své studii stanovili obsah a-chaconinu a a-solaninu ve slupce
I v duzin¢ hliz tfi odrid odolnych vuci suchu a tiéi bézné péstovanych odrad. Sledovali, zda
sucho zpiisobi zvySeni obsahu jednotlivych GA. U vétSiny odrid doslo k vyraznému zvyseni
obsahu obou typtt GA v priméru o 43 - 50 %. U vSech testovanych odrid byl obsah
glykoalkaloidli vyrazné vyssi ve slupce nez v duziné. V zadném z piipada vsak nepiekrocil

limit 200 mg/kg.
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4 Prakticka cast

4.1 Material a metody

Predmétem této diplomové prace byly Ctyii odlisSné odriidy brambor, které jsou nize
kratce charakterizovany. Sadbu odrtid Marabel, Laura a Milva poskytl Europlant Slechtitelska
spol. s. r. 0. Sadba pro odrtidu Valfi byla ziskéana od dodavatele VUB Havli¢kiv Brod. Tyto

odrdy byly péstovany za stanovenych podminek.

4.1.1 Odridy brambor

4.1.1.1 Valfi

Jedna se o specialni poloranou az polopozdni konzumni odridu. Z hlediska konzumni
jakosti ji fadime k varnému typu BC. Vyznacuje se modrofialovou slupkou a modrofialovou
mramorovanou duzinou. Tvar hliz je vétSinou ovalny, velikost hliz 1ze urcit jako stfedné velkou
az velkou. Slabou strankou této odriidy je jeji nachylnost k aktinomycetové obecné strupovitosti

(Ceskomoravsky svaz $lechtiteltl, 2010).

Obr. 2: Odriida Valfi (Ceskomoravsky svaz slechtitelii, 2010)
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4.1.1.2 Marabel

Marabel fadime mezi odrudy rané stolni, varny typ BA-B. Slupka je hladka, svétla, ocka
melka, barva duziny zluta, tvar hliz ovalny. Mezi jeji pfednosti patii velmi dobra chut’, vysoky
vynos a odolnost vic¢i had’atku a virovym chorobam (viru A a Y). Slabinou této odridy je

nachylnost k rakoviné (Vokal et al., 2003) (EUROPLANT, 2003).

-~

Obr. 3: Odrida Marabel (EUROPLANT, 2018)

4.1.1.3 Laura

Je charakterizovana jako polorana konzumni odrida, varného typu B. Jejim typickym
znakem je Cervena slupka s mimotadné syté zlutou barvou duziny. Tvar hliz je dlouze ovalny,
hlizy jsou vzhledné s mélkymi ocky, po uvateni ziistavaji pevné, duZina netmavne. Tato odriida
je oblibend zejména proto, ze je vhodna k baleni umytych hliz a vyuziva se k vyrob& hranolku.
Odrtda Laura je odolna vuci virovym chorobam, had’atku i vii¢i hnilobam. Proti rakoving je

vSak odolna pouze slab¢ (Vokal et al., 2003).

Obr. 4: Odriida Laura (EUROPLANT, 2018)
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4.1.1.4 Milva

Posledni blize popsanou odriidou je Milva. Jedna se o poloranou jakostni saldtovou
odrtdu s vynikajici chuti, kterou fadime k varnému typu AB. Jeji duzina je syt¢ zluta a neztraci
svou barvu (netmavne) jak v syrovém stavu, tak po uvafeni. Hlizy maji kulovitoovalny tvar,
ktery zlistavad pevny po uvareni. Stejn¢ jako pfedchozi odriida i Milva je vhodna k baleni
umytych hliz. Je charakteristickd vysokym vynosem, odolnosti vi¢i had’atku a strupovitosti,
avsak je mén¢ odolna vici virovym chorobam (viru Y) a siln€ nachylna k rakoviné (Vokal et

al., 2003) (EUROPLANT, 2003).

e

Obr. 5: Odriida Milva (EUROPLANT, 2018)

4.1.2 Popis podminek péstovani

Po dobu dvou let byly brambory péstovany za nésledujicich podminek:

Ziskana sadba pro kazdou odridu byla ponechéana 3 tydny v chladu pfi teploté 4 — 5 °C,
aby mohla prob&hnout jarovizace. Hlizy byly vysazeny do kontejnerti o objemu 5 | a ponechany
do doby, dokud nedosahly 60% vlahové jistoty. Od této chvile doslo k zahajeni pokusu.

Hlizy kazdé ze Ctyi odrad byly péstovany ve tfech riznych variantach: prvni variantou
byla anoxie — tedy rostliny byly hojn¢ zavlazovany, dale ve stresové variant¢ — suchu a tieti
variantou byla kontrola — tedy bez Uprav zavlahy.

Teplota ve skleniku se pohybovala mezi 18 °C béhem noci a 22 az 24 °C béhem dne.
Relativni vlhkost vzduchu dosahovala 60 %. B&hem celého pokusu byl jednou aplikovan
insekticid a jednou fungicid. Sklizné hliz probéhly 17. 5. 2017 a 19.5.2018.
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4.1.3 Priprava vzorki

4.1.3.1 Seznam chemikalii

e a-Solanin > 95 % (Sigma-Aldrich, USA)

e a-Chaconin > 95 % (Sigma-Aldrich, USA)

e Metanol p.a. (Lachner, Ceska republika)

e Acetonitril HPLC grade, (Lachner, Ceska republika)
e Methanol HPLC grade, (Lachner, Ceska republika)
e Kyselina mravenci 99 % (Acros Organics, USA)

e Octan amonny 99,999 % (Sigma-Aldrich, USA)

e Deionizovana voda

4.1.3.2 Seznam pfistroju

e Analytické vahy (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

e Lyofilizator (Lyovac GT2, Steris, Némécko)

e Laboratorni mlynek HR 2185 (Philips, Nizozemsko)

e Vortex (Basic 3, IKA, KG, Némecko)

e Ultrazvukova lazen (PS 04, Powersonic-Notus, Ltd., Slovensko)

e Centrifuga (5810R, Eppendorf, Némecko)

e Simplicity UV (Merck Millipore, KGaA, Némecko)

e Kapalinovy chromatograf (UltiMate 3000 RS, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
USA) spojeny s hmotnostnim detektorem (A 3200 QTRAP trojity kvadrupdl, AB
Sciex, Inc., USA)

4.1.3.3 Ptiprava vzorku

Samotné piipraveé vzorku piedchazela lyofilizace po dobu 120 h.

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,3 g lyofilizovaného homogenizovaného vzorku
do plastové uzaviratelné kyvety. Ke vzorku bylo pfidano 20 ml 80% metanolu. Vzorek byl
promichan na vortexu (1 min), poté byl umistén na 10 minut do ultrazvukové 14zné k podpoie

homogenizace a rozpustnosti Castic. Nasledovalo odstfedéni vzorku po dobu 7 min
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pti 5000 rpm a 20 °C. Supernatant byl pfeveden do 50 ml odmérné banky. Ke zbylému
sedimentu bylo pfidano dal§ich 20 ml 80% methanolu a cely postup extrakce byl proveden jesté
jednou. Supernatant v 50 ml odmérné bance byl doplnén po rysku 80% metanolem a fadné
promichan. V dalsi fazi byl vzorek prefiltrovan pies nylonovy mikrofiltr NY 0,22 pm
a Vv pomeéru 1:1 byl nafedén deionizovanou vodou do vialky. Obsah a-solaninu a a-chaconinu
ve vzorcich byl stanoven metodou UHPLC-ESI-MS/MS. Kazdy vzorek z roku 2018 byl
analyzovan ve tifech opakovanich, kazdy vzorek zroku 2017 byl analyzovan ve dvou

opakovanich.

4.1.4 Analyza vzorki

4.1.4.1 Podminky LC-ESI-MS/MS analyzy

e Analytickd kolona: Kinetex C18 (30 x 2,1 mm; S = 1,7 um; Phenomenex, USA)

e Mobilni faze: acetonitril : methanol : voda : 0,1M octan amonny (200:100:550:50)
(v/v/viv), pH=3,8 (mravenci kyselina)

e Eluce: izokraticka

e Pratok: 0,3 ml/min

e Nastiik: 1 pl

e Teplota kolony: 40 °C

e Doba analyzy: 6 min

e Detekce: ESI-MS/MS

Tabulka ¢. 1: Podminky ve zdroji

Ochranny plyn 30 psi
Kolizni plyn stiedni
Napéti zdroje 5500 V
Teplota 650 °C
Zmlzovaci plyn 60 psi
Turboplyn 60 psi
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Tabulka ¢. 2: Parametry metody pro stanoveni glykoalkaloidi

MRM pozitivni iontovy méd

=3 T
8 18 lzlclals |ols
analyt piechod £ £ £ 2. 2. o 2. o
£ £ 2 a Q. 0 S X
= = >0 (@) (@)
— ™
(@4 (@4
kvantifikacni | 852,64 | 98,2 100 166 10,5 32 121 4
a-chaconin
konfirmaéni | 852,64 | 380,4 100 166 10,5 32 101 4
kvantifikaéni | 868,62 98,1 100 136 10,5 46 121 4
a-solanin
konfirmacni | 868,62 | 398,5 100 136 10,5 46 97 6

DP — deklasteracni potencial; EP — vstupni potencial; CEP — vstupni potencidl do cely; CE - kolizni energie;

CXP — vystupni potenciél z cely

4.1.4.2 ldentifikace a kvantifikace

Identifikace analyti ve vzorcich byla provedena porovndnim kvantifikaéniho a
konfirmacniho pfechodu a reten¢niho ¢asu vzorki a retencnich ¢asi standardd. Vysledky byly
vyhodnoceny metodou kalibra¢ni pfimky. Rozsah kalibra¢ni pfimky byl 0,05-10 pg/ml pro a-

chaconin i a-solanin.
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5 Vysledky

Ke statistickému zpracovani ziskanych hodnot méfeni byl pouzit program IBM SPSS
Statistics 2.0. K porovnani vysledkt byly pouzity nasledujici vyhodnocovaci metody: korelace,

jednofaktorova a dvoufaktorova ANOVA. Interval spolehlivosti o byl stanoven na 95 %.

5.1 Odridy brambor obsahuji rozdilna mnoZstvi glykoalkaloidu a tento
obsah je geneticky podminén

Tabulka €. 3: Priimérny obsah solaninu a chaconinu jednotlivych odrid

N Mean
Solanin Marabel 15 | 322,009176
[ug/g susiny] Milva 15 | 294,339092
Laura 15 | 526,973186
Valfi 15 | 428681722
Total 60 | 393,000794
Chaconin Marabel 15 | 583,068934
[ug/g susiny] Milva 15 | 610,520214
Laura 15 | 891,863552
Valfi 15 | 620,044249
Total 60 | 676,374237

Z tabulky €. 3 je patrné, Ze obsah solaninu i chaconinu se lisi v zavislosti na odridé
brambor. V tabulce jsou uvedeny primérné obsahy solaninu a chaconinu dle pfislusnosti
k odridé. Hodnoty a-solaninu se pohybuji v rozmezi od 294,34 pg/g susiny do 526,97 pg/g
susiny. Obsah a-chaconinu v hodnotach od 583,07 pg/g suSiny do 891,86 pg/g susiny.

Odrada Laura zde obsahuje o 44 % vice a-solaninu nez odrida Milva a o 35 % vice
a-chaconinu nez odrida Marabel. Zatimco odrida Milva obsahuje pouze o 9 % méné

o-solaninu a 0 4 % vice a-chaconinu nez odruda Marabel.
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Tabulka ¢&. 4: Korela¢ni analyza pro zjiSténi zavislosti mezi obsahem alkaloidu a

odridou
Solanin Chaconin
Odrhda
Solanin Pearson Correlation 1 943 357
Sig. (2-tailed) ,000 ,005
N 60 60 60
Chaconin Pearson Correlation 943" 1 170
Sig. (2-tailed) ,000 193
N 60 60 60
Odrida Pearson Correlation 357 70 1
Sig. (2-tailed) ,005 193
N 60 60 60

**_ Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Z tabulky ¢. 4 - korela¢ni analyzy pro zjisténi zavislosti mezi jednotlivymi alkaloidy a
odriidou - vyplyva, ze obsah chaconinu vykazuje silnou zavislost na odridé brambor. Zavislost
obsahu solaninu na odradé¢ brambor se potvrzuje, je ale slabsi nez zavislost obsahu chaconinu

na odrude.

Tabulka ¢&. 5: Vysledek jednofaktorové ANOVY - obsah alkaloidu geneticky podminén

Sig.
Solanin Between Groups 0 000
Within Groups
Total
Chaconin Between Groups 0,002
Within Groups
Total

Tabulka ¢. 5 =znéazornuje vysledky provedeni jednofaktorové ANOVY, kterd
na stanoveném intervalu spolehlivosti potvrzuje, Ze obsah solaninu je zavisly na odrtdé

brambor. Totéz vyplyva také pro chaconin.
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Tabulka ¢&. 6: Post hoc analyza — statisticky vyznamné rozdily mezi odridami

Bonferroni
Mean
Difference (I-
Dependent Variable _ (I) Odrida__(J) Odrida J) Std. Error Sig.
Solanin Marabel Milva 27,6700842 | 554428039 1,000
Laura -204,964010 | 55,4428039 003
Valfi -106,6725464 | 554428039 357
Milva Marabel -27,6700842 | 55,4428039 1,000
Laura 232634094 | 55,4428039 001
Valfi -134,3426306 | 55,4428039 112
Laura Marabel 204,9640099 | 55,4428039 003
Milva 232,6340041 | 554428039 001
Valfi 98,2914635 | 554428039 490
Valfi Marabel 106,6725464 | 554428039 357
Milva 134,3426306 | 554428039 112
Laura -98,2914635 | 55,4428039 490
Chaconin Marabel Milva -27,4512799 | 84,9818433 1,000
Laura -308,794618 | 84,9818433 004
Valfi -36,0753149 | 84,9818433 1,000
Milva Marabel 27.4512799 | 849818433 1,000
Laura -281,343338 | 84,9818433 010
Valfi -9,5240350 | 84.9818433 1,000
Laura Marabel 308,7946180 | 84,9818433 004
Milva 281,3433381 | 84,9818433 010
Valfi 271,8193031 | 84,9818433 014
Valfi Marabel 36,9753149 | 849818433 1,000
Milva 9,5240350 | 84,9818433 1,000
Laura -271,819303 | 84,9818433 014

Z tabulky €. 6 je patrné, ze statisticky vyznamny rozdil v obsahu solaninu byl zaznamenan
mezi odridami Marabel a Laurou a dale mezi Milvou a Laurou. Statisticky vyznamny rozdil
v obsahu chaconinu byl zaznamenan taktéZ mezi Marabel a Laurou, mezi Milvou a Laurou

a navic jesté i mezi odradami Valfi a Laurou.
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5.2 Vodni stres suchem ¢i premokrenim méni obsah glykoalkaloidii,
pri¢emz odridy reaguji na stres odliSnym zpiisobem

Tabulka €. 7: Korela¢ni analyza pro zjisténi zavislosti mezi obsahem alkaloidu a

variantou
Solanin ?g/g Chaconin ?g/g
sus. SUuS. Varianta
Solanin ?g/g sus. Pearson Correlation 1 943 163
Sig. (2-tailed) ,000 215
N 60 60 60
Chaconin ?g/g sus.  Pearson Correlation 943 1 200
Sig. (2-tailed) ,000 126
N 60 60 60
Varianta Pearson Correlation 163 200 1
Sig. (2-tailed) 215 126
N 60 60 60

**_ Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
Tabulka ¢. 7 znazoriuje vysledek korelacni analyzy pro zjisténi zavislosti mezi obsahem
glykoalkaloidu a zptisobem zévlahy. Mezi témito proménnymi nebyla nalezena zavislost, nebo
alespon tato zavislost neni linearni. Z tabulky ale muzeme vypozorovat, ze existuje silna

zavislost mezi obsahy samotnych glykoalkaloidd.

Tabulka ¢. 8: Vysledek jednofaktorové ANOVY — obsah alkaloidu je ovlivnén zptisobem

zavlahy
Sig.
Solanin Between Groups 0,306
Within Groups
Total
Chaconin Between Groups 0.254
Within Groups
Total

Tabulka ¢. 8 dokazuje, Ze pii zkoumani, zda zplsob zavlahy ovlivnil obsah

glykoalkaloidli, nebyl prokazan statisticky priikazny rozdil na stanovené hladiné vyznamnosti.
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Z grafu €. 3 a 4 je patrné, ze obsahy jednotlivych glykoalkaloidi neziistavaji neménné.
Lze pozorovat trend sniZeni jejich obsahu v disledku zamokieni a naopak zvyseni v disledku

sucha. Zména obsahu v zavislosti na zpusobu zavlahy je ovSem mala, statisticky neprikazna.

Tabulka ¢&. 9: Vysledek dvoufaktorové ANOVY pro alkaloid solanin

Dependent Variable: Solanin

Type Ill Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.

Intercept Hypothesis 9266977449 1 | 9266977,449 56,821 009
Error 408599,196 2,505 163089,962°

Odrada Hypothesis 509935,076 3 169978,359 3,907 073
Error 261012,727 6 43502,121°

Varianta Hypothesis 73227448 2 36613,724 842 476
Error 261012,727 6 43502,121°

Odrada * Varianta  Hypothesis 261012,727 6 43502,121 2,182 061
Error 956799,718 48 19933,327°

Tabulka ¢. 9 znazoriiuje vysledek dvoufaktorové ANOVY, pficemz byl zkouman vliv
odridy a zavlahy na obsah solaninu v hlizach. Zavér testu nepotvrzuje, ze by tyto faktory mély

za nasledek statisticky vyznamny rozdil v obsahu solaninu na stanovené hladiné vyznamnosti.

Tabulka ¢&. 10: Vysledek dvoufaktorové ANOVY pro alkaloid chaconin

Dependent Variable: Chaconin

Type Il Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.

Intercept Hypothesis 2744892653 1 27448926,53 | 102,110 014
Error 482916,463 1,796 268817,742°

Odrada Hypothesis 939770,165 3 313256,722 2,274 180
Error 826483,705 6 137747,284°

Varianta Hypothesis 186616,609 2 93308,305 677 543
Error 826483,705 6 137747,284°

Odrada * Varianta  Hypothesis 826483,705 6 137747284 3,273 ,009
Error 2020103,435 48 42085,488°

Tabulka ¢. 10 zndzornuje vysledek dvoufaktorové ANOVY, kdy byl zkoumén vliv
odridy a zavlahy na obsah chaconinu v hlizach. I kdyZ se vysledek velmi blizi, pfesto zaver
testu nepotvrzuje statisticky vyznamny rozdil v obsahu chaconinu na stanovené hladiné

vyznamnosti.
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Tabulka ¢&. 11: Vysledek jednofaktorové ANOVY — priikazny rozdil mezi roky

Sig.
Solanin Between Groups 0,006
Within Groups
Total
Chaconin Between Groups 0,047
Within Groups
Total

Z vys$e uvedenych grafu ¢. 6 a 7 a také z tabulky ¢. 11 vyplyva, Ze na stanovené hladiné
vyznamnosti byl statisticky priikazny rozdil v obsahu glykoalkaloidii v roce 2017 a v roce 2018.

Z tohoto diivodu jsou obsahy jednotlivych glykoalkaloidii nize graficky znazornény oddélené
Vv letech 2017 a 2018.
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Graf ¢. 8: Grafické zndazornéni obsahu chaconinu [ug/g susiny] v roce 2017
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Graf ¢. 9: Grafické zndzornéni obsahu solaninu [ug/g susiny] v roce 2017

Grafy €. 8 a 9 znazoriuji chovani obsahii chaconinu a solaninu v zavislosti na odrad¢ pii
pusobeni riznych typa zavlah béhem pokusu, ktery probihal v roce 2017. Z obou grafu je
patrny trend zvySovani obsahu glykoalkaloidi ptisobenim sucha a naopak snizeni jejich obsahu
v disledku zamokteni. Z grafu je take patrné, ze i kdyz odrudy reaguji podobym zptisobem,
zména v mnozstvi obsahu GA je rtizna v zavislosti na odridé.

Nejvétsi zmény béhem zatizeni suchem jsou pozorovatelné u odrad Marabel a Laury.
U odrudy Marabel obsah a-chaconinu béhem piisobeni sucha vzrostl 0 32 % oproti kontrole a
obsah a-solaninu vzrostl 0 50 % pro tytéz varianty. U odridy Laura obsah a-chaconinu béhem
pusobeni sucha vzrostl o 35 % oproti kontrole a obsah a-solaninu pro tytéz varianty vzrostl o
43 %. Nejvetsi pokles glykoalkaloidtt béhem zamokieni pozorujeme u odridy Valfi, kde se
obsah a-chaconinu snizil o0 40 % a obsah a-solaninu se snizil o 52 % oproti kontrole. Odrida
Valfi také vykazuje nejmensi narast hladiny glykoalkaloidi pfi zatiZzeni suchem. U a-chaconinu

pouze o 19 % oproti kontrole a u a-solaninu pouze o 14 % oproti kontrole.
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Graf ¢. 11: Grafické zndzornéni obsahu solaninu [ug/g susiny] v roce 2018
Grafy ¢. 10 a 11 znazoruji chovani obsahti chaconinu a solaninu v zavislosti na odridé

pii piisobeni riznych typt zavlah v roce 2018. Trend v tomto roce neni stejny jako v roce 2017,
Vzorky z roku 2018 byly patrné zatizeny chybou.
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6 Diskuze

Jak uvadéji George et al. (2017), brambory jsou plodiny citlivé vuci suchu. Kvuli stale
intenzivnéj$im obdobim sucha je proto tfeba pochopit chovani rostlin v zavislosti na ptisobeni
tohoto faktoru. Pro potfeby zkoumani, zda sucho vyznamné ovlivituje obsah pro ¢lovéka
jedovatych latek — glykoalkaloida v hlizach brambor, byla pro stanoveni obsahu jednotlivych
glykoalkaloidl pouzita separa¢ni metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s

hmotnostnim spektrometrem (MS) jako detektorem.

6.1 Technika LC-MS je vhodna pro stanoveni riznych glykoalkaloidu v
hlizach brambor

Zatimco separac¢ni metoda HPLC se jevi jako nejcastéji voleny zptisob separace, volba
detektoru se rizni. Autofi studii Bushway et Storch (1982) a Bushway (1982) potvrzuji, ze
HPLC je vhodna metoda separace pro stanoveni glykoalkaloidd. Jedna se o rychlou, ptesnou,
opakovatelnou metodu, kterou lze pouzit jak pro stanoveni celkovych, tak pro stanoveni
jednotlivych glykoalkaloidi. Odlisny zptsob detekce zvolili ve svych studiich napf. autofi
Bejarano et al. (2000) i Romanucci et al. (2016), ktefi upfednostnili UV-VIS spektrometr.
Stejny zpusob detekce jako v této diplomové prace zvolili autofi Andre et al. (2009). Cahill et
al. (2010) uvadi LC-MS/MS jako jednu z metod vyvinutych pro stanoveni glykoalkaloidu, jako

dalsi zminuji GC-MS a kapilarni elektroforézu s MS detektorem.

6.2 Odridy brambor obsahuji rozdilna mnozZstvi glykoalkaloida a tento
obsah je geneticky podminén

V této diplomové praci byl stanoven obsah glykoalkaloidl ve ¢tyfech riiznych odrtidach
brambor — Marabel, Milva, Laura a Valfi. Po zpracovani vysledki se potvrdilo, Ze obsah
a-solaninu i a-chaconinu je u kazdé odrady odlisny, a tento rozdil je statisticky vyznamny.

Nejvice a-solaninu i a-chaconinu obsahovala odrida Laura, nejméné a-solaninu
obsahovala odriida Milva a nejméné a-chaconinu odrida Marabel. K velmi podobnym zavéram
dosli i autofi Romanucci et al. (2016), ktefi stanovovali obsah obou glykoalkaloidi v celkem
15 odrudach brambor, ztoho také v odridiach Laura, Marabel a Milva. Stanoveni
glykoalkaloidi ihned po sklizni odpovidad vysledkim stanoveni v této diplomové préci,
pfedevsim co se trovné obsaht tyce — odrtida Laura obsahovala nejvice obou glykoalkaloidl

ze tf1 zminénych odriid a odrida Marabel obsahovala nejméné a-chaconinu ze tii zminénych
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odrtd. Nicméné pokud se zamétime na presnd mnozstvi jednotlivych glykoalkaloidu, zde se jiz
obsahy 1i8i. Z grafii ¢islo 6 a 7 v této diplomové préci je patrné, Ze mnozstvi glykoalkaliodd ve
sklizenych hlizach v roce 2017 a 2018 bylo odli$né.

Papathanasiou et al. (1999) zkoumali obsah a-solaninu i a-chaconinu ve dvou odlisnych
odridach (Estima, Pentland Dell) v letech 1994 a 1995. Ve své studii potvrzuji, ze obsah obou
glykoalkaloidli je odliSny v zavislosti na odrad€. Navic odriida Pentland Dell méla vyssi
(pro a-chaconin dojnasobny) obsah celkovych glykoalkaloidi v roce 1995 nez v roce 1994.
Autofi uvadi, ze diivod tohoto nariistu neni pfesn¢ zndm, ovSem usuzuji, ze byl pravdépodobné
zpuisoben vyrazn€ teplej$imi a sus§imi podminkami péstovani v roce 1995.

Miuizeme tedy potvrdit, ze rizné odriady brambor obsahuji rozdilnd mnozstvi
glykoalkaloidt. Jak jiz bylo zminéno vySe, kulturni brambory jsou mnozeny vegetativné, tedy
dochazi k mnozeni stale stejné rostliny. Presto vSak nelze ocekavat, Ze v jednotlivych oblastech
¢i letech budou mit hlizy ur¢ité odrtdy stale stejny vychozi obsah glykoalkaloidi. Z toho Ize
usoudit, Ze vnéjsi vlivy, které pisobi na rostlinu béhem péstovani, do jisté miry ovliviuji obsah

celkovych glykoalkaloidi v rostlindch brambor.

6.3 Vodni stres suchem ¢i premoki'enim méni obsah glykoalkaloidii,
pricemz odridy reaguji na stres odliSnym zpiisobem

Jako prvni krok pro zjisténi zavislosti mezi pusobenim typu zavlahy a obsahem
glykoalkaloidi byla provedena korela¢ni analyza, jejiZz vysledek je uveden v tabulce €. 7.
Zavislost mezi témito proménnymi se nepotvrdila, 1 pfesto je vSak z tabulky zfetelna silna
zavislost mezi obsahem a-solaninu a a-chaconinu. Jednofaktorova ANOVA potvrdila, ze vliv
zpiisobu zavlahy na obsah glykoalkaliodii neni z vysledkli této diplomové prace statisticky
prikazny.

Pokud se zaméfime na grafy ¢. 8 a 9 a porovname je s grafy ¢. 10 a 11, nelze si
nevSimnout, Zze v roce 2018 doslo pravdépodobné k zdmeéné vzorkt, nejspis jiz v dobé jejich
sklizn€. Je velmi nepravdépodobné, Ze by hlizy jedné odriady, péstované za fizenych podminek
ve dvou po sobé jdoucich letech, vykazovaly tak rozdilné reakce v obsahu glykoalkaloidi.
Naptiklad odriida Laura, kterd ze vSech testovanych odriild obsahuje nejvice glykoalkaloidu,
vykazuje podobné hodnoty kontroly v obsahu solaninu v letech 2017 (462 pg/g susiny) i 2018
(416 pg/g susiny). Je tézké si predstavit, Ze by se v roce 2017 pii plsobeni sucha zvysil obsah
solaninu na 813 pg/g susiny, zatimco pii zamokieni ve stejném roce by dosahoval obsah

solaninu pouhych 381 pug/g susiny a nasledné pti zachovani podminek péstovani by v roce 2018
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obsah solaninu klesl na 388 pg/g susiny pii pisobeni sucha a zvysil se na 723 pg/g susiny
béhem zamokteni. Vzhledem k napadné podobnym hodnotam jednotlivych variant Ize usoudit,
7e u odrady Laura doSlo k zdméné vzorkt vystavenych pisobeni sucha za vzorky vystavené
pusobeni zamokieni.

Pokud se tedy zaméiime pouze na vysledky z roku 2017, i pfesto, Ze vliv variant zavlahy
na obsah glykoalkaloidii neni statisticky priikkazny, trend zvysSeni a-solaninu a a-chaconinu pfi
pusobeni sucha a naopak mirné snizeni téchto latek pii zamokieni je zjevny z grafa ¢. 8 a 9.
Z téchto grafii je také patrné, ze kazda odrida reaguje odlisn€. I kdyz ze zavéri dvoufaktorové
ANOVY uvedenych v tabulkach ¢ 9 a 10 vime, Ze plsobeni variant zavlahy a odrady nemélo
statisticky vyznamny vliv na obsah glykoalkaloidi v hlizach, pfesto v grafu ¢. 9 mizeme
pozorovat, ze zatimco u odridy Laura dochédzi k témét dvojnasobnému zvySeni obsahu
a-solaninu pii piisobeni sucha, u odridy Valfi doslo ke zvySeni o pouhych 47 pg/g susiny.

Skute¢nost, Zze odrudy reaguji na stres suchem co do obsahu glykoalkaloidti odlisné,
potvrzuji ve své studii i Papathanasiou et al. (1999). Zatimco u odrudy British Queen doslo k
vyraznému zvyseni obsahu GA v hlizach vystavenych ptsobeni sucha oproti hlizdm s normalni
zavlahou, dalsi dvé zkoumané odridy, jejichz hlizy mély pfiblizné stejnou velikost,
nevykazovaly zadné zietelné zmény v obsahu GA u hliz vystavenych suchu oproti hlizdm
s normalni zavlahou. Papathanasiou et al. (1999) dale uvadi, Ze statisticky prikazné bylo jak
zvySeni hladiny GA v hlizach odrudy British Queen zatizené suchem, tak soucasné snizeni
obsahu GA u hliz odridy Home Guard taktéz zatizenych suchem. Andre et al. (2009) taktéz
potvrzuji, Zze hladina glykoalkaloidi v hlizdch vystavenych suchu se méni v zavislosti na
odrid€. V zavérech své studie uvadi, ze u dvou z péti zkoumanych odriid brambor nedoslo
K vyrazné zméné obsahu GA v hlizach vystavenych suchem oproti kontrole, zatimco u tfi z péti
zkoumanych odrud doslo ke zvyseni obsahu celkovych GA u hliz zatizenych suchem oproti
kontrole. Obdobné zavéry uvadi také Bejarano et al. (2000), kteti zkoumali vliv stresu suchem
na obsah glykoalkaloida v hlizach (konkrétné ve slupce a duzin€). Autoti v zavéru prace uvadi,
ze bylo zajimavé pozorovat velice rozdilné reakce odrid vzhledem ke zméndm obsahu GA hliz
pod vlivem sucha. Nejvétsi nariist zaznamenali u odriidy Desiree, u které se obsah celkovych
glykoalkaloidl (a-solaninu a a-chaconinu) zvysil o 75 %. Obsah GA v hlizach odridy Potosina
naopak zlstal zcela nezménen béhem plisobeni sucha.

Pokud se zamétime na tabulku ¢. 7 v této diplomové préci, ktera zobrazuje vysledek
korela¢ni analyzy pro zjisténi zavislosti mezi obsahem glykoalkaloidu a vaiantou zavlahy,

muizeme v ni pozorovat silnou linearni zavislost mezi a-solaninem a a-chaconinem. Tento jev
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souhlasi s tvrzenim, které uvadi Andre et al. (2009), ze sucho nemélo vliv na vzajemny pomér

obsahu a-solaninu a a-chaconinu.

Vzhledem k po¢tu zkoumanych vzorki v této diplomové praci nebylo mozné podrobit
vysledky hlub§imu statistickému zkoumani. I kdyz z grafii jsou tendence zmén obsahi
jednotlivych glykoalkaloidi patrné, bohuzel nebyly statisticky prikazné, jako tomu bylo
v n¢kolika jinych vySe zminénych studiich. Pro vice specifické zavéry by bylo nutné analyzovat
vetsi pocet vzorkl a jejich opakovani. Pak by bylo mozné naptiklad vyhodnotit statisticky
vyznamné zmény obsahu a-solaninu a a-chaconinu pro jednotlivé odridy zvIast a odhalit tak

potencialn¢ nevhodné odrudy pro péstovani v oblastech s ¢etnym vyskytem sucha.
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[ Zavér

e Predmétem zkoumani této diplomové prace byl obsah glykoalkaloidu v hlizach
brambor (Solanum tuberosum L). Cilem bylo obsah téchto latek stanovit a poté
vyhodnotit, jak je ovlivnén v zavislosti na nékolika faktorech.

e Na zaklad¢ analyzy byla potvrzena hypotéza, ze odlisné odridy brambor obsahuji
rozdilna mnozstvi glykoalkaloidl a-solaninu a a-chaconinu a tento obsah je geneticky
podminén. Zmény obsahu glykoalkaloidii u danych odriid mohou nastat pisobenim
vnéjSich vlivii béhem péstovani.

e Zpracovani vysledki nepotvrdilo hypotézu, podle které stres suchem ¢i pifemokienim
méni obsah glykoalkaloidu, pfi¢emz odrudy reaguji na stres odlisnym zptisobem. Bylo
pouze mozné pozorovat trend zvySeni nebo snizeni obsahu glykoalkaloidt v zavislosti
na suchu nebo pfemokieni.

e Vzhledem k rozdilnému obsahu glykoalkaloidi v pé€stovanych odridach brambor a
vzhledem Kk faktu, Ze v fadé¢ studii byl prokazan vliv nejen sucha, ale i fady dalSich
faktorii na zvySovani obsahu glykoalkaloidt v hlizach brambor, je vhodné vyhnout se
v oblastech svyskytem sucha odrudam s geneticky danym vysokym obsahem

glykoalkaloidii.
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