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1. Uvod

Kvalitativni parametry vypéstovanych produkta pro piimou spotiebu, rovnéz surovin
a z nich vyrobenych vyrobku jsou a trvale budou v popredi zajmt vyrobct a zpracovatel,
nebot’ vyznamné spolurozhoduji o prodejnosti rostlinného produktu a moznostech jeho
dalSiho zpracovani. Zda se, podle P ru g ar a (1999) (upraveno) ,, ... Ze trvale aktualni
zastanou otézky ani ne tak kvality, jako spiSe ,,nekvality* potravin z pohledu hygienického,
tedy pritomnosti Skodlivych nebo alespon neZzadoucich latek v mite, kterd uz muze prinést pro
¢loveka, ale i pro zvifata, zdravotni rizika. Dnes se jiZ nejedna ani tolik o rezidua pesticidi,
téZké kovy a toxicka aditiva — tam uZ zptisnéna legislativa ucinila své jak v technologii
agrochemikalii, tak i ve zptsobu jejich aplikace. Pozornost se obraci na nékteré piirodni,
hlavn¢ rostlinné latky, které na Zebti¢ku negativnich U¢inka na Zivogisny organismus figuruji
velmi vysoko. Patii sem napt. v riznych rostlinnych druzich se vyskytujici, kromé nékterych
alkaloidu, saponiny, tisloviny, glukosinulaty, fytoestrogeny, toxické bilkoviny a jejich Stépné
produkty, hydraziny (v houbach), kyanogenni glukosidy (v peckovinéch), furanokumariny
(v nekterych zeleninach) atd. a samoziejmé i rozsahla skupina mikotoxini v cereéliich,
semenech olejnin, ofechéch, zelené kéave, koreni a nékdy i v zelening a ovoci (napt. patulin
v jable¢nych vyrobcich).“

Na rozdil od antropogennich toxikanti, podle téhoz autora (P ru g ar, 1997), byly
toxické latky vyskytujici se prevdzné v rostlindch diive opomijeny pro neodivodnény
piedpoklad, Ze ,,co je piirodni, nemaze byt Skodivé*. Mezi tyto latky patii, jak bylo vyse
uvedeno, glyko-alkaloidy (GA), piesnéji steroidni glykoalkaloidy (SGA), vangl. psané
literature SGA; — steroidal glycoalkaloids.

Od objevu jedovaté dusikaté baze v bobulich lilku ¢erného (Solanum nigrum L.)
v roce 1820 bylo popséano vice nez 80 steroidnich aglykont odvozenych od cholestanu, které
se volné nebo vazané s raiznymi sacharidy nachazeji asi v 350 druzich rostlin celedi lilkovité
(Solanaceae) a liliovité (Liliaceae).
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2. SGA v ¢eledich liliovité a lilkovité

Vzhledem k objemu spotieby potencialnich zdroja a k poctu popsanych ptipada
postiZzeni konzumenti byla vénovana v poslednich 30 letech zna¢na pozornost alkaloidtim
pravé u rost-lin téchto dvou celedi, z nich mnohem méné u celedi liliovitych. V posledné
jmenované ¢eledi je nékolik rodu s vyznamnym obsahem GA, napi. rod kychavice (Veratrum
L.). KnaSi kvétené patii kychavice bila (Veratrum album L.), statna bylina, az 150 cm
vysoka, kterd ob-sahuje nékolik siln¢ jedovatych alkaloidd, pusobicich na nervovou soustavu
Zivocicht. Z rodu ocun (Colchicum L.) je zndmy ocln jesenni (Colchicum autumnale L.)
obsahujici alkaloid kolchicin, jed, ktery zptsobuje silné poruchy krevniho obéhu, poSkozuje
ledviny, sliznice zazZivaciho traktu i centralni nervovou soustavu. Z rodu feb¢ik (Fritillaria L.)
se u nas v za-hradach péstuje tebéik krélovsky (Fritillaria imperialis L.), ktery obsahuje
prudce jedovaty alkaloid imperialin. Do rodu ladonka (Scilla L.) nalezi moiska cibule
(Urginea maritima L.), jez obsahuje glykosidy a saponiny. Z rodu konvalinka (Convallaria
L.) u nas jediny rostouci zastupce konvalinka vonna (Convallaria majalis L.) je jedovata
obsahem glykosidt a saponi-ni, které pasobi jako srdeéni jedy. Cerné bobule vranniho oka
ctyflistého (Paris quadrifolia L.) z rodu vrani oko (Paris L.) obsahuji glykosidy (peridin
a pristifinin), které pusobi jako digitalin. K otravam zvirat nedochazi, protoze bobule odporné
pachnou a odpuzuji. To bylo n¢kolik prikladt rostlin z ¢eledi liliovitych, tak jak jsou uvedeny
v systematice rostlin zpra-cované Vancéurovou, Kihnem (1966).

Z celedi lilkovitych jsou alkaloidy obsaZzeny napi. v rodu rulik (Atropa L.), ktery je
v nasi kvéten¢ zastoupen rulikem zlomocnym (Atropa bella — donna L.). Cela rostlina je
jedovata obsahem alkaloidu atropinu, skopolaminu, daturinu a hyosciaminu. Rulik je prudce
jedovaty a mtZe dojit k otraveé i pti sbirani lista. Blin ¢erny (Hyoscyamus niger L.) z rodu blin
(Hyoscyamus L.) obsahuje alkaloidy hyoscyamin, atropin a skopolamin. PouzZiva se v Iékat-
stvi. Cela rostlina durmanu obecného (Datura stramonium L.) z rodu durman (Datura L.),
hlavn¢ listy a semena obsahuji alkaloidy obdobné jako predchazejici dva druhy; toxické
ucinky jsou podobné jako u ruliku. Cela rostlina tabaku virginského (Nicotiana tabacum L.)
z rodu tabak (Nicotiana L.) obsahuje vétSi pocet alkaloida; zékladni jedovaté Ucinky ma
nikotin, atd.

VSechny dosud vyjmenované rostliny z obou ¢eledi jsou byliny, které se nekonzumuiji.

3. SGA u baklazanu a rajéat (¢eled® Solanaceae)

V naSich podminkach ve vyZzivé obyvatel by mohl byt zdrojem GA baklazan — lilek
vejcoplody (Solanum melongena L.), pavodem z Vychodni Indie. Plody ae pouZivaji jako
zelenina. Konzumuji se v mladém stavu pred vyvinutim semen. V této konzumni zralosti
obsahuje v zavislosti na odradé a podminkéch kultivace 3 aZ 15 mg SGAv 1 kg (Aubert et
al., 1998a). Rozdily v obsahu byly zjistény v zavislosti na stupni zralosti, zralejSi plody
obsahovaly vice GA neZz plody méné zralé (A u b ert et al, 1989b). Podobné jako
u ostatnich plodt je mozné predpokladat zvySeni obsahu vlivem mechanického poSkozeni
i pasobeni dalSich faktora s podobnymi dasledky jako v piipadé bramborovych hliz a rajéat.
Kromé dusikatého solasoninu, ktery je bézny i v ostatnich lilkovitych, jsou v baklazanech
zastoupeny nedusikaté steroidni saponiny melongosidy; aglykon maji diosgenin (K inti a,
Shrets, 1985).
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SGA jsou obsaZzeny také v nezralych rajéatech (Lycopersicon esculentum L.);
pievladajicimi glykosidy jsou a-tomatin a a-solanin (Rodick, 1974; Bajaj etal., 1988).
Zelend rajéata nejsou ve svété béZznou konzervarenskou surovinou, proto nebylo problematice
alkaloidu raj¢at dosud vénovano tolik vyzkumnych praci jako v pripadé bramboru.

Zelené plody rajcat, ale i dalSi ¢asti rostliny, obsahuji tomatin a solanin (pro pouzivané
ne-selektivni metody stanoveni neni v citovanych pracich blize specifikovan) (Morris,
Lee, 1984; Kibler etal., 1985). Simekova, Hor¢&in (1980) zjistovali obsah solaninu
a jeho zmény béhem dozravani sklizenych rajéat. Podle vysledka spektrometrického
stanoveni se obsah solaninu v rajskych jablkach pohyboval od 30 do 150 mg.kg™ v zelenych
a aZ po podlimitni koncentrace v ¢ervenych plodech. Podobné vysledky uvadéji také Kibler
et al. (1985), a to 20 aZz 50 mg solaninu na kg cerstvé hmotnosti. Ky z 1 i n k et al. (1981)
nalezli v zelenych rajcatech odridy Tanzimech tésné po sklizni 90 mg tomatinu na 1 kg
v &erstvé hmotnosti (1 040 mg.kg™ v susing) a tikrat az ctyrikrat méng solaninu. Obsah GA
v rajéatech klesd béhem dozravani k nule. M ik ova etal. (1984) pozorovali nékolik dnti po
sklizni zelenych ploda narast obsahu tomatinu téméi na dvojnasobek pavodni hodnoty, poté
zpocatku strmy pokles priblizné na polovinu pocate¢ni koncentrace a dalsi velmi pozvolny
Ubytek. Mirny pokles obsahu tomatinu byl popsan bé&hem zpracovani rajcat a skladovani
vyrobkia (Kibler etal., 1985, Kyzlink etal., 1981).

Toxicky G¢inek spociva v inhibici cholinesterasy a ochromeni nervové soustavy.
Tomatin je podle vysledki testt na zviratech o néco mirngjsi (1,5 az 2kréat vyssi hodnoty LDsy
pro mys a kralika) nez alkaloidy brambor (Morris, Lee, 1984). Zdravotni potize mohou
vyvolat i niz8i davky, uvadi se hlavné pravdépodobne embryotoxické a teratogenni G¢inky,
napi. pravidelné davky 3 az 4 mg glykoalkaoidu na kg télesné hmotnosti podavané denné
makakam vyvolaly doc¢asnou sterilitu (Morris, Lee, 1984).

Mechanizovanou jednordzovou sklizni rajéat je kromé zralych ploda sklizen take
urcity podil nezralych rajcat. Aby mohl i tento podil byt piipadné konzervarensky zpracovan,
musi byt hodnocena vSechna mozna zdravotni rizika zejména ve vztahu ke GA. Voldiich
et al. (1992) sledovali obsah SGA v ¢erstvych a zpracovanych rajéatech. Ke stanoveni obsahu
SGA v nezralych rajéatech pouzili obvykly postup izolace extrakci a sraZzenim GA alkalizaci.
Vlastni stanoveni provadéli kapalinovou chromatografii na Sepharonu NH, mobilni fazi
ethanol-acetonitril-0,005M dihydrogenfosfat draselny (3:2:1). V analyzovanych vzorcich
rajcat nalezli pouze tomatin, v zelenych rajc¢atech tésné po sklizni v koncentracich 50 az 80
mg.kg™® v &erstvych plodech, b&hem skladovani rajéat pfi 4°C dodlo b&hem tif mésict
k poklesu teméi k nule. Ve vyrobcich ze zelenych rajéat nalezli 10 az 30 mg tomatinu na 1 kg,
podle podilu rajcat ve vyrobku, béhem skladovani doSlo k poklesu obsahu GA ziejmé
v dasledku hydrolyzy glykosidu.

Vysledky jsou v souladu s piedchozimi pracemi, GA jsou obecné pomérné stabilni
(viz dalsi text). Pri béznych ,kuchyiskych* teplotach do 150 °C nedochazi témeéi k zadnym
zménam, coz pro tomatin uvadi H ar i $ o va (1981). Pficinou poklesu tomatinu ve
vyrobcich je pravdépodobné jeho hydrolyza v kyselém prostiedi, obdobny pokles koncentrace
tomatinu byl popsan pti varu roztoku obsahujiciho kyselinu citronovou (HariSov 4, 1981).
Vzhledem k pomérné nizkym objemtam vyrobku z nezralych rajéat ve srovnani s obsahy GA
a spotiebou brambor nepiedstavuji ziejmé vyrobky ze zelenych rajskych jablek vazné
zdravotni riziko. Piesto, vzhledem ke zhorSujici se ekologické situaci, k narastu dalSich
potenciélnich rizik v prostiedi, neni Zadouci, podle Vo I dfic ha et al. (1992), zvySovat
expozici spotiebitele dalSimi ptijmy latek s negativnimi a¢inky.
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4. SGA u bramboru

Vzhledem k objemu produkce a pravidelné spotiebé jsou nejvyznamnéjSim zdrojem
SGA v lidské vyZivé brambory. Problematice GA v bramboru se projekt bude dale vénovat
podrobng.

Alkaloidy obsaZzené v bramboru byvaji ¢asto uvadény pod spole¢nym nazvem solanin,
ktery vSak neni jednou latkou, ale oznacuje se tak skupina velmi piibuznych GA. Téchto
sloucenin je znamo pies 20, z toho 10 bylo zjisténo v bramboru (tab. 1). Solanin byl poprvé
u bramboru zminén vr. 1826 (M a g a, 1980). AZ teprve v r. 1954 pti snaze o frakcionaci
solaninu byl objeven chaconin (K u hn a L o w, 1954). Fakt, Ze solanin m& aglykon
solanidin bylo popsanovr. 1861 (Zwenger a Kind, 1861).

Je obecné uznavano, Ze hlavni GA v bramborach jsou pravé a-chaconin a a-solanin,
které predstavuji asi 95 % celkovych glykoalkaloidu (TGA z angl. total glycoalkaloid). Jak je
ziejmé z nazvu jsou SGA slozeny ze 3 strukturnich entit, a to:

o0 polarni hydrofilni sacharidické ¢asti,
o nepolarni lipofilni steroidni ¢asti a
o0 heterocyklické dusikaté bazické ¢asti.

Tab. I. Nejvyznamnéjsi SGA izolované z listii nebo hliz druhi Solanum (G e 1 d e r, 1990 — upraveno)

Glykosid Aglykon | Sacharidicka c¢ast Struktura
a-solanin solanidin solatriosa A: R-Gal <Rham/Glu
B-solanin solanidin solabiosa B: R-Gal-Glu
y-solanin solanidin galaktosa C: R-Gal
a-chaconin solanidin chacotriosa D: R-Glu<Rham-a/Rham-b
B;-chaconin solanidin chacobiosa E: R-Glu-Rham-a
B2-chaconin solanidin chacobiosa F: R-Glu-Rham-b
y-chaconin solanidin glukosa G: R-Glu
dehydrocommersonin | solanidin | commertetraosa H: R-Gal-Glu<Glu/Glu
demissin demissidin lycotetraosa I: R-Gal-Glu<Glu/XylI
commersonin demissidin | commertetraosa jako H
solasonin solasodin solatriosa jako A
a-tomatin tomatidin lycotetraosa jako |

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

Na obr. 1 jsou zndzornény chemické struktury hlavnich SGA bramboru,
tj. a-chaconinu a a-solaninu. Ob¢ slouceniny maji shodny aglykon zvany solanidin (shodna
lipofilni a bazicka cast) a lisi se sacharidickou ¢asti.

Obr. 1. Chemicka struktura hlavnich GA bramboru

(prevzato z: Kvasnicka, F.: Bramborarstvi, 6(1): 5-7, 1998)
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Vedle a-formy téchto sloucenin existuje B- a y- forma liSici se poctem vazanych
molekul sacharidu jak uvadi tab. | a novéjsi Udaje doplnuje tab. 1. Po prve o raznych
forméach referovali Kuhn a L ow (1954, 19553, b).

Tab. I1. Struktura forem solaninu a chaconinu u kulturniho druhu bramboru Solanum tuberosum L.
(Kvasniéka, 1998)

Sloucenina Struktura
a-solanin soladinin + galaktosa + glukosa + rhamnosa
1-solanin soladinin + galaktosa ukosa
I lad + galaktosa + gluk
B2-solanin soladinin + galaktosa + rhamnosa
y-solanin soladinin + galaktosa
a-chaconin soladinin + glukosa + rhamnosa (1) + rhamnosa (2)
1-Chaconin soladinin ukosa + rhamnosa
h lad + glukosa + rh 2
»-chaconin soladinin ukosa + rhamnosa
h lad + glukosa + rh 1
y-chaconin soladinin + glukosa

4.1. Metody stanoveni SGA bramboru

Od odhaleni struktury SGA (H e nry, 1949) C,7H43NO (molekulova hmotnost 397,6)
uplynulo vice jak 50 let. Béhem této doby se vénovalo hodné Usili vypracovani vhodnych
metod stanoveni téchto latek. V piehledovych ¢lancich (O sm an, 1983; C o0 x 0 n, 1984;
Gelder,1991; Maga,1994; Kalac¢, Voldiich, 1994) je publikovana fada metod,
které lze rozd¢lit do dvou skupin:

1. metody stanoveni TGA (gravimetrie, titrace nebo spektrofotometrie)
2. metody stanoveni individualnich SGA (chromatografie, elektroforéza,
hmotnostni spektrometrie, ELISA, RIA).

Prestoze jsou jednotlivé postupy do razné miry odlisné, maji n¢kolik spolecnych
zakladnich kroka — vzorkovani, extrakci, ¢isténi a vlastni stanoveni.

Prvnim dalezitym krokem stanoveni je odbér vzorki. Obsah SGA je ovlivnén druhem
rostlin, odradou, velikosti hliz, stupném zralosti, teplotou, pristupem svétla a vzduchu,
mechanickym poSkozenim a fadou dalSich faktora (Kala¢, Voldftich, 1993), které
zpusobuji variabilitu obsahu SGA az 60 %. Pro ziskani objektivnich vysledku je tedy velmi
dulezité analyzovat vzorky co nejdtive po odbéru, ptipadné volit takove podminky skladova-
ni, které omezi zmény obsahu GA ve vzorcich (homogenizace, poté zmrazeni nebo
lyofilizace). Podle Kvasni ¢ ky (1998) je vhodné odebrat minimaln¢ 15 hliz, aby byly
vysledky dostatecné reprezentativni. V naSich pracich (napt. Zra st et al., 2000a; 2001a, b)
jsme tento postup pouzivali. Odebirali jsme po jedné hlize od kazdého z 15 trst rostoucich na
poli, abychom omezili individualni variabilitu obsahu SGA v hlizach na pokud mozno co
nejmensi miru.

Zejména metody extrakce jsou v literature rozsahle zpracovany. NejstarSi publikace
uvadeéji extrakci etanolem v Soxhletové extraktoru (B a k e r et al., 1955), ¢i extrakci za varu
(Sach-se, Bachman,1969). Bretzloff (1971) pouZil rychlou a u¢innou extrakeni
metodu, spocivajici v homogenizaci vzorka hliz vroztoku metanol — voda — kyselina
trichloroctova (47,5 : 47,5 : 5). Okyseleni extrak¢niho ¢inidla zvysujici disociaci aglykont,
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a tim i jejich rozpustnost v polarni fazi, muze vést ke ztratdm v dusledku kyselé hydrolyzy
glykosidi Caddle etal (1978). Dalsim ¢asto pouzivanym extrakénim ¢inidlem je smés
chloroformu a metanolu (2 : 1), kterou pouzili napt. W a n g et al. (1972). Néktefi autofi
(MacKenzie, Gregory,1979;Speroni, Pell, 1980) sice postup kritizovali pro
jeho niZsi vytéznost, ale podle jinych (Clement, Verbist 1980;Morgan etal,
1985), bylo-li po extrakci umoznéno oddélovani vrstev rozpoustédel po dostatecné dlouhou
dobu, bylo dosaZeno uspokojivych vysledka.

Vzhledem k rozpustnosti SGA ve vod¢ je principialné mozné podle Kvasni ¢ ky
(1998) pouZzit ¢istou, pripadné mirné okyselenou vodu (pozor na nebezpeci kyselé hydrolyzy
SGA, viz vySe). V praxi se nejcastéji pouzivda smés methanolu a vody, kterd se nekdy
okyseluje octovou ¢i trifluoroctovou kyselinou. Z extrakénich postupt postacuje podle
Kvasnic¢ky (1998) extrakce methanolem za laboratorni teploty v ultrazvukové lazni po
dobu 2 minut, jedna-li se o cerstvou hlizu, ptipadné deli dobu (15 min.), extrahuje-li se
lyofilizat. Pokud nelze extrakt dale ihned zpracovat, je vhodné jej lyofilizovat ¢i zmrazit.
VétSina dale uvedenych metod stanoveni vyZaduje pied vlastni analytickou koncovkou
piecisténi a zakoncentrovani extraktu.

Cisténi maze vyznamng ovlivnit piesnost stanoveni. Né&které postupy doporuéuji
odstranéni bilkovin a dalSich makromolekularnich latek srazenim jako prevenci jejich
interference pii stanoveni SGA (Blincow etal.,, 1982). Vzhledem ke ztratdm, ke kterym
dochazi strzenim SGA do srazeniny, neni podle nov¢jSich praci uvedeny krok vhodny
(Olsson, 1986;Gelder, 1991).

Nizké vytéZznosti byly také v piipadé, kdy k ¢isténi a koncentraci SGA bylo pouZito
alkalické srazeni upravenim pH na hodnotu 9,4 aZz 10 pii teploté 70 °C. P¥i tomto postupu
dochazi zejména ke ztratam leptina rozpustnych v alkalickém prostiedi i dalSich SGA (napft.
demissinu) (Sinden etal., 1986), i kdyZ solanin a chaconin jsou srazeny kvantitativné
(Sachse, Bachmann, 1969).

V piipad¢ analyzy bramborovych hliz se pro ucely ¢isténi a zakoncentrovani pouZiva
téméi vyhradné extrakce na tuhou fazi (SPE — Solid Phase Extraction). Prehled nejéastéjSi
pouzivanych metod pro extrakci SGA na pevné fazi uvadéji Kalac¢, Voldiich (1994).
NejpouzivangjSim sorbentem je silikagel schemicky vazanymi oktadecylovymi (C18)
skupinami (Sep-Pak Plus, SupelClean). Postup ¢isténi je takovy, Ze se na sloupec methanolem
aktivovaného sorbentu nanese extrakt vhodné ziedény vodou (napi. na 5 dila extraktu 8 dila
vody), sorbent se proplachne fedénym methanolem, vysusi proudem vzduchu a zachycené
SGA se eluuji ¢istym methanolem. Eluét se poté odpati za snizeného tlaku pti max. 50 °C do
sucha a odparek se rozpusti tésné pred analyzou ve vhodném objemu methanolu ¢i mobilni
fazi.

V piipad¢ bramboru se timto postupem zpracovavaji syrové hlizy. V naSich pracich
jsme tento postup uzivali (napi. Zr 0 st, 1997 a dalsi). Vyrobky z bramboru, které maji
obsah tuku podobny jako hlizy (suSena bramborova kaSe, bramborovy Skrob, bramborova
moucka a podobné vyrobky), je mozZné extrahovat stejnym postupem. Vyrobky z hliz
bramboru, ktere obsahuji vyssi podil tuku — rostlinného oleje, nebo sadla po smazeni (lupinky,
GA a rusil by stanoveni. Extrakci je mozné provést podle Saita etal (1990) dvéma
zpusoby:
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1. NavaZzka 5g vzorku je homogenizovana se 100 ml hexanu a vaiena pod refluxem
30 min. Hexan s rozpusténym tukem je dekantovan a odmasténi je opakovano dalsi
davkou 100 ml ¢istého hexanu. Odmastény vzorek je vysuSen ve vakuové odparce a
extrahovan smési methanol : voda : kyselina octova (94:6:1 obj.) 5 min v ultrazvukoveé
lazni . Smeés je prefiltrovana pies filtr a zbytek se promyje dvakrat 5 ml ¢erstvé smési.
Objem extraktu se dopIni na 50 ml. Alikvét 5ml filtrdtu je zpracovan stejnym
zpusobem c¢isténi jako vzorek s nizkym obsahem tuku.

2. Navazka 5 g vzorku je extrahovana stejnym postupem jako v pripadé vzorka s nizkym
obsahem tuku. Produkt po piecisteéni na kolonce Sep Pack C18 se rozpusti v 1 ml
methanolu a roztok se naredi 19 ml acetonitrilu. Smés se vnese na kolonku Separcol
NH,. Koextrakty jsou z kolonky vymyty 5 ml acetonitrilu, kolonka se vysusi
vzduchem. GA se eluuji 10 ml methanolu. Eluat se odpati na vakuové odparce do
sucha a rozpusti v presném objemu methanolu (0,1 az 1 ml dle potieby — v nasi préci
jsme pouzivali objem 0,1 ml - viz dale). Pripraveny roztok je analyzovan kapalinovou
chromatografii. Timto druhym postupem jsme postupovali v naSi praci (Zruast etal.,
1996; 2001; 2003 — v tisku).

V piipadé velkych koncentraci alkaloidd, jako je tomu u planych druht celedi
Solanaceae uZivanych ke Slechténi, mohou ztraty vzniknout také interakci mezi SGA
a dalSimi ptitomnymi latkami (O sm a n, 1983). Takové riziko predstavuje zvIasté tvorba
raznych komplexia SGA se steroly. Volné aglykony vSak tyto komplexy se steroly netvoii
(Roddick, 1974).

ad A. Stanoveni celkového obsahu glykoalkaloidi (TGA)

Celkovy obsah GA, obvykle vyjadieny jako solanin, je mozné stanovit kolorimetricky
nebo titraéné po jejich izolaci. Nejc¢astéji pouzivana kolorimetrickd stanoveni spocivaji bud’
ve tvorbé barevného komplexu SGA a ¢inidla (paraformaldehyd/kyselina fosfore¢na; chlorid
antimonity/kyselina chlorovodikové; etanol/kyselina sirova apod.), nebo v nasyceni extraktu
SGA ekvimolarnim mnozstvim kyselého barviva, které je poté extrahovano a stanoveno
kolorimetricky.

Porovnani n¢kolika zakladnich postupt s kolorimetrickou koncovkou z hlediska
reprodukovatelnosti, pracnosti, pouZitelnosti a dalSich parametri, které provedli Cle ment,
Verbis (1980) uvadi Kalac¢, Voldftich (1994). Ze srovnani vySel jako nejlepsi
postup, ktery navrhli W a n g et al. (1972). Po extrakci srazenim pouzili reakci
s formaldehydem a kyselinou fosfore¢nou.

Dalsi rozsitenou metodou sumarniho stanoveni SGA je titrace. Fitzpatri c Kk,
O sm an (1974) popsali metodu uzivajici hydrolyzu alkaloida kyselinou sirovou, alkalizaci
NaOH a néaslednou titraci aglykona rozpusténych v metanolu fenolem s indikaci
bromfenolovou modfi. Tato metoda byla pouZivana a také kritizovana fadou pracovist
piedevsim pro nepiesnost a zna¢nou variabilitu vysledka (Co x on, 1979). Bushway et
al. (1980) postup modifikovali hydrolyzou (krok, pii kterém dochéazelo k nejvétSim ztratam).

Spektrofotometrické stanoveni SGA ve své disertacni praci popisuje Kala ¢ jn. 1994.
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ad B. Stanoveni individualnich SGA

Analyticka koncovka je dana fyzikalné-chemickymi vlastnostmi SGA. Nejdéle se pro
kvantitativni analyzu SGA pouZziva tenkovrstevna chromatografie (TLC — z angl. Thin-Layer
Chromatografy) (napt. J e p p se n et al., 1975). Dosud bylo popsano mnoho vyvijecich
soustav; J a d h a v et al. (1981) jich ve své piehledné praci uvedli asi padesat.
(19:1), chloroform — etanol — 1 % amoniak (2:2:2) a ethyl acetat — pyridin — voda (3:1:3).
Detekce je nejcastéji provadéna Dragendorffovym ¢inidlem (smés bazického dusi¢nanu
vizmutitého, kyseliny octové a jodidu draselného), jodem nebo chloridem antimonitym.

TLC umoZznuje spiSe semikvantitativni analyzu, presto bylo publikovano nekolik praci,
které ji vyuZivaly pro kvantitativni stanoveni SGA. Cadd |l e etal. (1978) vyvinuli metodu
denzitometrického méteni in situ po detekci chloridem antimonicitym. Ahmed, Miller
(1978) popsali fotometrické méteni pri 380 nm.

Plynova chromatografie (GLC — Gas Liquid Chromatography) je uZivana jak pro
kvalitativni, tak pro kvantitativni stanoveni glykosidi i aglykont. Nevyhodou této metody je
nutnost zarazeni derivatizace v ptipad¢ analyzy glykosidi a pouziti vysokych teplot nasttiku
a separace (300°C). Za vysSich teplot mize dochéazet k caste¢né degradaci analyzovanych
latek, podminky analyzy také negativné ovliviwuji Zivotnost kolon. VyssSi ucinnost déleni,
vysSi stabilitu a Zivotnost prineslo aZ pouZiti kapilarnich kolon s chemicky vazanymi fazemi.
Ptes popsané problémy mize plynova chromatografie poskytnout nékteré vyhody proti dalSim
chromatografickym metodam, jako jsou Uc¢inna separace, pouZiti selektivnich detektori (NPD
— dusiko-fosforovy detektor) apod.

Prehled nejcastéji uzivanych metod derivatizace a stacionarnich fazi pouzivanych
v plynové chromatografii pro stanoveni SGA uvadéji Kala¢, Voldiich (1994).

Neptimou GLC metodu stanoveni SGA popisuje Siegfried (1976). Obsah
hlavnich SGA chaconinu a solaninu se vypocita podle mnozstvi glukézy a galaktozy
stanovenych po hydrolyze SGA. V citované praci byly cukry stanoveny plynovou
chromatografii ve formé trimethylsilylderivati. Podobn¢ by bylo mozné vyuzit také dalSi
derivatiza¢ni postupy sacharida (acetylace alditoli nebo aldonitrilt apod.).

Nejrozsirenéjsi chromatografickou metodou (a nejvyhodnéjsi vzhledem k narokam na
piipravu vzorki) je vysokolcinnad kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance
Liquid Chromatography). Pro separaci SGA i jejich aglykonu je mozZné pouZit Siroké
spektrum chromatografickych systémii. Nejcastéji se vSak separace provadi na koloné plnéne
silikagelem s vazanymi C18 skupinami (separace zaloZzena na rizné hydrofobicit¢ SGA) nebo
s vazanymi aminopropylovymi (Si-NH,) skupinami (separace zaloZena na rozdilne interakci
sacharidické casti molekuly SGA se sorbentem). Jako mobilni faze se bézné pouziva smés
v8ak pouzivat i detekci refraktometrickou (V o I d ¥ i ¢ h et al., 1992). Kolony Si-NH;
umoznuji vyrazné lepSi separaci a-solaninu od a-chaconinu nez Si-C18, analyza je vSak

e

bramboru.
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Se silikagelovou kolonou svézanymi NH; skupinami, s pouZitim mobilni faze
acetonitril : ethanol : 0,005 M KH,PO, v poméru 3:2:1 pracovali Schulzova etal.
(1992). Detekci provadeli v UV oblasti pfi vinové délce 208 nm. Mez stanoveni pro
a-chaconin 400 pg a pro a-solanin 800 pg v nasttiku odpovidala pii navazce 50 g 4.10™, resp.
8.10" mg na 1 kg vzorku, vyt&Znost postupu byla 80 * 2 %.

Obr. 2. Chromatogram standardu (60 mg.I™ a-solaninu, 59 mg.I"* a-chaconinu) SGA a vzorku
bramboru

(Prevzato z: Kvasnicka, F.: Bramborasstvi, 6(1): 5-7, 1998)

Urcity problém u této metody muZze predstavovat detekce. SGA i jejich aglykony
absorbuji pti nizkych vinovych délkach (205 az 215 nm), proto UV detekce klade naroky na
¢istotu mobilni faze, je omezeno pouZiti gradientové eluce a pifidavani ruznych aditiv do
mobilni faze. Pro detekci GA je moZné pouZit i mené citlivy refraktometricky detektor.
Prehled separa¢nich podminek uzivanych riz. autory uvadi Kala¢, Voldiich (1994).

Dal3i moznosti stanoveni skytaji nové separa¢ni metody. Fukuhara Kubo
(1991) aspedne pouzili pro izolaci minoritnich GA solasoninu a solamarginu kombinaci
“kapkové a rotacné-lokularni protiproudé chromatografie” (DCCC, RLCC).

Separac¢ni technikou, kterd vyuZiva vlastnosti heterocyklické dusikaté ¢asti molekuly
SGA, je kapilarni isotachoforéza (Kvasnic¢ka etal., 1994). Tato technika umoziuje vedle
sebe separovat SGA a jejich aglykony. Jeji vyhodou jsou nizké provozni naklady (asi 10x
nizsi nez HPLC), nevyhodou je to, Ze nelze separovat solanin od chaconinu. Casova naro¢nost
je srovnatelnd s HPLC. Na obr. 3 je znazornén isotachoforeogram smési standardi (15 mg.I™
solanidinu, 15 mg.I" a-solaninu a 15 mg.I" a-chaconinu).Prvy autor piedchozi préace
(Kvasni¢ka, 1993) stanovil touto technikou solanidin ve vodném prostiedi, solanin
a solanidin v prostiedi 99 % metanolu.

Obr.3. Isotachoforeogram standardni smési solanidinu, a-solaninu, a-chaconinu (& 15 mg.I™)
(Prevzato z: Kvasnicka, F.: Bramborasstvi, 6(1): 5-7, 1998)

VSechny dosud uvedené metody jsou pomérné pracné. Metoda nevyzadujici cisteni
a koncentrovani vzorku pied analyzou, je hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS —
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Elight Mass Spectrometry) (A b e | |,
Sporns, 1996). Touto technikou lze stanovit jednotlivé SGA, a to béhem dvou hodin 10 az
15 vzorku (véetné Upravy vzorku), zatimco metodou HPLC pouze jeden. Nevyhodou uvedené
techniky jsou vysoké potizovaci naklady spektrometru.

Ke stanoveni SGA je mozné pouzit také biochemické metody. Tyto postupy, tak jako
posledné jmenovand metoda, vétSinou nevyZaduji extrakci ani ¢isténi vzorku, pritom jsou
pomérné rychlé, vysoce specifické a citlivé. Nevyhodou je vSak pomérné vysokad cena
komer¢né vyrabénych imunologickych preparatu.

Morgan etal (1983, 1985) napt. vyvinuli imunochemickou enzymovou analyzu
(ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay) pro stanoveni celkovych GA bramboru.
Matthew et al (1983) popsali citlivéjsi RIA (z angl. Radioimmunoassay) metodu
pouZitelnou pro stanoveni solanidinu v télnich tekutinach v klinické biochemii. Referovali
onirovnéz Coxon etal. (1983). Tato metoda vyuZiva stejné antiserum jako ELISA.
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Imunochemické metody umoziuji velmi rychlé stanoveni TGA (nelze jimi odlisit
solanin od chaconinu) a jsou vhodné pro screening velkého mnoZstvi vzorkd, zejména pro
Slechti-telské ucely. Kromé rychlosti se vyznacuji vysokou specifi¢nosti a citlivosti. Proto
jsou vyuzivany stale ¢astéji, napi. Hellenas, 1986; Plhak, Sporns(1992) a dalsi.
Imunochemické metody (ELISA a RIA) leZi na rozhrani obou vySe popsanych skupin metod
(A aB).

Ze srovnani uvedenych metod stanoveni SGA na zakladé spolehlivosti, pracnosti,
selek-tivnosti, rychlosti analyzy a naklada na analyzu vyplyva podle Kvasni ¢ ky (1998),
Ze v praxi pouZzitelné metody jsou HPLC, kapilarni isotachoforéza a enzymovéa imunoanalyza.

4.2. Toxikologie SGA

Na toxicitu GA upozornilivr. 1924 Bomer a Mattis(1924). Harvey etal.
(19854, b, 1986) dokazali, Ze solanidinove glykosidy, jakoZ i volny aglykon byly piitomny ve
vech sérech nékolika stovek vySetienych lidi (Zen a muzu) v koncentracich ménicich se od
asi 2 do 110 ng, vyjadienych jako solanidinové glykosidy pro ml séra. Autoti posledné
citovanych praci z r. 1985 nalezli koncentrace téchto SGA v sérech lidi proporcionelné
vztazeno k obsahim SGA a k mnozstvi brambor konzumovanych jednotlivci. Pii abstenci
brambor a vyrobka z brambor u dvou subjektt zaznamenali Harvey etal. (1985a) sniZzeni
koncentrace sera SGA od 35 do 55 % po prvem tydnu a ,,stala se minimalnim“ po 2 az 3
tydnech. Podrobnosti o kinetice SGA, zjisteéné dalSimi autory, uvadi G el d e r (1990), véetné
historického piehledu praci (v konkrétnich letech) o otravach lidi podle publikaci autord
zpusobenych konzumaci brambor nebo SGA brambor.

Posledni smrtelny ptipad otravy byl podle G e | d e r a (1990) popsan vr. 1951
v Némecku u dvouletéeho ditéte (divky), po 13 dnech od konzumace bobuli bramboru.
V literatuie se uvadi asi 30 popsanych smrtelnych otrav po poZiti brambor s vysokym
obsahem SGA. Velmi frekventované (vice nez dva tisice) byly hromadné otravy, které
nekongily smrti konzumentt. Piedpoklada se, Ze piipady otrav jsou cetnéjsi, jsou vsak,
zejména v leh¢ich pripadech, ptisuzovany jinému duavodu. V poslednich desetiletich se
piedevsim diky Siroké osvété o zavadnosti zelenych a naklicenych brambor pocet popsanych
otrav podstatné sniZil.

Z testa provadénych na laboratornich zvitatech je ziejmé, Ze GA pusobi jednak na
nervovou soustavu, patrné inhibici acetylcholinesterazy (solanin siln¢ inhibuje cholinesterazu
lidské krevni plasmy a je asi 9x G¢inngjsi neZ chinin), jednak poruduji funkci membréan a tim
ovliviuji ¢innost traviciho systému a celkovy metabolismus (Morris, Lee, 1984).

U clovéka se otrava projevuje zvracenim, prajmem, biisnimi bolestmi a také
neurologickymi symptomy — neklidem, blouznénim, otupénim nebo halucinacemi. DalSi
pozorované piiznaky byly napt. horecka, rychly, ale slaby puls, obtizny zrychleny dech, nizky
krevni tlak, zmény pokozky a poruchy vidéni (M cMillan, Thompson, 1979). Clovek
je k ucinkam GA citlivéjsi nez zvirata. Letalni (smrtelna) davka pro ¢loveéka se odhaduje mezi
3 a7 6 mg.kg™t tlesné hmotnosti, tj. davka srovnatelnd se strychninem ¢&i arsenikem
(Morris, Lee 1984). Laboratorni zkoumani toxicity solaninu u lidi bylo provadéno
svézni (R U h 1, 1951). Davky vy$si nez 2 mg.kg™ télesné hmotnosti byly toxické
a vyvolavaly klasické symptomy otravy solaninem. V literatuie se uvadi, Ze toxické davky pro
¢lovéka se pohybuji mezi 2 — 5 mg solaninu na kg télesné hmotnosti. Maly rozdil mezi letalni
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a bézn¢ prijimanou davkou GA v potravé se vysvétluje rychle se zvétSujici permeabilitou stén
zazivaciho traktu po dosaZeni jejich urcité koncentrace ve stievnim obsahu. GA se zacinaji
hromadit v raznych orgdnech, zejména v jatrech, ledvinach a plicich a dochazi k mobilizaci
jejich ucinku pii metabolickych stresech, jakymi jsou téhotenstvi, hladovéni, ¢i oslabeni
nemoci (Claringbold etal, 1982). Rozdil mezi davkou prijatou z bézné stravy
a z nevhodnych (,,nebezpecnych*) brambor muaze byt prekvapivé maly. Z vétsi porce 500 g
brambor miiZze dospély clovek v zavislosti na hmotnosti prijmout az 0,7 — 0,9 mg.kg™, tj. jen
asi ¢ctyiikrat méné nez toxicka, piip. smrtelna davka.

Obavy, Ze existuje zavislost mezi obsahem solaninu a jeho rozkladnych produkta
v bramborach napadenych plisni bramborovou a mezi teratogennim po3kozenim lebky,
mozku a pateie u lidského plodu se nepotvrdily. Presto se doporucuje urcita opatrnost u Zen,
které chtéji otéhotnét a pro pocatecni obdobi téhotenstvi (Kala ¢ sen., 1992).

vvvvv

a zjistil, 21e piiznaky nemoci byly vyvolany pozitim hliz bramboru s obsahem GA nad 40
mg.100 g™

Toxicita alkaloidiu klesad v kyselém prostiedi, vysoka je v prostiedi zasaditém. To
pravdépodobné vyplyva ze skutecnosti, Ze v kyselém prostredi GA nevytvareji komplexy se
steroly membran. Toxicita surového extraktu z brambor je vysSi nez by odpovidalo souctu
acinkt a-solaninu a a-chaconinu. Vysvétlenim je piitomnost dalSiho ucinneho alkaloidu nebo
existence dosud neobjasnéného synergismu.

Podle starSich praci je toxicita hlavnich GA ptiblizné stejnad (Chaube, Swinyard,
1976). Fried man etal v8ak zjistili pti pokusech s Zabimi embryi, Ze a-chaconin je
pokusnym zvifatam me¢ly slabsi toxické acinky nez glykosidy (Keeler et al. 1975;
Buschway etal., 1987; Friedman et al., 1991, 1992). Krom¢ negativnich vlivi GA na
nervovou soustavu a travici systém, tj. akutni toxicity, se casto diskutuje take o jejich tera-
togennich (vyskyt zriad) G¢incich. Na zakladé korelaci mezi ro¢nimi obdobimi, geografickymi
a meziro¢nimi rozdily ve vyskytu anencefalu (vrozené vyvojové vady, pii které se nevyvine
mozek a lebeé¢ni dutiny) a vrozeného rozstépu zadniho patra s vyskytem plisné bramborové,
ktera stimuluje syntézu GA v napadeném bramboru, byl Renw i c ke m (1972) vysloven
piedpoklad existence teratogenni latky v téchto rostlindch. Studie provadéné na laboratornich
zvitatech viak teratogenitu neprokazaly. Nicméng podévané GA v potravé 3 — 4 mg.kg™ na
den vyvolaly neplodnost makaka (Swinyard, Chaube, 1973) a zvySily tmrtnost plodu
napt. ukrys(Chaube, Swinyard, 1976). Beéhem prvnich mésica tehotenstvi u Zen staci
jedind vyssi davka GA k preruSeni téhotenstvi (vyvolani potratu). Lidé jsou ke GA citlivejsi
nez zvifata (Keeler etal., 1976).

GA jsou rovnéz toxicke i pro dalsi organismy. Rostliny si vytvareji SGA jako
podstatnou souc¢ast svého obranného systému proti predatoraim a stresovym podminkam.
Napt. alkaloidy podilejici se na resistenci bramboru wviaci mandelince bramborové
(Leptinotarsa decemlineata Say.) se oznacuji jako leptiny. GA bramboru vykazuji také
antimikrobialni a pesticidni vlastnosti (T i n g e y, 1984). Plisen bramborova (Phytophtora
infestans [Mont.] de Bary) do- k&Ze odbouravat a-solanin (Holland, Taylor, 1979).
Solanidin inhibuje alternariovou skvrnitost brambor trikrat G¢inngji nez a-chaconin a pétkrat
a¢inngji nez a-solanin.
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O toxicité minoritnich SGA (nékteré jsou uvedeny v tab. I, o dalSich bude zminka

v pristi kapitole) neexistuji souhrnné studie, jako v ptipadé hlavnich GA. Napi. Gaffield
a Keeler (1996) urcili jejich relativni teratogenitu na syrském kiecku s nasledujicimi
vysledky:

jervin (Cy7H39NO3) =100;

20(S),24(R)-solanidiny = 50;

o-chaconin = 43;

a-solanin = 32;

22(R),25(S)-solanidiny= 32;

solanidin-N-oxid= 32;

5-a,6-dihydrosolanidin= 9

tomatidin= 0.

Vyzkumy toxicity vedly ke stanoveni maximalnich ptipustnych limita obsahu SGA.
Limitni hodnota 200 mg.kg™ ¢&.h. byla pro povolované odridy brambor zavedena v USA
i jinde ve svété (napt. v Polsku, Svédsku — tam uvédi prisluiné hygienické predpisy [Swedish
Food Regulations, 1991] celkové solanidinové glykosidy — 200 mg.kg™ brambor) na zaklads
praceBOmera a Mattise (1924).

V nasi republice byl vroce 1997 prijat zdkon ¢. 110 o potravindch a tabakovych
vyrobcich (ndzev zkracen), jehoz Ucelem bylo stanovit povinnosti podnikatela pti vyrobé
potravin a tabakovych vyrobka a jejich uvadéni do obéhu a upravit statni dozor nad
dodrZovanim povinnosti vyplyvajicich z tohoto zakona. V navaznosti na tento zakon vydalo
v témze roce Ministerstvo zdravotnictvi vyhlasku ¢. 298, kterou jsou stanoveny chemické
pozadavky na zdravotni nezavadnost jednotlivych druha potravin a potravinovych surovin,
podminky jejich pouZiti aj. V ¢asti 20 této vyhlasky, tykajici se ptirozené se vyskytujicich
toxikologicky vyznamnych latek a latek vznikajicich pasobenim biologickych faktora, jsou
uvedeny limity pro GA v bramborach (suma o-solaninu a o-chaconinu) jako ,,piipustné
mnozstvi“ — 5/1 — 200 mg v 1 kg hliz (mysleno neloupanych hliz). Uvedeny poZadavek
znamena, Ze z 5 vzorki posuzovanych brambor je u jednoho mozno tolerovat hodnotu vyssi,
ale pouze o 50 % hodnoty pFipustného mnozstvi, tj. v tomto piipadé do 300 mg uvedenych
GA v 1 kg hliz.

S ohledem na moznost prudkého nartstu obsahu GA za neptiznivych podminek,
navrhl National Institute of Agricultural Botany (NIAB) v Cambridgi (U.K.), aby nové
odrady, které jsou uréeny pro lidskou vyZivu, neptresahovaly limit 60-70 mg.kg™ a byly
testovany po nékolik sezon.

V dobe¢, kdy jeSte nebyla u nas stanovena maximalni ptipustna hladina GA, uvedla ve
své disertacni praci Schulzova (1992): “... Z toxikologického hlediska je treba obsah
GA snizit hlavng u novych odrid brambor, kde by neméla hladina GA prekrogit 100 mg.kg™
brambor*. Stejného nazoru byly Panovska etal. (1994).

Pro tehdy tvoieny informagni a expertni systtm AGROKROM (VUZ KroméiiZ s.r.0.),
tykajici se rovnéz bramboru, jsem navrhl devitibodovou stupnici, mj. u syrovych hliz se
slupkou podle obsahu celkovych GA (tab. I1l) a publikoval ji (Z r @ st, 1999). V tomto
systému pti vyskytu jednoho bodu (u kterékoliv hodnocené vlastnosti, znaku ¢i obsahu urgité
latky — v naSem pripadé obsahu GA) je zavér: tyto odrady nepéstovat!!! Dale v této publikaci
uvadim, Ze ani odrada hodnocend viceletym pramérem tremi body v piipadé obsahu GA neni
vhodna pro péstovani ke konzumnim Gc¢elum, protoZze Uroven téchto latek kolisd vlivem
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mnoha faktora. Kterykoliv z faktora muZe neptiznivé ovlivnit obsah GA a zpusobit
piekroceni jejich piipustného obsahu. V zavéru pro péstitele brambora v tomto ¢lanku mj.
uvéadim: Do sortimentu p&stovanych odrid vybirat predevsim odrady s nizsim (< 80 mg.kg™
&.h.) aZ maximélng strednim obsahem (80 az 160 mg.kg™ &.h.) GA se ztetelem na ménici se
povétrnostni podminky dané vegetace.

Tab. I11. Rozmezi obsahu GA v devitibodové stupnici (podle Z rista, 1999)

Obsah GA v mg.kg™ * Body
Velmi nizky <50 9
Nizky 50-79 7
Stredni 80 — 159 5
Vysoky 160 — 200 3
Velmi vysoky > 200 1

* syrovych hliz se slupkou

Stale vice autorti upozoriiuje na mozné chronické vlivy o nichz v literatuie neni
dostatek Udaju, zatimco akutni toxicita solaninu je toxikologicky pomérné Siroce
zdokumentovana. O chronickych G¢incich pti dlouhodobé expozici subakutnimi davkami je
jen minimum informaci, protoZe obsah GA nezavisi pouze na odradg, ale lisi se i v zavislosti
na raznych faktorech (viz dale). Spolehlivé bezpe¢na hladina téchto latek v potravé proto
zatim nebyla exaktné uréena.

4. 3. GA u planych a kulturnich druha bramboru (rozdily obsahu
SGA v nati a hlizach)

Ve Slechtitelskych a vyzkumnych programech jsou vedle kulturnich druhda rodu
Solanum vyuzivany rovnéZz plané druhy bramboru, ptredevsim jako zdroj cennych
Slechtitelskych vlast-nosti, zejména rezistenci k chorobam a Skadcam. Je obecné znamo, Ze
tyto materialy obsahuji rizné GA ¢asto v mnohem vyssi koncentraci, neZz brambory kulturni
(Gregory etal (1981) a pti jejich Slechtitelském vyuZiti je realny pienos na potomstvo
(viz dale).

V kolekci genové banky bramboru in vitro udrzované ve VUB Havl. Brod je vedena
kolekce né¢kterych kulturnich a planych druhtt bramboru. Tento material byl namnoZzen
a vyuZzit ke sledovani obsahu jak solaninu a chaconinu v nati a hlizach, tak v nékterych
piipadech i k identifikaci dalSich neznamych GA (Z r @ st et al.,, 2001b). Jednalo
se 0 5 kulturnich druha a 18 planych druhtt bramboru. Pokusny material byl vypéstovan ve
skleniku v letech 1997 a 1998. Nat' byla hodnocena na zmrazenych vzorcich odebranych
v meésici ¢ervenci, hlizy pak béhem skladovani. Pri teSeni této problematiky se Uzce
spolupracovalo s VSChT Praha, zejména s Ustavem konzervace potravin a technologie masa
(doc. Kvasni¢ka, doc. Voldiich). Na zacatku spoluprace pro nas pracovnici tohoto Ustavu
identifikovali aglykony v nati kulturnich druhi rodu Solanum - tab. 1V.
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Tab. IV. Obsah identifikovanych aglykoni v mg.100 g™ &. h. naté v kulturnich druzich rodu Solanum.
Sklizen v r. 1996

Druh rodu Solanum solanidin solasodin tomatidin
Solanum phureja (Criolla Negra) <1 2,8 1,3
Solanum chaucha K 1010 <1 <1 <1
Solanum andigenum 701 171 7,4 2,5 11,3
Solanum goniocalyx 701 803 15,8 51 <1
Solanum stenotomum 89 305 52,0 <1 <1

Vzorky naté byly analyzovany plynovou chromatografii. V dalSich dvou letech jiz byla
pro stanoveni obsahu GA stejnych 5 kulturnich druht rodu Solanum pouZita metoda HPLC.
U jednotlivych druhu se obdrZely odlisné vysledky - viz tab. V. V téchto letech byl zjistén
obsah GA i v nati 18 planych druhi rodu Solanum (tab. VI1.). V ptipad¢ obou téchto soubora
(tab. V a VI) existuji znacéné rozdily v obsahu GA naté mezi jednotlivymi kulturnimi
i planymi druhy bramboru. U vétSiny druha se hodnoty pohybovaly na drovni nizsiho az
sttedniho obsahu GA. Jak je ziejmé z tab. VI, byly v piipadé hodnoceného souboru 18
planych druhd zaznamenany velmi vyrazné mezidruhové rozdily, nebot’ 10 hodnocenych
druht vykazovalo hodnoty pouze do 50 mg.kg™ &.h., naproti tomu 4 druhy hodnoty nad 200,
jeden z nich dokonce nad 400 mg.kg™ &.h.

v v

a S. phureja, predstavované v tomto piipadé primitivnimi odradami (tab. VII). Je zde ziejmé,
Ze probehl u téchto materiala jiz jisty pozitivni vybér a domestikace v misté pavodu (Jizni
Amerika).

Plané druhy bramboru se pti hodnoceni hliz projevuji velice vyraznymi rozdily a aZ
extrémné vysokymi hodnotami GA. U vice nez poloviny druhi je obsah GA nad 160 mg.kg™
&.h., ale vyskytly se i druhy s obsahem nad 500 az 900 mg.kg™ &.h.(tab. VII1). Pokud takovéto
materialy jsou pouZzity jako donory napi. rezistenci, je pravdépodobné, Ze i po
nékolikandsobném zpétném kiizeni mohou byt obsahy GA v hybridech stale vysoke!!!

Vysledky méieni také ukazaly na rozdilné hodnoty v obsahu GA v nati a hliz&ch,
piicemZ obsah GA v hlizach byl vyssi, dvakrat i vicekrat, nez v nati. Tento nesoulad oproti
zndmym udajum v literatuie byl ziejmé zpusoben velkou drobnohlizosti hodnoceného
materialu a kratkou dormanci planych hliz, které velmi ¢asn¢ raSi a soucasné dochazi ke
zméng¢ v obsahu susiny.

Tab. V. Obsah GA v mg.kg™ v nati kulturnich druhi Solanum. Pramér let 1997-1998.

ruh rodu Solanum a-chaconin a-solanin celkem GA

X Sx X Sx X Sx
Solanum phureja (Criolla Negra) | 43,35 60,60 13,15 17,89 56,50 | 78,49
Solanum chaucha K 1010 54,60 57,84 15,10 15,56 69,70 73,40
Solanum andigenum 701 171 121,10 | 39,31 46,05 4151 | 167,15 2,19
Solanum goniocalyx 701 803 12,60 16,55 5,45 7,14 18,05 | 23,69
Solanum stenotomum 89 305 68,90 92,06 22,35 29,49 91,25 | 121,55

16




| Dne: 31.1.2004

| VVF: PROJ/2003/19/deklas

Tab. VI. Obsah GA v mg.kg™ v nati planych druhi rodu Solanum. Pramér let 1997-1998.

Druh rodu Solanum _a-chaconin _a-solanin Eelkem GA
X Sx X Sx X Sx
Solanum acaule 18 289 1,25 1,34 18,15 24,96 19,40 26,30
Solanum berthaultii 28 033 1,80 1,41 0,70 0,00 2,50 1,41
S. bulbocastanum 8 003 10,55 8,13 3,65 1,34 14,10 6,79
Solanum gourlayi 24 698 10,30 13,01 14,30 18,81 2460 | 31,82
Solanum chacoense 21 236 239,20 | 301,65 | 140,70 | 174,09 | 379,90 | 475,74
S. incamayoense 16 903 19,00 16,55 15,70 10,46 34,70 | 27,01
Solanum leptophyes 18 301 8,30 7,21 2,15 1,06 10,45 8,27
S. microdontum 7 197 21,75 11,24 8,40 0,56 30,15 10,68
S. mochiguense 32 672 10,50 3,11 3,20 3,53 13,70 0,42
S. pinnatisectum 8 166 0,30 0,28 78,75 99,63 | 79,05 | 99,35
S. polyadenium 7 204 117,55 | 93,55 39,20 32,67 | 156,75 | 126,22
Solanum polytrichon 8 184 80,65 25,10 56,00 13,01 | 136,65 | 38,11
Solanum sparsipilum 8 206 175,20 | 60,67 77,70 14,71 | 252,90 | 75,38
Solanum spegazzinii 15 458 195,70 | 164,33 | 130,60 | 114,27 | 326,30 | 278,60
S. stoloniferum 7 230 390,95 | 201,03 | 21,80 25,45 | 412,75 | 226,48
Solanum sucrense 27 383 158,45 | 148,28 | 16,30 9,33 174,75 | 138,95
Solanum vernei 24 732 3,55 0,21 1,30 0,99 4,85 1,20
S. yungasense 55 214 12,95 5,30 2,35 1,06 15,30 6,36

V dalSich dvou tabulkéach (VII. a VIII.) jsou zaznamenany vysledky obsahu GA v hlizach.

Tab. VII. Obsah GA v mg.kg™ v hlizach kulturnich druhi Solanum. Pramér let 1997-1998.

Druh rodu Solanum a-chaconin a-solanin celkem GA

X Sx X Sx X Sx
Solanum phureja (Criolla Negra)| 76,70 60,39 74,25 93,83 | 150,95 | 154,22
Solanum chaucha K 1010 163,30 | 47,66 | 114,50 | 36,91 | 277,80 | 10,75
Solanum andigenum 701 171 46,05 60,46 44,00 57,70 90,05 | 118,16
Solanum goniocalyx 701 803 81,20 10,18 48,95 2,47 130,15 | 7,71
Solanum stenotomum 89 305 115,50 8,62 68,40 2,40 183,90 6,22
Tab. VIII. Obsah GA v mg.kg™ v hlizach planych druhii rodu Solanum. Pramér let 1997-1998.
Druh rodu Solanum a-chaconin a-solanin celkem GA

X Sx X Sx X Sx
Solanum acaule 18 289 20,80 28,00 12,55 14,07 33,35 | 42,07
Solanum berthaultii 28 033 149,95 | 210,51 | 306,20 | 430,06 | 456,15 | 640,57
S. bulbocastanum 8 003 28,70 39,31 19,95 25,95 48,65 | 65,26
Solanum gourlayi 24 698 535,35 | 55,22 | 363,00 | 4596 | 898,35 | 101,19
Solanum chacoense 21 236 442,70 | 480,97 | 406,00 | 441,80 | 848,70 | 922,77
S. incamayoense 16 903 99,05 | 117,73 | 54,05 51,69 | 153,10 | 169,42
Solanum leptophyes 18 301 35,40 49,07 31,55 43,91 66,95 | 92,91
S. microdontum 7 197 1,35 0,07 2,85 2,62 4,20 2,69
S. mochiquense 32 672 1,45 0,07 0,85 0,07 2,30 0,00
S. pinnatisectum 8 166 41,55 57,20 | 154,90 | 211,99 | 196,45 | 269,19
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S. polyadenium 7 204 504,10 | 26,44 | 276,05 | 174,16 | 780,15 | 200,60
Solanum polytrichon 8 184 334,35 | 97,79 | 193,85 | 164,83 | 528,20 | 262,62
Solanum sparsipilum 8 206 416,80 | 553,52 | 501,50 | 670,90 | 918,30 | 1224,42
Solanum spegazzinii 15 458 86,50 98,43 97,90 82,16 | 184,40 | 180,59
S. stoloniferum 7 230 153,25 | 214,32 | 89,35 | 120,28 | 242,60 | 334,60
Solanum sucrense 27 383 103,35 | 97,51 45,75 39,67 | 149,10 | 137,18
Solanum vernei 24 732 242,30 | 326,68 | 125,05 | 167,51 | 367,35 | 494,19
S. yungasense 55 214 262,80 | 151,74 | 67,95 38,54 | 330,75 | 190,28

Z vysledka roku 1997 byl spocitan vztah mezi obsahem GA v nati a hlizach.
Nepodatilo se mezi nimi prokazat linearni vztah.

V n¢kterych planych druzich bramboru, na rozdil od kulturnich druhd, tvoii minoritni
SGA (¢éast z nich uvedena v prehledu v tab. 1.) podstatnou ¢ast celkovych GA. Mezi minoritni
SGA patii (v textu uveden glykosid, v zavorce aglykon + sacharidicka ¢ast):

Commersonin (demissidin+commertetraosa)

Dehydrocommersonin (solanidine+ commertetraosa)

Demissin (demissidin+lycotetraosa)

Leptin I a Il (acetylleptinidin+chacotriosa (1) nebo solatriosa (I1))
Leptinin I a I (leptinidin+chacotriosa (I) nebo solatriosa (I1))
Solamarine (a-, /) (tomatidenol+ solatriosa (&) nebo chacotriosa (£))
Tomatin (tomatidin + lycotetraosa)

Sisunin (tomatidin + commertetraosa)

Solasonin, solamargin (solasodin+ solatriosa, chacotriosa)

ANANE N N NN NN

Jejich obsah je dédi¢ény (viz dalsi kapitolu), piipadné je ovlivnén domestikaci.
Nekteré dru-hy bramboru vykazuji anomalni profil GA, ktery vznika pravdépodobné vlivem
hybridizace. Variabilita v celkovém obsahu GA se zvySuje zdsahem ¢lovéka a v pribéhu
domestikacniho procesu dochazi ke snizovani hladin glykoalkaloida Timothy, Osman
(1986).

Prehled o chemii, toxikologii a vyskytu SGA u planych druht i sohledem na
genetickou fixaci podal G e lder (1990). Ve stejném roce publikovali praci Timothy,
A1 0 n so (1990), ktefi zkoumali celkovy obsah GA ve 42 odbérech ze 13 druht planych
brambor. Celkovy obsah GA v hlizéch se lisil od 24 do 164 mg.100 g™. Jedna se o velmi
vysoké obsahy GA. (Pti udavani obsahu je vzdy treba dat pozor na jaké mnozstvi a na co se
vztahuje — zda na ¢.h. nebo suSinu!). Pouze u druht Solanum cardio-phyllum a Solanum
ehrenberdii byl obsah GA minimalni. Ve vétsing vzorka byl témét ze 100 % pritomen pouze
aglykon solanidin a nalezeny hlavni GA (a-solanin a a-chaconin).

SGA v planych druzich bramboru se u nas zabyvali Kvasni ¢ ka etal. (2000).
U vybranych vzorka dvou planych druhti (Solanum leptophyes a Solanum spegazzini)
provedli identifikaci neznamych latek s retenénim ¢asem odliSnym od a-chaconinu
a a-solaninu pomoci HPLC-MS analyzy. Na obr. 4 a 5 jsou jejich MS z&znamy. Jedné se
0 dv¢ latky u druhu S. leptophyes eluované mezi a-chaconinem a a-solaninem; u druhu
S. spegazzini 15458 jde o jednu latku eluovanou za a-solaninem). Tato latka byla nalezena ve
veétsim mnozZstvi také u druhu S. yungasense.
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(na zékladg kalibrace a-chaconinu a a-solaninu).

Na obrazcich 6 a 7 jsou uvedeny chromatogramy extrakti studovanych druhd.
Podminky analyz byly shodné s témi, které jsou uvedeny v praci

(1994),

v v/

Obr. 4 — Hmotnostni spektrum nezndmych latek vzorku S. leptophyes 18 301
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Obr. 5 — Hmotnostni spektrum nezndmych latek vzorku S. spegazzinii 15 458
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Nezndmé latky nalezené v S. leptophyes byly identifikovany jako glykoalkaloidy
sloZzené ze solanidinu a tetrasacharidu o molekulové hmotnosti 1046,8 s nasledujicim
identickym rozpadem.

10468 — >~ 8845 5 7225

560,5 398,4

Obr. 6 - Chromatogram extraktu Solanum leptophyes
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Obr. 7 - Chromatogram extraktu Solanum spegazzinii
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Podle sloZeni a molekulové hmotnosti odpovida tato latka dehydrocommersoninu, coZ
je ve shodé s literarnimi Udaji. Jedna se vSak o 4 latky liSici se reten¢nim ¢asem a vzhledem
k pouzitému principu chromatografické separace (kolona svazanymi aminopropylovymi
skupinami) by toto naznacovalo na latky liici se v sacharidické sloZce. Jedno z moznych
vysvétleni je to, Ze se jednd o latky liSici se glykosidickymi vazbami mezi sacharidy
(1x galaktosa a 3x glukosa). Tato odruda obsahuje velmi nizkou hladinu a-chaconinu
a a-solaninu (~jednotky mg/kg), avSak vySe uvedené identifikované glykoalkaloidy
odpovidaji koncentraci 700 mg/kg (po¢itano na a-chaconin).

Majoritni latka (nalezend v S. spegazzinii byla identifikovana jako vicenasobné¢ nabita
molekula (10 az 20 naboji) s molekulovou hmotnosti 10 az 20 000, coZ se neztotoZnuje
s Zzadnym znamym glykoalkaloidem. Jeji obsah je na z&kladé kalibrace a-chaconinu 1100
mg/kg. U tohoto druhu byly identifikovany dvé latky na hladiné asi 30 mg/kg (pocitdno na
a-chaconin). Prva z nich byla identifikovana jako dehydrocommersonin a druh jako latka od
ného odvozend liSici se tim, Ze ma namisto tetrasacharidu (commertetraosa) vazany
trisacharid (D-Gal - 1-4 g -D-Glc-1-3 p-D-Glc nebo D-Gal - 1-4 g -D-Glc-1-2 #-D- Glc).
Pravdépodobné jde o analogii a- a B;- a Bo-tomatinu. V dostupné literature autoram nebyla
tato latka popsana. Mozné struktury nalezené latky jsou uvedeny na obrazku 8.

Obr. 8 — Pravdépodobné struktury nalezeného glykoalkaloidu u S. spegazzinii
| I

D-Glu
D-Glu
solanidin

solanidin i
CRN D S D-Glu i D-Gal
D-Glu ¢ /" D-Gal M

Autofi uzaviraji, Ze pro potvrzeni téchto nalezt bude nutné LC-MS analyzy opakovat
za HPLC podminek (nalezeni vhodné mobilni faze bez anorganickych soli) umoZnujicich
lepsi rozliseni jednotlivych GA.

4. 4. Faktory ovliviiujici obsah SGA v hlizach

Obsah GA v rostlindch bramboru je vice ¢i méné ovlivnén stanovistém, ro¢nikem
(podminkami rastu), odridou, (vliv puvodu byl rozebran v minulé kapitole), vyvinem trsu
béhem vegetace. U hliz k témto faktoram pristupuje kromé vyvinu hliz (aZz do fyziologické
zralosti), pripadné mechanické poSkozeni, intenzita a slozeni zareni, podminky skladovani
(predevsim teplota).

Jak jsme zjistili v naSich pokusech bylo stanovist¢ nejvyznamnéjSim faktorem
podilejicim se vysoce prikazné na obsahu o-chaconinu a a-solaninu v hlizach
(Ptichystalova-Fialkova et al, 1999). Jiz Sinden a Webb (1974), ktefi
publikovali vysledky s Sesti odradami na 39 lokalitach v USA, zjistili velmi prakazné rozdily
mezi stanovisti v obsahu SGA. Maximalni rozdil nalezli mezi stanovistém Beltsville ve staté
Maryland (7,3 mg.100 g™ &. h.) a Parmou ve stat& Idaho (20,5 mg.kg™).
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RovnézZ ro¢nik, konkrétné podminky pro rast rostlin, se projevil v naSich pokusech
Pfichystalova—-Fialkova et al. (1999) vyraznéji nez vliv odrady, coz potvrdilo mé
piedchézejici zjisténi (Z r & st, 1997) i naSe poznatky z pokusu jehoZ teSeni probihalo
v letech 1996 aZ 2000 (Z r st et al. 2001b). V hodnoceném tiiletém obdobi (1994 — 96)
(predposledni zminénd préce) se vysoce prakazné odliSila obsahem GA vegetace roku 1994
od obou let nasledujicich. Teoretické zdavodnéni vysokych obsahtit GA v tomto roce zahrnuje
krom¢ stresu sucha i vysoké teploty a nadpramérnou délku slune¢niho svitu ve vegetaci
a tvori v interakci s odradami piedpoklad pro kumulaci téchto latek v hlizach. Jde ziejmé
o odradové specifické interakce odrad s prostredim, které jsou c¢asto geneticky fixované.
Samotny stres sucha nepasobi jednoznaéné. Lze to dokumentovat na publikovanych
poznatcich (R o ss et al., 1978). Citovani autoii nezaznamenali v pokusu s péti odradami
stejnou reakci na stres pusobeny suchem v letech 1975 a 1976. RovnéZ i v jejich pokusu
s mozZnosti z&vlahy byla u deseti odrad zaznamenéna rozdilna reakce v obsahu GA na sucho.
U vétSiny odrad zafazenych v pokusu naméfili vysSi koncentrace GA o 43 az 50 % po
puasobeni stresu sucha také B e jaran o etal., (2000). Dalsi podrobné vysledky o vlivu
ro¢niku jsou uvedeny v pristi kapitole.

Velmi vyznamny je vliv odrady. V literatuie je vétSinou kladen na prvé misto. Hladiny
GA jsou odrudoveé specifické a mohou se zna¢né liit u raznych odrad. Hodnoty mezi 10
a 650 mg.kg™ zmifuji ve svych pracich napt. Cronk et al. (1974), Verbist a Monnet
(1979), Davies, Blincow(1984). Zna¢né rozdily obsahi solanidinovych glykosidu
v dusledku genetické variability mohou byt také zpusobeny i rozdilnymi podminkami
prostiedi, péstovanim na rozdilnych stanovistich, nebo v raznych letech (jak bylo vyse
zminéno), dokladaji to napt. Sanford a Sinden(1972),Sinden a Webb (1974),
Parnell etal (1984), Gelder a Dellaert (1988). Geld e r (1989) studiem praci
citujicich vysledky stanoveni obsahu SGA v 521 vzorcich brambor riznych odriad péstova-
nych v Australii, Anglii, Indii, Nizozemsku, Novém Zélandu, Skotsku a Spojenych statech
(vylouceny byly Slechténé klony a odrada Lenape — viz dalSi kapitolu) zjistil, Ze nejéastéji
uvadéné obsahy alkaloidi se pohybuji okolo 50 a 60 mg.kg™ &. h., ¢asty vyskyt mély i obsahy
40, 70 a7 90 mg.kg™ &.h. (obr. 9).

Vyskyt GA v odridach bramboru péstovanych v CR sledovaly Panovska etal.
(1994). Soubor testovanych vzorkt vr. 1993 obsahoval 19 odrid zapsanych do Listiny
povolenych odrad tehdejsi CSFR a 18 odrad a kiizenct, které byly ve stadiu odradovych
zkouSek. V daném souboru byly zastoupeny jak odridy konzumni, tak odriady pramyslove.
Obsahy celkovych GA leZely v rozmezi od 21 do 126 mg.kg™. Nejvy3ssi koncentrace vykazal
Oreb (odriada pramyslova svysokym obsahem Skrobu). U ostatnich povolenych
pramyslovych odrad leZely koncentrace v mezich od 43 do 83 mg.kg™. Vétina povolenych
konzumnich odrad obsahovala méné nez 60 mg.kg™. Vyssi koncentrace byly nalezeny v odr.
Krystala (101,2) a Radka (83,1 mg.kg™). Pom&r mezi obsahem solaninu a chaconinu lezel
v intervalu 1,2 az 2,7, coz odpovida vétsing literarnich Gdaji. K obdobnym zavéram dospél ve
své disertacni praci Hellen ds (1994), u ranych odrad Hellen &s et al. (1995)
a Zrust etal (1999). Mezi tiemi odradami jsem zjistil priakazné az vysoce prikazné
rozdily vpraméru 3 let, kdyz jsem sledoval obsah GA ovlivnény péstitelskymi
a mechanickym poskozenim (Z r u st, 1997). V dalSi praci jsme (Zr t st et al.,, 2000a)
zakladali polni pokusy s cilem prokéazat rozdily vobsahu SGA u jednotlivych skupin
domécich odrad v porovnani se zahrani¢nimi odriadami. Do téchto pokust v letech 1996
az 1998 jsme zaradili 34 ceskych a 48 zahrani¢nich odrud. Odriady byly rozttidény podle
délky vegeta¢ni doby. U ¢eskych odrad byly v syrovych hlizach se slupkou zjistény vyssi
obsahy SGA u skupiny odrad velmi ranych o 24 % a polopozdnich aZ pozdnich o 55 % oproti

22



| Dne: 31.1.2004 | VVF: PROJ/2003/19/deklas

zahraniénim odradadm. U celého sortimentu sledovanych domacich i zahrani¢nich odrad se
projevila tendence k vyssim hodnotdm SGA vlivem vodniho stresu a vysSich teplot, cozZ jsme
zaznamenali jiZ v minulych pokusech (Z r u st, 1997). Vzajemny pomér obsahu a-solaninu
a a-chaconinu v syrovych hlizach se slupkou u souboru ¢eskych odrad byl 1:1,45, u souboru
zahrani¢nich odrad 1:1,64.

Obr. 9. Cetnost zastoupeni uvadénych obsah:i SGA v 521 vzorcich bramboru z celého svéta
(podle Geldera, 1989)

Prevzato z: Gelder, W. M. J. van (1990)

Konkrétni vysledky ziskané u jednotlivych odrid (tab. 1X) jsme z téchto pokusi
publikovali v dalSi praci (Z r a st et al.,, 2000b). Odridy setazené podle skupin ranosti,
téidéné na domaci a zahrani¢ni s bodovym ohodnocenim podle pramérného obsahu
a-chaconinu + a-solaninu za tti roky jsou fazeny od nejmensiho (9 bodi) po nejvétsi obsah
(aZz 1 bod). Pro stanoveni hodnot bodt uvedenych v zavorce se zapogitaval rozptyl hodnot
zaznamenanych béhem tii let. Znamena to, Ze je vtéchto bodech ohodnocena dosazena
maximalni hodnota z tohoto obdobi (nejhorsi vysledek). V piipadé bodového ohodnoceni
shodného u vice odrad jsou tyto fazeny od nizSiho k vySSimu pramérnému obsahu GA
s ohledem na smérodatnou odchylku. PouZité bodové hodnoceni jsme pievzali z navrhu
Zruasta(1999) jak jiz bylo diive zminéno — viz tab. I11.

V naSich pokusech se potvrdily zahrani¢ni poznatky, Ze droven GA byla vyznamné
zavisld nejenom na stanovisti, ro¢niku a odradé, ale rovnéZz byla vyznamna interakce
odrzda x stanovisSte a odrizda x roc¢nik. Pres vyznamnost zminénych interakci zistava rozmezi
obsahu GA v genotypech odradoveé specificke.

Jaka doporuceni z téchto vysledki vyplynula? Je tieba predeslat, Ze v nékolika statech
musely byt odrady s koncentracemi pres 200 mg.kg™ z Listin povolenych odrad (National
List) vyfazeny — bude bliZze rozebrano v dalSi kapitole. Z uvedenych vysledku v tab. IX je
ziejmé, Ze i v naSem sortimentu registrovanych odrad, zapsanych ve Statni odriadové knize, se
vyskytuje nékolik odrad, pievySujicich dokonce ve viceletém praméru toto piipustné
mnozstvi. V piipadé odrad uréenych k vyrobé Skrobu Ize vysoky obsah GA podle naseho
minéni pravdépodobné tolerovat. Pri zpracovani hliz se totiz velka ¢ast GA odstrani
v prabéhu technologického procesu (viz déle). Konkrétné obsah GA ve Skrobu jsme v tomto
projektu nesledovali. V zavéru ¢lanku jsme uvedli, Ze by bylo vhodné, aby odbor odriadového
zkuebnictvi UKZUZ zvazil sledovani obsahu GA u zkoudenych konzumnich odrad
a poznatky pripadné vyuZzil pfi jejich registraci.

Toxickd povaha riznych GA potvrzuje vyznamnost potieby hodnoceni jejich
pocate¢niho obsahu u rodicovského materialu i v rdmci Slechtitelského programu, zejména
pokud se vyuZiva planych druhti bramboru jako zdroje Zadané charakteristiky. Podrobnosti
jsou uvedeny v nésledujici kapitole.
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Tab. IX. Obsah SGA v mg.kg™ &.h. v syrovych hlizach se slupkou. Priamér 3 let (1996-98)

Odrida _a-chaconin _a-solanin _Celkem GA Body
X | s x | s X | s
Velmi rané — domaci
Karmela* 37,28 11,76 18,64 0,76 55,92 12,52 7(7)
Koruna 39,02 16,32 29,73 15,29 68,75 31,61 7 (5)
Krystala 42,04 28,65 29,88 30,67 71,92 59,10 7 (5)
Vera 44,61 22,49 40,55 21,53 85,16 41,93 5 (5)
Krasa 69,75 57,23 50,78 33,76 120,53 90,90 5(1)
Velmi rané — zahranic¢ni
Rosara 18,63 5,41 9,69 4,28 28,32 5,17 9(9)
Minerva+ 31,28 19,74 16,96 5,47 48,78 24,78 9 (7)
Adora 36,29 13,50 22,42 12,23 58,71 25,68 7 (5)
Berber 39,40 25,99 24,43 16,63 63,83 41,96 7 (5)
Fresco 43,13 35,20 28,07 19,78 71,20 54,86 7 (5)
Impala 57,25 51,89 20,83 11,62 78,08 63,29 7 (5)
Accent 65,90 35,50 33,77 20,63 99,67 56,12 5 (5)
Ukama 65,83 41,75 48,35 33,47 114,18 75,17 5(3)
Rané domaci
Veronika+ 12,22 1,12 7,89 2,71 20,11 3,83 9 (9)
Vilma 28,72 16,07 15,14 6,99 43,86 22,82 9(7)
Kobra 31,52 3,83 19,43 6,90 50,95 9,03 7(7)
Tegal 33,54 24,72 18,67 17,64 52,21 42,23 7 (5)
Vaneda 41,43 30,12 23,16 11,13 64,59 41,20 7 (5)
Kreta 44,72 17,20 36,65 17,26 81,37 2987 5 (5)
Karin 54,09 29,01 25,98 13,73 80,07 4096 5 (5)
Klera 58,55 29,16 56,50 33,81 115,05 62,96 5(3)
Korneta 64,05 59,40 45,71 54,51 109,76 113,90 5(1)
Rané - zahranic¢ni

Dali+ 12,25 6,12 8,19 4,86 20,44 10,98 9(9)
Felsina+ 18,58 7,42 7,87 3,04 26,45 10,17 9(9)
Fambo* 20,86 5,34 10,09 2,37 30,95 7,71 9(9)
Marabel* 16,67 11,20 9,07 5,38 25,74 16,58 9 (9)
Liseta 29,50 3,92 15,49 3,05 44,99 0,95 9(9)
Karlena+ 21,22 18,51 10,67 9,01 31,89 27,51 9(7)
Arnika 27,68 21,31 11,41 8,23 39,09 29,49 9 (7)
Monalisa 26,12 24,24 13,05 8,89 39,17 32,00 9 (7)
Cinja 27,47 28,90 10,28 6,03 37,75 34,77 9(7)
Tomansa 34,72 11,53 18,50 4,76 53,22 6,98 7(7)
Provita 33,30 9,76 19,15 7,84 52,45 17,19 7(7)
Anosta 45,56 29,45 17,11 11,01 62,67 32,87 7 (5)
Albina 46,36 23,77 29,97 21,66 76,33 45,39 7 (5)
Donald 60,36 32,45 33,75 13,39 94,11 23,70 5 (5)
Livera 78,45 41,08 26,90 21,78 105,35 51,07 5 (5)
Secura 61,82 41,81 70,93 58,59 132,75 100,28 5(1)
Miriam 102,95 68,69 68,95 62,83 171,90 125,07 3(1)

24



| Dne: 31.1.2004

| VVF: PROJ/2003/19/deklas

Odriida _a-chaconin _a-solanin Eelkem GA Body
X | s X | s X | s
Polorané - domaci
Vladan* 20,13 9,54 14,79 5,66 34,92 15,20 9(7)
Krista 28,41 4,23 15,88 8,36 44,29 8,31 9(7)
Tara 41,47 16,41 25,44 9,99 66,91 26,02 7 (5)
Keikovské rohl. 54,97 19,42 28,97 15,83 83,94 34,84 5(5)
Korela 100,53 63,08 95,70 74,70 196,23 137,06 3()
Polorané zahrani¢ni
Quarta 19,57 13,25 8,70 4,42 28,27 17,32 9 (9)
Lenka 22,79 14,82 18,07 12,36 40,86 27,18 9(7)
Solara 30,46 26,32 24,40 27,45 54,86 53,75 7 (5)
Agria 39,77 12,21 38,76 24,05 78,53 35,54 7 (5)
Granola 51,02 34,63 23,28 15,73 74,30 47,08 7(5)
Remarka+ 38,04 48,70 27,50 34,46 65,54 83,15 7(5)
Folva 65,34 33,75 27,26 12,74 92,60 44,40 5(5)
Rosella 62,81 47,83 31,01 14,22 93,82 52,67 5 (5)
Santé 53,71 31,75 38,28 | 29,89 91,99 59,02 5(5)
Bettina 57,18 36,97 51,84 41,18 109,02 78,09 5(3)
Bolesta+ 53,16 47,06 48,91 51,58 102,07 98,62 5(1)
Vital 131,54 50,21 110,78 57,85 242,32 106,76 1(1)
Polopozdni az pozdni — domaci
Krumlov* 20,28 5,54 8,28 0,64 28,56 481 9(9)
Borka 27,31 17,58 16,53 8,75 4384 26,15 9 (7)
Boubim 36,00 22,24 14,08 10,56 50,08 32,80 7 (5)
Ornella 46,94 26,19 24,31 9,35 71,25 35,32 7 (5)
Javor 80,98 30,42 67,10 30,31 148,08 57,99 5(1)
Tabor 89,16 25,22 83,18 | 24,66 172,34 49,67 3(1)
Pacov 125,73 55,73 93,17 69,08 218,90 123,06 1(1)
Amylex 178,58 67,16 108,02 38,59 286,60 105,49 1(1)
Polopozdni az pozdni — zahrani¢ni

Producent+ 14,52 4,09 9,45 2,37 23,97 6,45 9(9)
Symfonia+ 20,77 0,38 9,24 2,30 30,01 2,64 9(9)
Signal* 19,46 3,87 12,64 0,01 32,10 3,87 9(9)
Marena* 16,16 11,89 9,87 4,72 26,03 16,61 9(9)
Disco 18,23 9,48 13,23 8,94 31,46 18,34 9(9)
Désirée 26,66 13,20 16,25 9,08 42,91 21,44 9(7)
Saturna 26,31 12,76 18,27 8,70 44,58 21,04 9(7)
Van Gogh 27,99 17,33 17,22 12,05 42,21 29,29 9(7)
Bionta+ 33,07 11,35 17,35 4,31 50,42 14,78 7(7)
Nicola 40,10 20,33 15,22 11,89 55,32 31,93 7 (5)
Raja+ 37,87 16,12 24,68 16,50 62,55 32,39 7 (5)
Mondial 51,48 30,51 27,86 14,62 79,34 36,45 7 (5)
Morene+ 56,62 28,45 29,40 12,46 86,02 40,75 5 (5)
Panda 60,60 30,52 36,25 23,16 96,85 53,59 5 (5)
Asterix 65,64 43,49 31,25 22,62 96,89 66,14 5(3)
Lady Rosetta 71,13 42,26 54,42 33,38 125,55 75,61 5(1)
Merkur* 71,86 23,39 75,88 31,30 147,74 54,69 5(1)

Vysvétlivky: x_— pramér; s, — smérodatna odchylka; + — pramér z let 1997-99;
* — primér dvou let 1998-99
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Ziskané vysledky ztéto naSi prace jsme vyuZili ke zhodnoceni vlivu genotypu na
schopnost syntetizovat SGA. V r. 1966 se zjisténé hodnoty pohybovaly v rozmezi od 28,27
mg.kg™ &.h. do 349,94 mg.kg™ ¢. h., v r. 1997 byl rozdil mezi odradami je$té vyrazngjsi (od
stanoven v r. 1998, kdy minimalni zji$téna hodnota byla 11,21 mg.kg™ &.h. a maximalni
obsah byl 189,25 mg.kg™ &.h. Uvedené hodnoty ukazuji na pom&rng znagné rozdily v obsahu
GA mezi testovanymi odradami, z ¢ehoz vyplyva, Ze dosahované hladina GA je ve velké miie
odradové zavisla. Shrnuti téchto udaju je v tab. X, kde je rovnéZz upozornéno na odrady
svysokym a7z velmi vysokym obsahem GA podchycené v hodnoceném souboru
v jednotlivych letech. Roky 1996 a 1997 byly za vegetace klimaticky dosti podobné
(primérna teplota za mésice cerven az srpen: 16,45, resp. 17,73 °C, destové srazky v tomto
obdobi 237,8, resp. 299,6 mm, délka slune¢niho svitu 578, resp 584 h) a také pramérné
obsahy GA v hodnocenych souborech odrad jsou v téchto letech obdobné (106,50 a 107,55
mg/kg ¢.h.). Rok 1998 byl v porovnani s piedchazejicimi lety v mésicich ¢erven az srpen
teplotng nejchladngj$im (15,95 °C) srazkové nejbohatS$im, vysoko nad dlouhodobym
normalem (352,2 mm), s nejkrat§im slune¢nim svitem (508,5 h) a primérny obsah GA
dosahoval pouze 43,39 mg.kg™ &.h. Toto zji$tani souhlasi s poznatky autord, kteii publikovali
vysledky o Svédské odradé Magnum Bonum (Hellends etal., 1995), u niZ byly nec¢ekané
nalezeny toxické hladiny GA a-solaninu a a-chaconinu. 66 % vzorka vysoce piekrocilo
soucasné povoleny maximalni rezidualni limit ve Svédsku 200 mg.kg™, 8 % melo pies
400 mg.kg™. Tito autofi se domnivaji, Ze k prileZitostnému navyseni GA piisp&lo neobvykle
chladné a destivé pocasi béhem posledni ¢asti vegetace v r. 1986.Toto konstatovani vsak
odporuje nasim zjisténim v piedchozim pokusu (Z r a s t, 1997).

Tab. X. Praméry a rozmezi obsahu GA v mg.kg™ u 82 odriid bramboru hodnocenych v letech 1996-1998
a zjisténé odrady s vysokym aZ velmi vysokym obsahem GA.

Rok X Rozmezi Odrady s obsahem GA > ne? 160 mg.kg™
Kora, Krasa, Ukama, Accent, Klera, Tempora, Miriam,
1996 [ 106,50 |28,27 - 349,94 Bettina, Calla, Vital, Javor, Amylex, Pacov
Kornela, Tempora, Miriam, Secura, Korela, Svatava, Calla, Vital,
1997 107,55 |18,91 - 426,52 Javor, Amylex, Pacov, Tabor, Lukava, Asterix, Lady Rosetta
1998 43,93 |11,21 - 189,25 | Amylex, Tébor

Shodn¢ je mezi odradami svysokym aZz velmi vysokym obsahem GA (tab. X)
zarazeno v klimaticky podobnych letech 1996 a 1997 sedm odrad a fada dalSich, majicich
v jednom roce vysoky obsah GA a dosahujicich ve druhém roce hodnot blizZicich se ke spodni
hranici pro skupinu s vysokym obsahem GA.

Vztah mezi odradami a faktory ovliviaujicimi syntézu GA a jejich vzajemna
interakce by-ly demonstrovany vypoétem korelacniho koeficientu. Hodnoceny byly soubory
odrid pésto-vané v letech 1996 — 1998. Vypoctené hodnoty koeficienti korelace jsou
uvedeny v tab. XI.

Tab. XI. Vztah mezi pramérnym obsahem GA v mg.kg™ u 82 odrid bramboru a rokem testovani,
stanoveny pomoci koeficientu korelace.

Ro&nik Hodnooceno 1996 1997 1998 Korel. koef.
odrad r (yx)

1996 - 1997 82 106,5 107,55 X 0,51261**

1996 - 1998 82 106,5 X 43,39 0,67750**

1997 - 1998 82 X 107,55 43,39 0,67690**
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Hodnota korela¢niho koeficientu stanovend pro uvedené roky je ve vech piipadech
kladna a v porovnani s tabelovanym korelacnim koeficientem pfti jednoprocentni hlading
vyznam-nosti vysoce prikazna. Na zékladé téchto Gdaju Ize konstatovat, Ze se projevil vysoky
podil genotypu na realizaci tohoto znaku a Ze existuje pomérné dobry souhlas mezi obsahem
GA u odrud v téchto letech. Rozdily v obsahu GA tedy mozZno, ve velké mite odvozovat od
rozdilné schopnosti jednotlivych odrad syntetizovat a-solanin a a-chaconin, tedy od jejich
rozdilného genetického zaloZeni pro tuto vlastnost. Zbyvajici rozdily ptipadaji na vnéjsi vlivy,
piedevsim rok péstovani. Pokus byl veden pouze na jednom stanovisti, proto nemohl byt vliv
stanovisté hodnocen.

V posledni dobé se objevila prace, ktera zaznamenala vysSi koncentrace GA v hlizach
pozdnich odrad oproti odradam ranym, kde byly naméieny hodnoty nizsi (Tsahkna etal.,
2001; 2002). Nezanedbatelny vliv odrid byl zaznamenan i v mnoha dalSich praci zamétrenych
ke zjisteni jinych vliva na obsah GA, v nichz bylo zatazeno vice odrad.

Obsah SGA a sklon k jejich kumulaci v hlizach je dan rovnéz fyziologickym stavem
rostliny. Nejvyssi obsah byl pozorovan u malych hliz v ¢asnych stadiich jejich tvorby.
Usuzuje se, Ze pti normalnim rastu hliz bez stresu se mnozstvi GA v hlize neméni a dochazi
pouze k jeho ,,naredéni“ (Davis, Blincow, 1984, Gelder, 1990). Tim, Ze se zvySuje
hmota hliz, nastava v pribéhu vegetace vyrazny pokles obou hlavnich GA. Ty faktory, které
negativné ovliviuji vyzravani hliz jsou pricinou vyssich hladin GA ve sklizenych hlizach.

Obsah GA je také ovliviiovan podminkami kultivace, klimatickymi vlivy, hnojenim,
pudou a pouzitymi agrochemikaliemi (M a g a, 1980, Mondy, M unsh i, 1990). Také
v nasSich pokusech (Z r u st, 1997) zvysujici se davky dusiku kladn¢ ovliviiovaly obsah
a-chaconinu i a a-solaninu. Avsak jednoznacny vzestup obsahu GA v hlizéch po zvySeni
hladiny dusiku ne-byl pravidlem. Dochazelo také k jejich poklesu u variant se zvySenou
hladinou dusiku, tak jak obdobné zaznamenali Cronk etal. (1974).

Pridavek molybdenu nesniZil v naSem ptipadé vytvoiené mnoZstvi GA, jak to uvadéji
Mondy, Munshi (1993), ale naopak doslo u této varianty k neprikaznému zvyseni.
Nejvyssi davka 480 kg N.ha™ aplikovana bez P a K hnojiv prikazné sniZila v nasem pokusu
obsah celkovych GA i a-chaconinu oproti téZe davce N dodané spole¢né s P a K Zivinami
a naopak zvysila obsah a-solaninu. Ze vzajemného porovnani jednotlivych variant vyplynulo,
Ze zvySenim davky N, pripadné i nékteré z dalSich hlavnich Zivin (P, K) dochazi ke zvyseni
i obsahu celkovych GA v hlizach; pii velkych rozdilech v Zivinach jde o prakazné rozdily.
Toto naSe zjisténi odpovida vysledkam, které uveiejnili M ondy, M unshi (1990),
a varuje pied aplikaci vysokych davek dusiku k brambortm i z tohoto pohledu.

Beéhem péstovani, sklizng, skladovani a zpracovani do inaktivace enzymovych
systému, probihaji v pletivech metabolické pochody, které mohou byt ovlivnény raznymi
stresovymi faktory. Vyzkumy pisobeni strest na razné druhy rostlin ukazaly, Zze brambor je
velmi citlivy (B e i e r, 1990). V naSich pokusech jsme také zjiStovali vliv chemickych
piipravka na obsah GA v hlizach (Z r @ st, 1997). Ani pii uZiti herbicidu aplikovaného
postemergentné, ani pii chemické ochrané proti plisni bramborové jsme neobdrzeli
jednoznacné vysledky ve zvysSeni obsahu GA vaci varianté s mechanickou kultivaci, ci
varianté bez ochrany vaci plisni. Vy-sledky tohoto pokusu (i s ohledem na namétené hodnoty)
prokazaly, Ze neni davod k obavam pii pouzivani chemickych ptipravka k takovéto ochrané
rostlin bramboru (proti plevelam a plisni bramborové). Obdobné vysledky obdrZely
Zarzecka a Gugala(2003).
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Z faktora ovlivaujicich obsah GA v hlizdch pusobi nejvyraznéji svétlo (podle
fotobiologa zéieni), které indukuje tvorbu GA v hlizach soucasné s dalSimi nezavisle
probihajicimi pochody — syntézou chlorofylovych barviv, ptip. klicenim, pticemz citlivost ke
svétlu je dana odradou, zralosti a velikosti hliz (Sinden etal.,, 1984, Komaitis etal.,
1987, Maine etal, 1988, Kozukue Mizuno, 1990). Jiz vroce 1922 zjistil
Griebel (1924), Ze pasobeni svétla nevyvolava jen zelenani bramborovych hliz, ale hraje
urcitou roli i v tvorbé GA. K intenzivnimu osvétleni dochazi napt. po silnych destich, které
splavi navrsenou hlinu a obnazi hlizy. V pribéhu sklizné a dopravy jsou téz hlizy vystaveny
dennimu svétlu.

Gull a lsenberg (1960) prokézali, Ze v nazelenalych hlizach je vzdy vyssi
obsah GA neZ v hlizach nezelenych. Jak chlorofyl, tak i GA se tvoii ve stejnych ¢astech hlizy
a casto jsou ovlivnény stejnymi faktory. Biosyntéza obou sloZzek vSak probih& nezavisle na
sobé. Vliv svétla na tvorbu GA ¢i chlorofylu se lisi podle intenzity a vinové délky svétla.
Liljemark Widoff (1960) zjistili, Ze s ptibyvajici svételnou intenzitou se obsah
chlorofylu v hlize zvySuje, a to umérné s logaritmem sily svétla (méieno v luxech). Piirastek
obsahu GA probiha k tomu paralelné. C o n n e r (1937) sledoval vliv svétla riznych
vinovych délek na obsah GA a chlorofylu. Zjistil, Ze emise svétla spektralnich barev modré az
fialové vyvolava nejsilngji syntézu GA v hlizdch. Wu a Salunkhe (1976) nametili
maximalni biosyntézu a-solaninu a a-chaconinu pii 650 a 430 nm, minimalni tvorbu pii 510
az 560 nm. Oproti tomu se syntéza chlorofylu indukuje nejvice svétlem od Zluté do cervené
oblasti spektra, syntéza GA neni v3ak ovlivnéna. Ozareni UV svétlem ma rovnéz za nasledek
zvySené obsahy GA, pii ¢emZ zelenani nebylo za téchto podminek pozorovano. Vedle
intenzity svétla a délky svétla pasobi i doba osvétleni, teplota, stejné tak jako odrada a stéai
hliz.

Zitn ak (1953) zjistil, Ze probihd zvlast rychla syntéza alkaloidu v cerstvé
sklizenych hlizach, které jsou vystaveny 6 hodin a déle slunecnimu zateni. Fotoindukci GA
v hlizach Solanum phureja se zabyvali Griffiths etal. (2000). Akumulaci a-solaninu
a a-chaconinu v hlizach bramboru vyvolanou vlivem svétla po sklizni jsme sledovali
u jednotlivych skupin odrud, téidénych podle délky vegetace (Zra st etal., 2001a). Sklizené
hlizy viech 31 &eskych odrad registrovanych ve Statni odradové knize CR vr. 1996 a tfi
odrad slovenskych byly v letech 1996 aZz 1998 vystaveny svétlu (tyden a 14 dna v jedné
vrstvé na podlaze 2-3 m od okna v laboratofi, pri pramérné teploté 20 °C a prisvétlovanim
Zarovkou v noci — na Grovni hliz naméreno 30-35 Ix) a poté v nich zméfen obsah GA. Timto
postupem byly simulovany podminky vyskytujici se v fadé obchodu, piipadné supermarketu.
V reakci na svétlo i v puasobeni rozdilné délky trvalého osvétleni se projevily odradové
rozdily. Jednotlivé skupiny odrad mély po tydennim osviceni navzajem vysoce vyznamné
rozdilné obsahy SGA. Obsah a-solaninu se v praméru viech skupin odrad zvysil po tydennim
ponechani hliz na svétle vice neZ obsah a-chaconinu. V praméru ze vSech 34 odrad byl
piirastek celkovych SGA za 14 dni u hliz ponechanych na svétle piiblizné dvojnasobny (68,6
mg.kg™) oproti hlizam osvétlenym jeden tyden (33,1 mg.kg™). Odrady s vyraznou reakci na
svétlo zvysenymi pifristky SGA (> 50 mg.kg™ &. h. po tydnu a > 80 mg.kg™ &.h. po 14 dnech
pusobeni svétla) jsou v ¢lanku uvedeny. Pomér a-solaninu ku a-chaconinu u hliz kontrolnich
(ponechanych ve tm¢) byl 1:1,48, po tydennim ponechani hliz na svétle se tento pomér snizil
na 1:1,44, za dalsi tyden osvétleni se zvysil na 1:1,47.

Podobné zaméienou praci o Gc¢incich mechanického poSkozeni hliz a vystavenych

svétlu v supermarketech (15 W fluorescenéni lampy — 13 umol.m?s?)  publikovali
Frydecka-Mazurczyk, Zgorska, (2001).
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DalSim z faktora pasobicich na obsah GA je doba skladovani, nebot’ hlizy bramboru
nejsou obvykle ihned po sklizni (vyjma odrid velmi ranych — alespon z vétSi ¢asti)
spotiebovany a musi byt po urcitou dobu skladovany. Doba skladovani a pti ném piredevsim
teplota maji vliv na syntézu GA v hlize. Napi. H i I t o n (1951) prokazal, Ze pfi nizkych
skladovacich teplotach se tvoti vice GA neZ pii teplotach pies 10 °C. Gull a Isenberg
(1960) zjistili ve skladovacich pokusech pii 4,4 °C, Ze brambory po 8 mésicich obsahovaly
vice GA neZ po 3 mésicich. M U | | e r (1983) doSel z vysledka pokusu k zavéru, Ze celkové
mnoZzstvi GA bylo mensi na zacatku skladovaciho obdobi. Nejzietelngjsi zmeny probihaly ve
vnéjsi vrstvé hliz. Jejich rozsah kolisal v zavislosti na odridé. Lam merin k (1985)
stanovil obsah GA po sklizni a po 2, 4, 6 a 12 mésicich pti skladovaci teploté 10 °C.
U jednotlivych odrid nebyly zaznamenany vétsi rozdily v obsahu GA. Déle stanovil, Ze
celkovy obsah GA v zelenych hlizach je témér 2 x vétsi nez v nezelenych.

Kozukue a Mizuno (1990) se zabyvali efektem svételné expozice, teploty
a délky skladovani na zelenani hliz a obsah GA v nich. Stanoveni chlorofylu a obsahu GA
u brambor odr. Mary Queen provadéli na hlizach zbavenych 1-3 mm slupky a skladovanych
pii 1, 5, 10 a 15 °C pod bilym fluorescenénim svétlem 5 200 — 5 800 Ix, nebo ve tmé a zjistili,
Ze pri skladovani pfi 1 a 5 °C za svételné expozice ke zméndm nedochazi. Pii teploté 10°C
dochazi po 4 dnech skladovani ke zvySeni obsahu chlorofylu i obsahu GA. Vzorky
skladované pii 15 °C projevuji zezelenani jiz za 2 dny. Je-li skladovaci perioda prodlouzZena,
zelend barva se stava intenzivnéjsi a obsah chlorofylu vzrusta. Prokazali, Ze svételna expozice
zvySuje obsah a-solaninu a a-chaconinu. V dalsi ¢asti experimentu sledovali také expozici
hliz svétlu po obaleni poloviny hliz hlinikovou folii a skladovani p#i 15 °C. Obsah chlorofylu
ve tkani exponované svétlu byl vyrazné vyssi nez v ¢asti tkané obalené folii, ale byl niZsi nez
u celé hlizy vystavené svétlu. Také obsah GA ve tkani vystavené svétlu byl vyrazné vyssi,
polovina hlizy obalena folii méla obsah GA stejny jako hliza skladovana ve tmé.

Autori doporucuji skladovat hlizy pii teplot¢ do 10 °C a nevystavovat je expozici
svétlu déle nezZ je nezbytné nutne.

V naSich pokusech (Z r a st, 1997) se béhem skladovani shodn¢ zvySoval obsah GA
u tif odrad 5 mésict (do ledna), v dalSich 3 mésicich poklesl témér na pocatecni (srpnové)
hodnoty (byl vysSi pouze o 2 az 4,6 %). Mezi odradami byly zjistény rozdily v obsahu GA,
nebyly vSak prikazné. VVzestup hodnot béhem 11 tydnu skladovani podle odrad 1,7 aZ 5,2x
a rovnéz pokles pod poc¢atecni hodnoty po 130 dnech skladovani pti 6 °C zaznamenali Ros s
et al. (1978) a tyto trendy souhlasi s naSim zjisténim. Salun kh e etal. (1972) sledovali
vliv teploty na obsah solaninu v hlizach. Pti nizkych teplotach (0 a 8 °C) se zvySoval obsah
solaninu pomalu, vyznamnéji se zvysil pii skladovaci teplot¢ 15-24 °C. Pti skladovéani za
svétla byla tvorba solaninu témeéi 3-4 x rychlejsi nez za tmy.

Vyznamnym zpuasobem stimuluje produkci stresovych metaboliti mechanické
poskozeni hliz — nakopnuti, naraZeni, ptekrojeni, oloupani apod. V lehce poSkozenych hlizach
muze dojit k dvoj- aZ trojnasobnému zvyseni obsahu solaninovych GA (Sinden etal,
1984); Kk nejvétSimu narastu dochézi v prvnich tydnech skladovani a po mechanickém
poskozeni (W u, Salunkhe, 1976). ZvySena tvorba GA probiha pak béhem cca 15 dnu.
Mira narastu alkaloidt je z&visld& na druhu poranéni, odradé bramboru a od dalSich
skladovacich podminek. Udaje Fitzpatricka (1978) ukazaly, Ze mechanické poskozeni
v porovnani s jinymi faktory nejsilngji ovliviiuje obsah GA.
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V naSich pokusech (Z r G st, 1997) se mechanickym poSkozenim hliz zvysil celkovy
obsah GA vysoce vyznamné (na vice neZz dvojnasobek oproti nepoSkozenym hlizam)
u 3 odrud. Poskozeni ziejmé iniciovalo syntézu GA ve stresovanych pletivech hliz. Pti hojeni
se asi také mobilizoval obranny mechanismus vaci patogenum. U dvou ze tfi odrad
zarazenych do pokusu byla prekrogena hranice GA 200 mg.kg™. V roce 1996, ve kterém byl
zarazen VveétSi pocet genotypd, se ukazaly zna¢né rozdily v jejich reakci na poSkozeni
zvySenim obsahu GA. Ukazuje to na moznost vybéru klona s mendim zvy3enim obsahu GA
po poskozeni hliz. Po doplnéni dalSich dvou let pokusu jsme tyto vysledky zveiejnili
(Zrast etal., 2000a).

K obdobnym vysledkam dospél O I'ss o n (1986), ktery zjistil vysokou korelaci mezi
puvodni hladinou GA a jejich zvySenou hladinou po poskozeni hliz padem s vysky 150 cm na
ocelovou desku. Také v jeho sortimentu 21 odrad a kiizencta piekrocila jedna poSkozena
odrada hranici 200 mg.kg™, po opakovaném péadu se za tuto hranici dostaly jiz dv& odrady
a jeden kiizenec a stejny pocet genotypu se k ni ptiblizil. 1 v piipadé poSkozeni hliz muze jit o
specifické interakce, ¢asto vyznamnéjsi nez projevujici se odradové zaloZeni.

Krom¢ vyse uvedenych faktoru se jeSté v souvislosti s mnozstvim GA v bramborach
studoval napi. vliv raznych hloubek sézeni a razné vysky hrabkd (Hutc hinson
a Hilton (1955). Nezjistili vSak jednoznac¢nou zavislost. Na zéklad¢ vysledka dosli
k zavéru, Ze obsah GA v bramborach je vice ¢i méné ovlivnén spoluptasobenim jednoho nebo
vice faktora, mezi néz pocitali: nevyrovnanou vyzivu rostlin, poskozeni kroupami nebo
mrazem a studené obdobi ve vegetaci s relativné vysokym poctem zamracenych dnu.

Nekolik praci bylo vénovano vlivu ekologického (organického) a konvenéniho
zpusobu péstovani na vysi obsahu GA v hlizach. Strom ber g etal. (2002) shromazdili
b&hem rokt 2000 a 2001 z celého Svédska hlizy oblibenych odr. Sava a Asterix a analyzovali
je na obsah GA. V obou letech vykazaly nejvyssi hladiny a-chaconinu a a-solaninu hlizy
Asterix. Obsah GA byl vice ovlivnén odriadou nez zpasobem péstovani. Stromberg a S|
a nina (2002) zpracovali vysledky ze 4 let (1996-1999). Obsah GA se vyznamné menil
srokem pés-tovani a sodradou. Presto v3ak vy3si obsahy GA meély hlizy z organického
péstovani. V nasi republice se touto problematikou zaobirali Prugar etal. (1997, 1999a,
b), Prugar a Zrast (2000c, 2002). VétSinou v Zadném ze sledovanych ro¢nika nebyl
zjisten statisticky vyznamny rozdil v obsahu GA brambor mezi ekologickymi a konvenénimi
variantami pokusu. Pfirozené toxickeé latky jsou sice sou¢asti obranného mechanismu rostliny;
piedpoklad, Ze rostlina péstovana ekologickym zpisobem se sama brani proti napadeni
a nasledkem toho produkuje vétSi mnoZstvi ptirozenych toxickych latek, zatim nebyl
prokazan a nemél by byt proto zevSeobecnovan.

Vlivem lokality a zpusobem péstovani na chemické sloZeni hliz bramboru se rovnéz
zabyvali Guziur etal (2000). V pokusech realizovanych ve spolupraci se Zemédélskou
fakultou Jihoceské univerzity v C. Budgjovicich sledovali kromé GA také kyselinu
askorbovou (vitamin C), kyselinu chlorogenovou, dusi¢énany a mineralni latky. Ke
statistickému zhodnoceni tiiletych vysledka ze dvou stanovist, kde byly brambory péstovany
ekologicky a konven¢né (Jindfichav Hradec a Vodinany) vyuZili T-test a vicerozmérnou
postupnou linearni diskriminaéni analyzu a analyzu hlavnich komponent (PCA). V obsahu
SGA dosahovaly ve vétsing piipadech vysSich hodnot ekologicky péstované hlizy. Rozdily
v8ak nebyly statisticky vyznamné.
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4. 5. Problematika GA z hlediska Slechtitelské préace

Jiz vr. 1946 zjistii Wolf a Duggar (1946) rozdily v obsahu podmingné
odriadou. Tyto Udaje byly pozd¢ji potvrzeny (Patil etal., 1971).

Je Zadouci, aby Slechtitelé brambor vybirali genotypy s nizkymi obsahy GA. Obsahy
GA se v odradach brambor lisi velmi vyznamné. V rozsahlém piehledu 58 némeckych odrad
(L epper, 1949) v Sesti raznych podminkach prostiedi se obsahy GA pohybovaly od 2 do
22 mg.100™" g &.h. Piehled obsahu GA 32 americkych odrid se pohyboval od 2 do 13
mg.100 g &h. (Wolf a Duggar, 1946). Studie 13 britskych kultivara (Bintcliffe
et al., 1982), péstovanych na 3 stanovistich ve dvou letech naznacovala, Ze urovné GA se
pohybuji od 3,6 do 14,2 mg.100" g &.h. a byly vyznamng zavislé na odridé, stanovisti
a ro¢niku a také byl vyznamny vztah odrida x stanovisté a odrida x ro¢nik.

Ackoliv byly tyto interakce vyznamné, tadové zastdvalo rozmezi obsahu GA
v genotypech pomérné konstantni. Vyznamna korelace (r = 0,86) mezi genotypovymi
praméry obsaht GA a variacnimi koeficienty, vypocitanymi pro kazdy genotyp, se zjistila pfi
studiu 27 genotypu péstovanych ve 4 vegetacich na 2 stanovistich (Gelder a Dellaert,
1988). Sinden a Webb (1972) zjistili, Ze odrady s vysokymi pramérnymi obsahy GA
byly nachylIngjsi k tvorbé zvySeného obsahu GA nez ostatni odriady s nizkymi pramérnymi
obsahy GA, byly-li vystaveny stresu nebo poskozeni prostiedim (napi. vliv svétla po vice
hodin, vysoké skladovaci teploty apod.). Spolehlivé doloZzenym prikladem je tu americka
odrida Lenape, ktera méla vysoky pramérny obsah TGA 29 mg.100™g na 39 stanovistich
v USA a tento rostl aZ na 65 mg.100g, kdyz se p&stovala v podminkéch stresu (Sinden
a Webb, 1974). Odrada Lenape byla stazena z trhu v r. 1970 pro jeji vysoké urovné obsahu
GA. Piedpoklada se, Ze pricinou vysokého obsahu GA bylo Solanum chacoense jako blizky
piedek této odrady (Zitnak a Johnston, 1970).

Mimo takové piehledové zpravy o rozmezi obsahd a rozloZzeni GA v odradach
z riznych zemi se také projevila urcitd snaha studovat dédi¢nost této charakteristiky. V jedné
z prvych praci v této oblasti se (R 0 s s, 1966) domnival, Ze potlacovani syntézy GA se dedi
jako dominantni a F; hybrid mezi piirodnim (pavodnim) druhem a kulturnim druhem
Solanum tuberosum obvykle vykazuje nizsi obsah solaninu. Také dale konstatoval, Ze vétSina
odrad a hybridu z procesu Slechténi se projevuji tak, jako by méli dvé nebo vice dominantnich
alel pro nizkou (slabou) syntézu solaninu. Avsak jini pracovnici, véetnée Georgieva
a Ronkova(1954) a Schwarze (1962) zjistili, Ze z F; hybridi mezi ptirodnim
(pavodnim) druhem a kulturnim druhem Solanum tuberosum vznikaji genotypy, které maji
pievazné vysoky obsah GA, kdezto Pro ko she v etal (1952) uvedli, Ze mezidruhovi
hybridi raz-nych puavodnich druhti obsahovali Urovné GA, které byly intermedierni mezi
obéma rodici.

V detailngjsi studii zjistii Sandford a Sinden(1972) vyznamné rozdily
v obsahu GA mezi rodi¢i a mezi praméry potomstev v deseti ktiZzencich tetraploidniho
Solanum tuberosum, hodnocenych ve dvou letech. Obsahy GA rodi¢a byly v rozmezi 3,6 aZ
36 mg.100" g &.h. Variabilita zjisténa u potomstva byla prevazné kontinualni a autofi z toho
odvodili, Ze obsah GA se dedil jako polygenné zaloZena charakteristika s dédivosti v SirSim
slova smyslu v rozmezi od 86 % do 89 % a dédivosti v uzsim slova smyslu od 66 % do 84 %.
Sinden etal. (1984) publikovali detailni piehled o vyzkumu dedi¢nosti syntézy GA nejen
u S. tuberosum subsp. tuberosum, ale také u velkého po¢tu pavodnich druht.
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Tito autofi uvedli prace nasvédéujici kvantitativnimu zpuasobu dédéni a také pripady
Ucasti majorgenat. McCollum a Sinden (1979) uvedli jednoduche §tépné pomery 3:1
v F, generaci a 1:1 v generaci zpétného kiiZzeni pro pfitomnost : neptitomnosti solaninu,
chaconinu a commersoninu ve studiu dédi¢nosti GA u S. chacoense.

Uvadéna potencialné toxicka povaha raznych GA tedy potvrzuje vyznamnost potieby
hodnoceni pocate¢niho jejich obsahu u rodicovského materidlu v rdmci Slechtitelského
programu, zejména kdyZz se vyuZiva piirodnich druht jako zdroje Zadané charakteristiky.
Vzristajici objem udaji o raznych GA, obsaZzenych v raznych puvodnich druzich se stava
dostupnym a Slechtitelé by tedy méli posoudit jejich uZiti pied zahajenim programa kiiZeni
a zpétnych kiizeni (Gelder etal., 1988).

Také my jsme se touto problematikou vramci feSeni jednoho projektu zabyvali
(Zrustet al, 2001b). Vybér odrad pro zamérnou hybridizaci jsme provedli na z&klade
zahrani¢nich udaju o obsahu GA v hlizach a podle tehdy dvouletych vysledkd hodnoceni
(1996 a 1997) souboru odrad zapsanych ve Statni odradové knize, které probihalo v rdmci
ieSeni tohoto projektu. DalSim kritériem byla dostupnost hliz vybranych odrud, piipadné
jejich zajisténi v genove bance in vitro. Velmi dulezitym piedpokladem vyuzitelnosti byla
hojnost kveteni a pokud byla znama4, tak i fertilita pylu.

Na zaklad¢ literarnich udajti o obsahu GA (nizozemsky katalog odrad) byly v roce
1996 vybrany v polni kolekci genovych zdroja odridy s rozdilnych obsahem GA a sebrany na
poli bobule a ziskana semena pro vysev populaci z volného opyleni. Jednalo se o odrady
Karnico a Kardal s nizkym obsahem GA a odradu Elkana s vysokym obsahem GA. Souc¢asné
byly zajistény hlizy pro vysadbu rostlin ke kiizenim v nasledujicich letech.

Vlastni zamérné kiizeni probihalo ve dvou sériich a to v letech 1997 a 1998. Béhem
prvni série kiiZzeni bylo provedeno 83 kombinaci a naktiZzeno 650 kvéti. Z toho 14 kombinaci
(16,87 %) bylo aspesnych a ziskdno bylo 25 bobuli a 797 semen. Nasledujicich 144
nakiiZzenych kombinaci (14,58 % Uspésnych) zajistilo zisk 46 bobuli a 2.452 semen.

Z polni vysadby v roce 1998 byla provedena analyza obsahu GA u dvou populaci
z volného opyleni odruad, vykazujicich rozdilny obsah GA, a to Karnico s nizkym obsahem
GA (pti kontrolnf vysadbé v tomtéZ roce 71,74 mg.kg™ ¢.h.) a Elkana s vysokym obsahem
GA (pii kontrolni vysadbe 176,92 mg.kg™ &.h). Provedeno bylo rozloZeni populaci podle
obsahu GA do bonita¢nich stupnia 9-1 (Zrust, 1999).

Tab. X11. Vysledky hodnoceni obsahu GA (a-chaconinu + a-solaninu) v mg.kg™ u populaci
z volného opyleni v r. 1998

Populace Cell<ovy obsah GA u populaci a jejich pocetni rozdéleni do skupin
n X Sx <50 |50-79 | 80-159 |160-200| >200
Karnico 76 | 71,96 40,13 20 28 24 3 1
Elkana 78 | 93,62 90,43 30 22 14 3 9
K — Karnico 71,74
K — Elkana 176,92
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Jak vyplyva z piehledu v tab. XII bylo u odriady Karnico hodnoceno 76 jedinci
a pramérny obsah GA této populace &inil 71,96 mg.kg™ &h., naméené hodnoty se
pohybovaly v rozmezi od 20,38 do 223,36 mg.kg™” &.h., smérodatna odchylka souboru
(sx) byla 40,126. Velmi nizky az stiedni obsah GA dosahovalo 94,73% jedinci, do
skupiny ohrani¢ené horni hodnotou 200 mg.kg-1 ¢.h. bylo zaiazeno celkem 75 jedinci,
coZ je 98,68 %, pouze jediny klon (1,32%) piekro¢il hranici 200 mg.kg™ &.h. s hodnotou
223,36 mg.kg™ &h.. V populaci z volného opyleni odriidy Elkana bylo hodnoceno 78
vzorki, celkovy pramér &nil 93,60 mg.kg' &h., smérodatnad odchylka (sx) 90,43.
Stanovené hodnoty v populaci byly v rozsahu od 18,00 do 485,60 mg.kg™ &.h.. Ukazuje se
posun k vys§im naméienym hodnotdm, nebot’ ve skupiné od velmi nizkého do
stiedniho obsahu GA bylo zarazeno 66 jedinci, tj. 84,61%, tedy méné neZ u populace
odriady Karnico. Ve skupiné s vysokym az velmi vysokym obsahem GA bylo zarazeno
15,38 % kloni, oproti 5,18% kloni z volného opyleni odridy Karnico, z toho 9 bylo nad
hranici 200 mg.kg™ &.h. s praimérnou hodnotou 306,84 mg.kg™ &.h. Frekvenci vyskytu
jednotlivych skupin dokumentuje obr. 10.

Zastoupeni klonti ze samoopyleni odrid v jednotlivych bonitaénich stupnich pro
obsah GA

5

25

% 20-

15;

10+

9 7 5 3 1

gElkana
bonitaéni stupné

mKarnico

Uvedené vysledky hodnoceni potomstev volného opyleni odrad dévaji predpoklad, Ze
odriady budou ve velké mite piedavat schopnost pro tvorbu GA v souladu s vlastni drovni této
vlastnosti.

Hodnoceni hybridnich populaci bylo provedeno na materialu ze sklizné¢ 1999. Byla
hodnocena 4 potomstva ze zdmérného kiiZzeni mezi odradami s rozdilnym obsahem GA.
Jednalo se o populace 98.1 Tomensa x Ausonia, 98.2 Tomensa x Pacov, 98.5 Pacov x
Ausonia a 98.8 Pacov x Korneta. Pramérny obsah GA v mg.kg™ &.h byl po dvouletém
hodnoceni, kdy byly materidly do kiiZzeni vybirany u odridy Tomensa 55,33, u odriady
Ausonia 39,20, u odrady Pacov 299,81 a u odrudy Korneta 150,43. Piehled o poctu
hodnocenych klont a praméru kazdé populace, stejné jako pocetni rozdéleni do skupin podle
obsahu GA je uvedeno vtab. XIIl. Kontrolni odrady zde uvedené a oznacené K byly
péstovany a hodnoceny soucasné s potomstvy kiizeni.
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Tab. XI11. Vysledky hodnoceni obsahu GA (a-chaconinu + a-solaninu) v mg.kg™ u populaci ze zamérného
k¥iZeni v r. 1999.

Populace Celkovy obsah GA u populaci a jejich pocetni rozdéleni do skupin
n X Sx <50 |50-79|80-159 160 -200 | >200

98.1 60 | 42,36 21,77 44 12 4 - -
98.2 80 | 43,36 20,25 54 22 4 - -
98.5 75 | 45,96 35,93 50 16 7 2 -
98.8 65 | 58,98 37,45 32 17 16 -
K - Tomensa 60,81
K - Ausonia 60,62
K - Pacov 211,72
K - Korneta 209,20

Z tab. XI1II je ziejmé, Ze dosazene pramérné hodnoty a jejich rozdily mezi populacemi
jsou velmi malé a statisticky neprukazné. PiestoZe se v tomto pokuse nepodaiilo zcela
prokazat podil odrady na dédicnosti této vlastnosti, je v hodnocenych populacich ziejméa
tendence k projevu tohoto vztahu. Zjisténé vysledky analyzy hlizovych populaci z vysadby
v roce 1999 odpovidaji i vysledkim dalSich sledovani obsahu GA v tomto roce provadénych,
kdy se rovnéz projevily malé rozdily mezi hodnocenym materialem a dosahované hodnoty
byly niZ8i nez v minulych letech. Klimatické podminky roku 1999, (praméry mésict ¢ervna
aZ srpna) pramérna teplota 16°C, suma destovych srazek 277,3 mm a délka slune¢niho svitu
565 h, potvrdily vyznamny vliv roku péstovani na obsah GA, ktery byl v naSich minulych
sledovanich jiz prokazan.

4. 6. Distribuce alkaloidu v rostliné bramboru

GA byly prokazany ve vétsing tkani bramboru: listech, stoncich, kvétech, bobulich,
hlizach i kli¢cich. V rostliné jsou rozdeleny velmi nerovnomérné, vyskytuji se zejména
v zOnach zvySené metabolické aktuvity. V nadzemnich c¢astech je jich 10-20 x vice nez
v hlizch. Velmi mnoho je jich v bobulich, kde hrozi riziko malym détem (viz jiz zminéné
amrti dvouletého ditéte v Némecku), pokud by je poziely ze zvédavosti (Tab. XIV).

Ve slupce (peridermu), jeZz zaujima hmotnostné 2 — 3 % hlizy, se pohyboval obsah
celko-vych GA v rozmezi 300 — 640 mg, v korové vrstvé (10 — 12 % hlizy — loupana vrstva)
150 az 1 068 mg, v dieni 1 a7 100 mg.kg™ &. h. Studiem rozloZeni GA v hlizéch 6 odrad bylo
zjisteéno, Ze slupka obsahuje 83 aZ 96 %, korova vrstva 3 az 14 % a dien 1 az 3 % GA.
Rozptyl hodnot je zpusoben vlivy faktord, které byly podrobné rozebrany v kap. 4. 4. Rozdily
v obsahu GA byly zjistény i mezi jednotlivymi hlizami ¢i stonky a listy jedné rostliny,
stejné tak i v ramci jedné hlizy ¢i kvétu (tab. XV).

Zjistené hodnoty se lisi také u jednotlivych autord, kteii o nich referuji. Zalezi na
podkladech, ze kterych ¢erpali. Jako ptiklad uvadim tab. XVI.

Nejvy3si koncentrace GA v hlizach byly vZdy nalezeny v zénach kolem ocek a ve

vnéjsi vrstveé (v peridermu, korkotvorném kambiu a vnéjsi korové vrstvé) (W i n s c h, 1989).
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Tab. XIV. Celkovy obsah SGA v riiznych ¢astech bramboru (podle Geldera,1990 — upraveno)

Cést rostliny

Obsah v mg.kg™ ¢.h.

Normalni hlizy

celé hlizy 11 -150
slupka (periderm), 2 — 3 % hlizy 300 — 640
korova vrstva, 10 — 12 % hlizy 150 - 1 068
dien 1-100
Malé hlizy

10 -40g¢g 98 — 448
03-17g 92 — 552
Horké brambory 250 — 800
Klicky 1950-17 700
Kvéty 2 150 - 5000
Bobule 420 -1 080

Tab. XV. Obsah GA v jednotlivych &stech rostliny bramboru odr. May Queen

(podle Kozu- kue et al. 1987 — upraveno)

Cést rostliny

Obsah glykoalkaloidii v mg.100 g™* &. h.

a-chaconin a-solanin
Kalich 238,33 £9,82 332,82 £9,16
Korunni platky 209,96 + 7,56 287,37 £8,12
Horni listy 34,57 +2,33 24,12 2,79
Spodni listy 19,93 + 3,58 16,02 + 2,40
Postranni vyhony 3,14 £ 0,58 3,96 + 0,53
Hlavni vyhony 0,01 £ 0,001 stopy
Periderm 32,15 + 3,60 7,79 0,82
Tab. XVI. Obsah glykoalkaloidi v rostliné a hlizach (Schulzova, Hajslova, 1999)
Cést rostliny typicky obsah GA (mg.kg™)

kvét 3000 -5 000

stonek 20-40

list 400 — 1 000

koten 700 -1 000

matecna hliza 20 — 200

velké hlizy nad 40 g 10 - 150

malé hlizy 10-40g 90 - 400

tenké slupka 300 — 650

duznina 1-100

klicky 2 000 — 10 000

Naopak ve vnitinich vrstvach (vnitini korova vrstva aZz dren) jsou koncentrace GA
relativné nizke (Lampitt, 1943). Kozu kue etal (1987) zjistili u dvou odrad, Ze
3-5 mm pod slupkou se jiz téméi nenachazi a-chaconin a 2 mm pod slupkou je a-solanin jen
ve stopach. V ockéch a kliccich byl dle M U1 1era (1983) relativné vysoky obsah GA (nad
300 mg a-chaconinu a 250 mg a-solaninu na 100 g).
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Po oblastech ocek se vysoké hodnoty GA nachézeji téZ v korkotvorném kambiu
(felogenu). V prstenci cévnich svazkt obsahy GA klesaji a ve vnéjsi a vnitini dieni dosahuji
nepatrnych hodnot. Vyznamné rozdily mezi korunkovou a pupkovou c¢asti hlizy nebyly
zjisteny. Nejveétsi podil GA byl nalezen ve slupce (vrstva 2-3 mm), tj. 30-40 % z celkového
obsahu GA.

Obr. 11. Prostorové rozloZeni GA zjistené W iinschem (1989)

Prevzato z ¢lanku: Kalad, P. sen.: VyZiva, 47: 44-46, 1992

4. 7. Vliv GA na senzorickou jakost hliz bramboru

SGA ovliviuji senzorické vlastnosti potravin. Ptfi  béznych koncentracich
spoluvytvaieji typickou chut’ a vini varenych, nebo jinak upravenych hliz bramboru (Ro s's
et al., 1978). Pti piekroceni téchto koncentraci dochazi k negativnimu ovlivnéni senzorickych
vlastnosti. Glykoalkaloidy vyvolavaji dva smyslové vjemy — hotkou chut’ podobnou kofeinu
a sviravy palcivy pocit. Pti vysSich hladinach oba vjemy splyvaji v pocit pal¢ivosti, ktery trva
az dvé hodiny. V prabéhu piipravy hliz v8ak tato hoika chut, kterd by za normalnich
okolnosti spot-tebitele varovala, muaze byt ,maskovana“ pouzitym kotenim ¢i dalSimi
chutovymi piisadami. To také omezuje chutové rozpoznani zdravotné zavadnych potravin
(Zitnak, Filadelfi, 1985).

Organoleptické zkouSky ukazaly, Ze hlizy bramboru s obsahem GA vyS§im nez
11 mg.100 g™* pivodni hmoty se vyznaguiji jiz vyslovens hotkou chuti (B mer, Mattis,
1924, Lepper 1949, Ross etal, 1972, Sinden, Deah I, 1976), pod 7,5 mg.100 g™
puvodni hmoty nebylo jiZz zjisténo negativni ovlivnéni chuti. Senzorickymi vlastnostmi GA
hliz bramboru se podrobné zabyvali Zitnak, Filadelfi(1985). Préh vniméani hoiké
chuti GA stanovili na 0,313 mg pro a-solanin, 0,078 mg pro a-chaconin, 0,078 mg pro
B2-chaconin a 0,313 mg pro solanidin; préh palcivé chuti na 0,625 mg pro a-solanin, 0,313 mg
pro a-chaconin a 0,156 mg pro B,-chaconin (tab. XVII). Pro srovnani: prah hoiké chuti pro
kofein byl pfiblizné 4 x vysSi nez u a-solaninu.

Tab. XVII. Prahy chut'ové vnimavosti pro GA bramboru in vitro (podle Zitnaka a Filadelfio-vé, 1985)

Ldtka mg’ | faktor redeni” mg | faktor fedéni
prah horké chuti® extinkce’
a-solanin 0,313 16 000 5,00 1 000
a-chaconin 0,078 64 000 2,50 2 000
B2-chaconin 0,078 64 000 1,25 4000
solanidin 0,313 16 000
kofein 1,250 4000
prah palgivé chuti stalost®
a-solanin 0,625 8 000 2,5 2 000
a-chaconin 0,313 16 000 0,625 8 000
B.-chaconin 0,156 32 000 0,625 8 000

'mnozstvi v ochutnavaném vzorku, rozpusténém v 5 ml 0,02 % kyseling mlé&né
(obdrzené ppm vynasobené faktorem 200)

pomér rozpoustédla : latce rozpus$téné v roztoku

®prvy podnét vnimavosti

*hoikost maskovana, podnicena pouze palivosti

®pocit paléivosti trvajici déle nez 30 min.
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Ptimo v lidské vyZivé nemaji GA Zadnou pozitivni tlohu (Zitnak, 1977, Jadhav
et al.,, 1981). R o ss et al. (1978) navrhli maximalni piipustné mnozstvi (z hlediska
organoleptickych vlastnosti) na 6 - 7 g.100g™. N&kterym skupindm konzumentd zfejmé
zvysSeny obsah GA piili$ nevadi, napi. Savage etal (2000) uvadéeji, Ze domorodi maursti
obyvatelé prijali rané introdukce bramboru na Novém Zélandu. Tyto rané odrady zndmé jako
Maurské brambory maji mensi velikost a odliSnou barvu ve srovnani s modernimi odradami
a predpoklada se, Ze zustaly neselektovany. Obsah GA se v hlizach pohyboval od 38,7 do
142,6 mg.kg? (pramér 76,5). Degustace provedené s 10 riznymi odridami ukazaly, Ze
obecné byly dobie prijaty; nicméné vSichni degustatofi zaznamenali u nékterych odrad
nahoiklou pfichut’. Textura a chut’ i viiné dosahovaly u vSech hodnocenych odrud pfijatelnych
hodnot.

4. 8. Vliv kulinarniho zpracovani na obsah GA

SniZeni obsahu GA by se mohlo oc¢ekavat pti tepelném zpracovani brambor. SGA jsou
vSak pomérné velmi termostabilni, odolavaji mrazeni i suSeni (Bushway etal., 1963),
neroz-kladaji se varenim, parenim, pecenim ani mikrovinnym ohievem (B u sh w a vy,
Ponnampalam, 1981). K tepelné degradaci dochazi pfi teplotach 230 az 280°C,
aglykony nepodléhaji rozkladu ani pii teplotach 280 — 320 °C (G el d er, 1985).

Pricinou zvySeni obsahu GA ve zpracovavanych bramborach miZe byt indukovana
syntéza po mechanickém zpracovani (loupéani, krajeni) hliz po kterém tepelné opracovani
prichédzi s ¢asovou prodlevou (Ahmed, Muller 1978, Zruast etal 2001b, 2003b).
VySSi je také obsah GA ve vyrobcich snizkym obsahem vody (napt. vyrobky vzniklé
extrudovanim). SuSenim tak dochézi az k pétindsobnému zakoncentrovani alkaloidt oproti
syrovym hlizdam (M a g a, 1980). Naopak ke sniZeni obsahu GA ve vyrobcich z brambor
prispiva jejich vyluhovani z délenych hliz do oplachovych vod ( Zr u st et al., 2001b,
2003a).

Takagi etal (1990) sledovali vliv tepelné Upravy na obsah a stabilitu a-solaninu
a a-chaconinu v hlizach bramboru. Pii vareni nedochazelo k vyraznému poklesu alkaloidi (4—
6 %); pii mikrovinném ohievu &inil pokles aZz 15 %. U smaZeni pii teploté 150 °C nebylo
snizeni obsahu prokazano, pfi teploté 170 °C byl obsah GA zna¢né variabilni a pti teploté 210
°C dochazelo jiz k ¢asteénému rozkladu GA (chaconin poklesl o 30 %, solanin az o 40 %).
Autofi povazuji za kritickou teplotu rozkladu GA 170 °C.

Byla provedena studie sledujici efekt loupani brambor varenych za raznych podminek
(v destilované vodé, v paie, v 16 % NaCl). U oloupanych brambor byl nalezen niZsi celkovy
obsah fenolu a niZsi celkovy obsah GA. Doslo také k menSimu odbarveni hliz a hoikost byla
niZsi. Béhem vareni ve slupce migruji fenoly ze slupky do kortexu a vnitinich tkani hliz. GA
jsou méné mobilni a migruji pouze do kortexu. Pohyb fenoli a TGA do kortexu hlizy zvySuje
jejich odbarveni a hotkost u hliz varenych ve slupce (Mondy, Gosselin, 1988).

V prabéhu technologickych procesa dochazi ke znaénému poklesu obou hlavnich GA.
Vyznamné sniZeni je docileno pfi trzni dpravé oloupanim hliz. Zbavenim slupky (okrajenim)
se snizil obsah GA v naSich pokusech (odstranovali jsme cca 1,5 mm vngjsi vrstvu) u ¢eskych
odrad v praméru o0 51,5 %, u zahrani¢nich odrad 0 55,1 % (Zra st et al., 2000a), zatimco
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Ubytek na hmot¢ tvori pouze 10 — 14 % (Si ze r et al., 1980). Tyto vysledky odpovidaji
zjisténim Zitnaka (1961), ktery odstranoval z hliz vnéj§i 3 mm vrstvu. Sizer etal.
(1980) se zbavovali slupky ru¢né a odstranovali vnéjsi vrstvu 1 — 2 mm silnou. Vysledky
uvadi tab. XVIII.

Obdobné vysledky ziskali P e ksa et al. (2002), kteti sledovali obsah GA
u 3 polskych odrad sklizenych ve trech rozdilnych obdobich u celych hliz a po odstranéni
slupky.

Tab. XVIII. Celkova koncentrace GA v hlizach bramboru pouzitych pro vyrobu lupinki
(podle Sizer et al. 1980)

Vzorek celkovéa koncentrace GA v mg.100 g~ &.h. ?
celé brambory 4,23 +0,20
manudalné odslupkované brambory 2,37 + 0,64
bramborova slupka (ru¢né odstranéna) 10,80 + 2,40

® pramérné hodnoty a standardni odchylka od praméru

Pramérné hodnoty SGA z dvouletého sledovani 81 odrid v syrovych oloupanych
hlizach jsme uvedli jmenovité, véetné ohodnoceni bodovym systémem jako v pripadé hliz se
slupkou (v tab. IX) (Z r a st et al.,, 2000b). Navrzené rozmezi obsahu hlavnich GA pro
oloupané syrové hlizy, podle kterého jsme postupovali, uvadi tab. XI1X.

Tab. XIX. Navrzené rozmezi obsahu hlavnich GA pro oloupané syrové hlizy véetné pridélenych bodi
(podle Zrast et al., 2000b)

Obsah hlavnich GA (a-chaconin + a-solanin) mg . kg~ &h. Body
Velmi nizky <15 9
Nizky 15,1-30 7
Stredni 30,1-80 5
(@) Vysoky 80,1 - 150 3
(b) Velmi vysoky > 150 1

Odrady s vysokym obsahem GA u syrovych hliz po oloupani slupky v rozmezi 80,1 —
150 mg.kg™ ohodnocenych 3 body jsou ke konzumnim Ggelim nevhodné a nedoporucujeme
je p&stovat. Odrady s velmi vysokym obsahem GA nad 150 mg.kg™ ohodnocenych 1 bodem
jsou ptimo zdravi Skodlive.

Koncentrace GA v produktech z brambor zavisi na jejich obsahu v pavodni suroving.
Kozukue etal. (1987) sledovali hlavni GA v Sesti riznych ¢astech rostlin a v platcich hliz
krajenych po 1 mm z vngjsi strany dovnitié hlizy u dvou odrad a potvrdili, Ze se velké
mnoZzstvi GA nachazelo v prvé vrstvé hliz, tj. v hloubce 1 mm. Byla-li oloupana vrstva
o tloust’ce 3 — 4 mm (tj. véetné oblasti peridermu) zjistili, Ze byly u vatenych hliz odstranény
téméi vSechny GA.

Mondy a Goselin (1988), jez sledovali ttemi metodami vaieni hliz (viz dtive)

se slupkou a bez slupky, nalezli niz8i obsah fenoli a TGA, mensi odbarveni a mén¢ horké
chuti u hliz vaienych bez slupky.
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V naSich pokusech (Z r i st et al. 2000a, 2001b) se vaienim hliz ve slupce sniZil
obsah GA v praméru véech 34 domécich odrad, které jsme méli v pokusech o 24,9 mg.kg™
(tab. XXI) oproti syrovym hlizam se slupkou (tab. XX). U vaienych hliz bez slupky dokonce
0 54,02 % (tab. XXII), kde jsou podrobn¢jsi vysledky podle skupin odrad s rozdilnou délkou
vegetacni doby. Graficky jsou tyto vysledky vyjadieny na obr. 12.

Tab. XX. Obsah SGA v mg.kg™ v syrovych hlizach se slupkou u sortimentu &eskych odrid
(pramér tii let — podle Zrist et al., 2000a)

Skupina Pocet a-chaconin a-solanin Celkové SGA
odrad odrad X Sx X Sx X Sx
velmi rané 5 50,8 13,0 39,4 9,5 90,2 22,1
rané 11 46,6 15,9 28,9 12,7 75,5 25,6
polorané 8 49,4 21,7 34,6 27,8 84,0 54,8
PP-P 10 74,1 47,1 49,2 35,1 123,3 81,1

Tab. XXI. Obsah GA v mg.kg™ &.h. ve vaienych hlizach se slupkou. Pramér 3 let
(podle Zrast et al., 2001b).

Skupina | n Glykoalkaloidy Celkem GA % snizeni
odrud a-chaconin a-solanin celkovych
X Sx X Sx X Sy GA
VR 5 38,16 10,94 32,37 14,77 70,53 25,33 21,83
R 11 35,90 10,69 21,54 10,22 57,44 20,13 23,92
PR 8 41,83 27,10 25,57 23,50 67,40 50,16 19,80
PP-P 10 52,92 38,04 31,82 24,84 84,74 61,57 31,27

Tab. XXII. Obsah GA v mg.kg™ &.h. ve varenych hlizach bez slupky. Pramér 3 let
(podle Zrast et al., 2001b).

Skupina | n Glykoalkaloidy Celkem GA % snizeni
odrud a-chaconin a-solanin celkovych
X Sx X Sx X Sy GA
VR 5 24,6 11,01 24,7 13,7 49,3 24,7 45,4
R 11 18,0 8,1 13,8 9,1 31,8 16,9 57,9
PR 8 22,2 17,8 15,6 12,2 37,8 29,5 55,0
PP-P 10 31,3 30,0 19,4 17,5 50,7 46,9 58,9

Tab. XXII1. Obsah GA v mg.kg™ vyrobku — bramborové hranolky. Pramér 3 let
(podle Zrast et al., 2001b).

Skupina | n Glykoalkaloidy Celkem GA % snizeni
odrad a-chaconin a-solanin celkovych
X Sx X Sx X Sy GA
VR 5 36,8 17,5 25,0 14,9 61,8 32,1 31,5
R 11 24,5 11,1 14,2 6,5 38,7 8,6 48,7
PR 8 33,3 21,9 18,6 16,1 51,9 36,9 38,2
PP-P 10 34,4 31,1 19,0 17,2 53,4 46,8 56,7
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Obr. 12
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Obdobné u vyrobka z hliz byly snizeny v naSich pokusech obsahy GA v pirepoc¢tu na 1
kg vyrobku v pribéhu technologického procesu u hranolkt o 46,05 % (tab. XXI11) a u lupinka
0 76,58 % (tab. XXIV) oproti syrovym hlizdm se slupkou (tab. XX).

Tab. XXIV. Obsah GA v mg.kg™ vyrobku — bramborové lupinky. Primér 3 let (podle Zrist et al., 2001b).

Skupina | n Glykoalkaloidy Celkem GA % snizeni
odrad a-chaconin a-solanin celkovych
X Sx X Sx X Sx GA
VR 5 13,9 7,8 9,9 6,6 23,8 14,1 73,6
R 11 10,4 6,4 6,1 4,7 16,5 10,9 78,1
PR 8 13,7 14,9 9,9 13,0 23,6 27,8 71,9
PP-P 10 15,3 14,7 9,2 8,8 24,5 23,2 80,1

Hodnoty u jednotlivych skupin odrud podle délky vegetac¢ni doby jsou na obr. 13.
Nejvétsi snizeni GA bylo v lupincich vyplavenim Skrobu z hliz nakrdjenych na tenké platky
za Ucelem odstranéni Skrobovych zrn z naruSenych bunék pii fezu pro zabranéni ,,spékani*
lupinka pti néasledném smaZeni. Timto proplavenim po ptredchozim oloupéni se rovnéz
odstrani z velké casti i GA. Vzajemné porovnani jejich celkového obsahu v syrovych hlizach
se slupkou proti trzni Uprave hliz nebo potravinaiskym vyrobkam je na obr. 14.

Odlisné vysledky (piedevsim vy3si hodnoty u lupinkd a naopak nizsi u hranolki)
oproti nasim vysledkam obdrzeli Friedman a D a o (1992). Rozdily byly ziejmé
zpusobeny jinou piipravou vzorka komerénich produkti (pouZili vymrazovéani). Obdobnou
problematikou se zabyval ™M U | | e r (1983) a jeho néektefi doktorandi, napf.
Schwardtova(1983), Ahmed (Ahmed, Miller, 1978).
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V letech 1997 - 1999 jsme zjistovali obsah GA v oloupanych hlizach upravenych
rozkrojenim na pilky a vydlabanim direné [duZniny] (vyrobek na zépad od naSich hranic
nazyvany "potato shell", ktery se po této Upravé vzapéti smazi jako hranolky). Poloviny
vydlabanych hliz "lastury” jsme namocili na 30 s do 1,7 % roztoku pyrosifi¢itanu sodného
(podle metodiky) a ponechali 2 a 4 h v laboratofi za pristupu svétla a kysliku pied vlastni
Upravou vzorku ke zjisténi obsahu GA. Do pokusu jsme namatkou vybrali 12 odrad. Trileté
praméry z celého souboru odrud jsou v tab. XXV.

Obr. 13 Obsah celkovych GA ve vyrobcich z brambor c¢eskych odruid. Primer 3 let
(podle Zrust et al., 2001b)
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Tab. XXV. Obsah GA v dlabanych hlizach bramboru - kontrole po 2 a 4 h. Pramér let 1997-1999
(podle Zrast et al., 2001b)

12 a-chaconin a-solanin Celkem GA
odrad | Kontr. | po2h | po4h | Kontr. | po2h | po4h | Kontr. | po2h | po4h
X 20,36 | 29,32 | 46,49 | 15,63 | 23,00 | 39,10 | 35,99 | 52,32 | 85,59

Sx 13,04 17,12 29,37 9,70 13,92 23,79 22,74 30,97 53,16

o 100 144,01 | 228,34 100 147,15 | 250,16 100 145,37 | 237,82
%* procento zvySeni obsahu GA
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Obr. 14 Porovnani celkového obsahu GA v syrovych hlizach se slupkou proti trzné upravenym
hlizam a potravinarskym vyrobksim (vyjadieno téZ zvySené % u mechanicky poskoze-nych hliz)
(podle Zrust et al., 2001b)
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Po 2 h doSlo k narustu obsahu GA 0 45,37 % na 145,37 %, po 4 h se obsah GA zvysil
0 137,82 % na 237,82 % oproti kontrolnim vzorkam zpracovanym ihned po oloupani
a vydlabani duzniny. Z obou glykoalkaloidu se vice zvySoval obsah a-solaninu.

Z téchto vysledka nutno upozornit na okamzité zpracovani hliz (inaktivaci systému
tvorby glykoalkaloidi) po jakékoliv manipulaci s nimi. Potvrzuji to i dalSi naSe udaje po
oloupéani (okrajeni) slupky - viz tab. XXVI.

Tab. XXVI. Obsah GA v hlizach s oloupanou slupkou (po 24 a 48 h). Vysledky ze sklizné r. 1999
(podle Zrast et al., 2001b).

12 a-chaconin a-solanin Celkem GA
odrad | Kontr. | po24h|po48h| Kontr. | po24h|po48h| Kontr. |po24h|po48h

X 6,69 9,26 15,87 4,61 6,61 12,22 | 11,30 | 15,87 | 28,09

Sx 3,21 3,33 10,29 2,29 2,98 9,18 5,35 6,16 19,23

0% 100 | 138,41 | 237,22 | 100 | 143,38 | 265,08 | 100 | 140,44 | 248,58

| v tomto ptipadé se z obou GA vice zvySoval obsah a-solaninu. Po ponechani
syrovych oloupanych hliz v mikrotenovych saécich v chladu a tmé¢ se v nich po 24 h zvysil
celkovy obsah GA 0 40,44 % na 140,44 %, po 48 h 0 148,58 % na 248,58 %.

V praxi nékterych zavodnich kuchyni, restauraci aj. pretrvavd zvyk piipravovat

oloupané hlizy (namocené ve vodé) den pied vlastni spotiebou, coZ je z pohledu téchto
vysledki nepfiijatelné.
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5. Zavéry pro Slechtitele, péstitele, obchodniky a konzumenty

Jsou to doporuceni k omezeni nebo zabranéni nadmeérné akumulace obsahu SGA v hlizach.

a) pro Slechtitele

>

acinn¢ ovliviovat obsah GA u nové povolovanych odrad kontrolou hladin GA
v kiizencich pii jejich vybéru,

stanovit limit pro nové Slechténé konzumni odrady bramboru ve vysi 100 mg
celkovych GA.kg™ &.h. hliz,

provadét vybér klonu s niZsi reakci zvySenim obsahu GA po mechanickém poskozeni
hliz.

b) pro péstitele

>

do sortimentu p&stovanych odrad vybirat predev$im odrady s nizsim (< 80 mg.kg™ ¢&.
h.) az maximalng stiednim obsahem (80 — 160 mg.kg™ ¢.h.) GA se zietelem na ménici
se po-vétrnostni podminky dané vegetace,

dodrZovat spravnou agrotechniku (zahrnuti hliz pti kultivaci pro zabranéni zelenani
hliz, porosty nepiehnojovat dusikem),

sklizet hlizy urcené pro konzum (zejmeéna pro zimni uskladnéni) aZ po fyziologickém
dozrani,

zabranit mechanickému poskozeni hliz pii sklizni a pii poskliziiové Gprave,

pii sklizni nevystavovat hlizy zbyte¢né svétlu (neosuSovat hlizy na poli za slune¢ného
dne pfti délené sklizni),

vystavovat hlizy co nejmené svétlu pti manipulaci s nimi na poskliziiovych linkéch,
v piechodnych skladkach, pii vlastnim skladovani,

skladovat hlizy za optimalnich podminek (teploty, vihkosti, tmy),

expedovat hlizy ve vhodnych obalech — pytlich — pii zkracené svételné expozici.

c) pro obchodniky

>

>
>

pii manipulaci s hlizami:
O vystavovat je co nejméng svétlu,
0 zabrénit mechanickému poskozeni,
expedovat hlizy ve vhodnych obalech (viz predchozi bod),
pii prodeji v obchodech, nevystavovat je zbyte¢né svétlu (zdroje svétla opatfit

vhodnymi foliemi — viz kap. 4. 4 vliv svétla).
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d) pro konzumenty

» skladovat hlizy pokud mozno za optimalnich teplotnich podminek, vyhradné ve tmé,

>

vyhnout se konzumaci:

(0]

(o]

(o]

(0]

netradi¢nich a neregistrovanych odrid,
siln¢ mechanicky poSkozenych hliz,
nevyzralych hliz,

zelenych hliz (nazelenalé ¢asti hlizy odkrojit),

pii konzumaci hliz, které se vyznacuji hotkou nebo aZz palivou chuti, odstranovat

slupku, vykrajovat okoli ocek,

oloupané, rozkrajené nebo strouhané hlizy ihned déale tepelné zpracovat (plati tim vice

pro restaurace a vyvarovny, zejména Skolni, ale i dalsi).
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6. Souhrn

V projektu byl podan prehled o problematice steroidnich glykoalkaloida piedevsim
u planych a zejména kulturnich druhia bramboru, o metodach jejich stanoveni, dynamice
tvorby GA. Upozornuje se na negativni vlastnosti téchto latek pro lidsky organismus, zaroven
i na jejich ochrannou funkci proti Zivo¢iSnym Skadcam a chorobadm rostlin, na ptipustné
limity v obsahu SGA v hlizach, jejich nerovhomérne rozlozeni v rostlin¢ i hlize bramboru.
Stru¢né se pojednava o faktorech ovliviujicich dynamiku hromadéni téchto latek v hlizach
i 0 vlivu kulinarniho zpracovani na jejich obsah. Je zdiraznéna zavaznost této problematiky,
které je treba vénovat soustavnou pozornost nejen ve vyzkumu, ale zejména ve Slechténi pri

tvorbé novych odrad. Neni mozné ji podcenovat ani u péstitel, obchodnika i konzument.

Pro zna¢né mnozstvi publikaci, které v minulosti vychazely a stale i v souc¢asné dobé
vychazeji, nemohly a ani nebyly do piehledu zahrnuty vSechny préce tykajici se této
problematiky. Lze odkazat na kompilace, které zahrnuji velké mnozstvi poznatka s odkazy na
dalsi citace, jsou to napi. Maga (1980), Gelder (1990), Jadhav etal. (1991), Gaffield
et al. (1991), Friedman (1992), Maga (1994), VeliSek, HajSlova (1995),
Friedman, McDonald (1997), Lachman et al. (2001).
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