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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo prostfednictvim maloparcelového péstovani ové-
fit vliv elicitord na obsah vybranych ucinnych latek v leuzee saflorové (Leuzea
carthamoides DC.). Pouzitymi elicitory byly kyselina acetylsalicylova a Nanofyt Si®
od spole¢nosti AGRA GROUP a.s. Stanovované ucinné latky byly 20- hydroxyecdy-
son a Polypodin B. Vyhodnoceni bylo provedeno UHPLC-MS/MS metodou. V zavéru

byla provedena statistika ziskanych vysledkd.

Kli¢ova slova: Leuzea, saflorova, 20-hydroxyecdyson, Polypodin B, elicitory, fytoe-

kdysteroidy, kyselina acetylsalicylova, ASA, Nanofyt Si®, péstovani, farmacie

Abstract

The aim of this diploma thesis was to verify the effect of elicitors on the content
of selected active substances in Leucea carthamoides DC. The elicitors used were
acetylsalicylic acid and Nanophyte Si ® from AGRA GROUP a.s. Determined active
substances were 20-hydroxyecdysone and Polypodine B. Evaluation was perfor-
med by UHPLC-MS / MS method. In conclusion, statistics of obtained results were

performed.

Key words: Leuzea, carthamoides, 20-hydroxyecdysone, Polypodine B, elicitory,

phytoecdysteroids, acetylsalicylic acid, ASA, Nanofyt Si®, cultivation, pharmacy



1. Uvod

Leuzea saflorova (Leuzea carthamoides DC.) je |é¢iva bylina, znama téz pod na-
zvem ,marali kofen”, ktery ziskala od ruskych osadnikd na Altaji. Ti vidéli ,jeleny
maralu” (Cervus elaphus sibiricus) jak si béhem tuhych sibifskych zim svymi ko-
pytky vyhrabavaji zvadlé listy této rostliny a poziraji je. Na Altaji panuje tradice, zZe
L. saflorova lé¢i ¢trnact chorob a omlazuje. Po staleti se jejiho kofene vyuziva v li-
dové mediciné jako vhodného prostfedku pfi ubytku sil. Tatafi L. saflorovou pou-
Zivaji jako afrodiziakum. Jeji farmakologické vyuziti je znamé z cCinské, ruské,
tibetské a mongolské mediciny. V poslednich desetiletich se roSifuje i v Evropé.
Extrakty z L. saflorové se pouzivaji pfi 1é¢bé nervovych, dusevnich a kardiovasku-
l[arnich poruch. Lé¢i onemocnéni plic a ledvin, zndmé jsou i tonické a stimulujici
ucinky. Nejvyssi popularity dosahla L. saflorova v poslednich letech jako adapto-
gen. V devadesatych letech se stala obzvlasté popularni v zapadnich zemich, coz
vedlo k jejimu vyuziti v potravinarstvi a doplficich stravy. Spotrebitelsky trh dnes

z extraktl z L. saflorové nabizi celou fadu komer¢nich produktd.



2. Literarni prehled

2.1.1. Védecka klasifikace

Leuzea saflorova

Leuzea carthamoides DC.,

celed hvézdnicovité (Asteraceae)

synonyma: parcha saflorova
leuzea saflorova
marali kofen
leuzea

véd. synonyma: Rhaponticum carthamoides (Willd.) lljin
Centaurea carthamoides
Cirsium carthamoides
Cnicus carthamoides
Cnicus uniflorus
Halocharis carthamoides
Leuzea altaica

Serratula carthamoides

anglicky Maral root
némecky Saflor-Bergscharte
rusky PanoHTuKyM cadiopoBUAHbBIN

2.1.2. Botanicka charakteristika

Leuzea saflorova (Leuzea carthamoides DC.) je viceleta léciva rostlina pochazejici

z Celedi hvézdicovitych (Asteraceae) (Selivanova, 1979; Barnet et al., 2015).



Obrazek 1 - Stavba L. saflorové

Foto: Bc. Petr Vytiska

Kofenova soustava se sklada z husté rozvétvenych svazditych kofend, které
v pribéhu vegetace dfevnati. Kofeny jsou kratké, horizontalné rozvétvené, tmavé

hnédé barvy se specifickou vuni.

Obrazek 2 - Suseni L. saflorové

Foto: Bc. Petr Vytiska



Listy dorustajici do délky az 40 cm tvofi na bazi velkou rdzici, na lodyze jsou
listy stfidavé. Spodni listy jsou fapikaté, hluboce zpefené délené. Horni listy jsou
pfisedlé a pefenolalo¢né.
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Obrazek 3 - List tvofici rtzici L. saflorové

Foto: Bc. Petr Vytiska

Obrazek 4 - Hluboce zpefeny list L. saflorové

Foto: Bc. Petr Vytiska

Lodyhy se nevétvi, jsou duté, vzpfimené 50-180 cm dlouhé, mélce ryho-
vané, pavoucité chlupaté nebo lysé (Abramchuk et al., 2016; A6pamuyk et al., 2019;
A6rpieBa 2001; Ky6aH et al., 2018).



Obrazek 5 - L. saflorova v kvétu

Foto: Bc. Petr Vytiska

Kvétenstvi tvofi kulovy ubor o priméru 4-8 cm, ktery se sklada z lGzka a
husté nahloucenych trubkovitych, svétle fialovych kvétd. Kvéty jsou oboupohlavné

s péti ty¢inkami a dvojklanou ¢nélkou.

Obrazek 6 - Detailni pohled na kulovy ubor L. saflorové

Foto: Bc. Petr Vytiska



Plodem je elipsoidni, hnédavé Seda zebernata nazka, 0,8 cm dlouha s dvou-

fadym chmyrem.

Obrazek 7 - Semena L. saflorové

Foto: Bc. Petr Vytiska

L. saflorova je endemitem v Altaji a v Saskych horach jizni Sibife. Pfirozené
se vyskytuje na alpskych a subalpskych loukach, podél cedrovo modfinovych lest
ve vysce 1200-2300 m nad mofem (Abramchuk et al., 2014; Selivanova 1979;
totocka, Geszprych 2004; IloctHukoB 1995; ®enepanbubiii 3akoH 2009; MoHrym,
Mouryu 2012; CockoB 1959; Ky6aH, JloporuHa, 2Kmyab 2018).

Péstitelsky neni pfilis naro¢na, v nasich klimatickych podminkach roste bez
vétsich problému (Fejo 2019). Ma vysokou vitalitu, rozmnozovaci schopnost a pés-
titelskou jistotu. Béhem poslednich nékolika desetileti se rostlina rozsifila v regio-
nech stfedni a vychodni Evropy, kde se Siroce péstuje pro své lécivé vlastnosti
(Opletal et al., 1997; Kuzel et al., 2002 a, b; Volek et al., 2002).

V odborné literatufe se uvadi dva poddruhy, a to subsp. Orientale, ktery
tvofi kultury prevazné ve vychodni oblasti rozsifeni, a subsp. Eucarthamodies,

ktera se vyskytuje ve zbylych oblastech (Vali¢ek, Horak 1996).

ZvySena poptavka, neuvazena a nekontrolovatelna nadmérna sklizen L. saflorové

v oblastech Altaje, zapadni a vychodni Sibire, stfedni Asie a Kazachstanu, z ddvodu



jejich 1écivych vlastnosti, privedlo tuto rostlinu skoro na samy prah jejiho vyhubeni
(Karimian 2012; Jain et al., 2014; Ames et al., 2017; Akshay et al., 2014; A6pamoBa
2016; IaBsoBa 1966; Tumodeen 2001).

Pocet pfirozenych mist vyskytu tohoto druhu se vyrazné snizil, proto je v
soucasné dobé L. saflorova zafazena mezi vzacné a ohrozené rostliny Sibife, do
Cervené knihy chranénych rostlin Altaje, spadajici do druhé kategorie ohrozenych
rostlin ([Tosoxkuit, CypoB 1972; Enucadenko 2009; Jlamuuckuit 2010; 3osg0TyxuH
2016; Kyb6aH et al., 2018).

L. saflorova je cenn3, léCiva, krmna a medonosna rostlina. Diky svym vlast-
nostem jeji populace pomalu, ale jisté mizi, proto je nutné ji chranit a zvySovat

pocet prirozené se vyskytujicich jedinc (Bynannesa 2013).

Z botanického hlediska je potfeba poznamenat, ze nomenklatura rodu je
zvlasté matouci, mnohé druhy jinych rodd jsou ji synonymem. RGzné druhy rodd,
jako napfiklad: Cantaurea, Cnicus, Fornicium, Rhaponticum, Serratula a Stema-
cantha jsou bézné uvedeny v databazi rostlin jako synonyma L. saflorové. Vyvstava
tedy otazka, zda pouzivat nazev Leuzea carthamoides DC., nebo R. carthamoides.
V mnoha farmakologickych a fytochemickych studiich se védci priklani spise k na-
zvu R. carthamoides, coz naznacuje ze L. carthamoides je dalsim synonymem
(Klein 2004; Greuter 2003; Dittrich 1973; Holub 1973, 1974; Soskov, Yu 1978).

2.1.3. Agrotechnika

L. saflorova nesnasi trvale zamokrené pldy. Pfiprava pozemku spociva v provedeni
hluboké orby na podzim, do hloubky 20-30 cm a na jafe v prokypreni a uvlaceni
pozemku. L. saflorova se mnozi pfevazné generativné - semeny, ale je mozné vy-
uzit i vegetativniho mnozeni - kofenovymi oddélky. Pfi péstovani na malych plo-
chach je mozné semena nejprve vysit do skleniku ¢i pafenisté a pikyrované silné
rostliny pak vysazet na zahony. Ve velkovyrobé se obvykle provadi pfimy vysev.
Porovnanim pfimého vysevu a péstovanim sadby ve skleniku se nezjistily velké roz-
dily ve vynosech nadzemni hmoty ani kofent. Doporucuje se to pro nakladové pfiz-

viewvs

2002 a, b).



Obrazek 8 - Stratifikovana semena pfipravena ke kli¢eni, sklenik JCU

Foto: Bc. Petr Vytiska

Organizace porostu se lisi dle jeho vyuziti. Sitka fadku 25 cm je vhodnd pro
vyuziti L. saflorové predevsim jako picniny. Pro péstovani na kofen se doporucuje
spon alespon 50-60 x 30 cm. Pfi péstovani na semeno byly odzkouSeny spony
radka 12,5 x 25 cm.

Obrazek 9 - Meclov, spon rostlin 60 x 30 cm

Foto: Bc. Petr Vytiska

V roce vysevu L. saflorova vytvafri pfizemni razici listd dordstajicich do vysky
az 50 cm s 6-12 listy v zavislosti na terminu vysevu. Rostlina v prvnim roce ne-
kvete. Po vyfadkovani je doporucena mezifadkova kultivace napf. fepnou pleckou.

V druhém roce péstovani, je vzhledem k velké dynamice rdstu, mozné provadét



mezifadkové pleckovani jen v prvni poloviné vegetace. Agrotechnické zasahy jsou
podobné jako pfi péstovani cukrové fepy, a to zejména v prvnich dvou letech (Fejo
2019).

Obrazek 10 - Pohled na listovou ruzici L. saflorové v prvnim roce

Foto: Bc. Petr Vytiska

Rast L. saflorové na jafe ve druhém a tfetim roce péstovani zacina velice
brzy. Je jednou z nejdynamictéji rozvijejicich se kulturnich rostlin v jarnim obdobi.
Ve druhém roce zacina L. saflorova kvést, a to 10-20 % rostlin. Tfetim rokem kvete
pifes 90 % rostlin a ve Ctvrtém roce témér vsechny. Rostliny kvetou v pribéhu
cervna a Cervence a semena dozravaji v zafi. Na jedné rostliné se vytvari 1-5 kvét-
nich lodyh, nej¢astéji vsak 3, jez jsou az 1,5 m vysoké. V jednom kvétenstvi je
180 az 280 semen, pficemz z okrajovych casti kvétenstvi jsou malo vyvinuta a
malo kli¢ivda semena. Zrala semena se mohou velmi rychle rozpadat, ztrata mdze
dosahnout 35 % a vice (Barnet et al., 2015; A6pamuyk et al., 2019; Kuzel et al.,
2002 a, b). L. saflorova ma dvé etapy rdstu. Prvni zacina na jafe a kon¢i vytvorenim
kvétnich lodyh. Druha etapa zacina po dozrani semen, kdy rostlina zacina vytvaret
novou nadzemni hmotu. Vegetace konci v fijnu. U kofene tyto etapy zjistény ne-
byly, jeho rist je kontinualni (Barnet et al., 2015). L. saflorovou miZeme vidét i na

zahradkach, kde se péstuje jako okrasna rostlina (A6pamuyk et al., 2019).
2.1.3.1. Naroky na padu a pfiprava plochy

Vybér vhodného stanovisté je prvnim a jednim z nejdalezitéjSich krok( pfi velko-
ploSném péstovani L. saflorové. Jednou z nevyhod je mnozstvi drobnych a husté

nahlouc¢enych kofenl. Nasledna separace a vymyvani zeminy je zavaznym problé-



mem pfi sklizni a pfi poskliziiové upravé. Z toho vyplyva, Ze L. saflorovou je ekono-
micky a agrotechnicky vyhodnéjsi sit do leh¢ich pad - nejlépe hlinitopiscitych, kde
se kofen snadno sklizi. Pozemek by mél mit dostate¢né hlubokou orni¢ni vrstvu,
aby kofen mohl dobre rdst. Vyskyt dlouhodobych mokfin na pozemku je neza-
douci, nebot je L. saflorova nesndsi. Vyznamna je také vlastnost, kde L. saflorova

hraje roli pferusovace obilného sledu.

Po sklizni pfedplodiny by mélo nasledovat kvalitné provedené zpracovani
pudy s podmitkou a stfedni orbou provedenou do hloubky 25-30 cm, se zaoranim
hoje a primyslovych hnojiv. Na jafe pfistiho roku by méla byt provedena predse-

tova pfiprava, spojena se zapravenim dusikatych hnojiv (Barnet et al., 2015).
2.1.3.2. Vysadba, vysev
Seti se provadi v dubnu z divodu vyuziti zimni vlahy, nebo v srpnu ¢i zafi.

Obrazek 11 - Pfedpéstovani rostlin L. saflorové pro vysazeni na pozemku ZF JCU

Foto: Bc. Petr Vytiska

Juréak uvadi vysevek 3,5 kg na hektar. Dilezita je také organizace porostu.
Galambosi uvadi vzdalenost radkd minimalné 50 cm. Valicek udava mezifadkovy

spon 60 x 30 cm (Kuzel et al., 2002 a, b).

L. saflorova se mnozi pfevazné semeny, v praxi je ale mozné vyuzit i kofe-

novych oddélkd.
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Obrazek 12 - Vyklicena semena L. saflorové sklenik ZF JCU

Foto: Bc. Petr Vytiska

Ve velkovyrobé se provadi pfimy vysev. Semena klici pfi teploté 5-6 °C, op-
timalni teplota je 12-20 °C a kli¢ivost 60 %. Seti provadime v dubnu nebo v srpnu.
Sejeme v ¢asnych jarnich mésicich z dlvodt vyuziti zimni vlahy, ale doba seti nema
pfimy vliv na kvalitu pfezimovani. Idedlni hloubka pro zaseti je 3 cm a vysevek na
jeden hektar 5-6 kg. Osivo vzchazi za 8-20 dni v zavislosti na vlhkosti pady (Barnet
et al,, 2015; Kuzel et al., 2002 a, b).

2.1.3.3. Hnojeni

Dle literatury je doporuc¢ené hnojeni hnojem v davce 50 t/ha a nasledné jeho zao-
ravka hlubokou orbou. Nesmime opomenout ani zasobni davku drasliku a fosforu
na podzim, prfed zalozenim porostu (P 100 kg/ha a K 50 kg/ha). Na jafe pfistiho
roku se provede predsetova pfiprava se zapravenim dusikatych hnojiv v davce
50 kg N/ha. V priibéhu vegetace se doporucuje L. saflorovou dohnojovat mineral-
nimi hnojivy dle potfeby. NejvysSiho pozorovaného vynosu cerstvé nadzemni
hmoty bylo dosazeno davkou dusiku 100 kg/ha, avSak nejvyssiho vynosu kofen
se dosahovalo pfi hodnotach 50 kg N/ha (Barnet et al., 2015).

Dale je nutné v nasledujicich letech v prdbéhu vegetace pfihnojovat L. sa-
florovou mineralnimi hnojivy NPK v poméru 1:2:1. Dobfe reaguje na dusikaté hno-
jeni. Maximum narGstu nadzemni hmoty bylo dosaZzeno pfi davce dusiku
100 kg/ha. Nejvyssiho vynosu kofenl a koncentrace 20-hydroxyecdysone bylo do-
sazeno 50 kg N/ha (Kuzel et al., 2002 a, b).

2.1.3.4. Sklizen a zpracovani sklizeného materialu

Sklizen nadzemni hmoty pro suseni a pfipravu drogy, na nasledné vyuziti napf. do

¢ajl, do potravinovych doplikdl, pfipadné do dalSich produktd, je nejvyhodnéjsi
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v ¢asnych fazich kveteni. Pfi sklizni je nutné dbat na to, aby nedochazelo ke kon-
taminaci materialu zeminou. Nasledné musi byt sklizeny material zpracovan vhod-

nym zpusobem napf. susenim.

Nadzemni hmotu Ize zpracovat na seno, sennou moucku, senaz ¢i pridavat
do pice v zeleném stavu (Kuzel et al., 2002 b). Krmeni zelené hmoty je problema-
tické z hlediska kolisani jednotlivych zivin v prdbéhu vegetacni faze rostliny. Do-
chazi také k postupnému rdstu obsahu vlakniny a poklesu stravitelnych bilkovin,
ale i ostatnich zivin. Proto neni tento zplsob vyuziti nadzemni biomasy pfilis
vhodny. Jako lepSi varianta se jevi tedy zpracovani na sendaz, senné Ususky, pfi-
padné seno, ale ty jsou z pohledu energetické naro¢nosti pro zvifata méné ekono-
mické (Volek et al., 2002).

Nejvhodnéjsi dobou pro sklized porostu, z hlediska obsahu zivin a jejich
stravitelnosti, je faze pred kvetenim. Vzhledem k vysokému obsahu bilkovin v po-
meéru k sachariddm patfi L. saflorova k hdre konzervovatelnym picninam. Proto

bude nutné pfi jeji konzervaci vyuzit stejnych technologii jako napfiklad u vojtésky.

Vynos sena v jednotlivych letech péstovani, v zavislosti na uzitkovém roce
a poctu sedi, dosahoval az 9 tun na hektar. Vynos zelené nadzemni hmoty ¢inni
40-50 tun z hektaru. Vynos semene dosahuje 200-300 kg z hektaru (Kuzel et al.,
2002 a, b).

Vv

saflorové. Kofen musi byt co nejcistsi, bez zeminy. To se samozifejmé odviji od
volby pozemku a povétrnostnich podminek na stanovisti v dobé sklizné. Jelikoz se
koren sklizi na podzim, kdy je pida vétSinou pomérné vlhka, je sbér kofent velice
problematicky - respektive jeho poskliziiova Uprava. Pokud tedy budeme sklizet
jiz na podzim, je nutné nejdfive odstranit nadzemni hmotu. Koren lIze sklizet jed-

notfadkovym vyorava¢em brambor a naslednym ru¢nim sbérem.

Pokud by na podzim byly takové podminky, které by znemoznovaly kvalitni
provedeni sklizné, Ize sbér uskutecnit v jarnim obdobi, a to na pocatku vegetace
rostliny. Pida na jarfe Iépe osycha a snaze se z kofene odstrariuje. Néktefi autofi
udavaji, Ze na pocatku vegetace je obsah ekdysteroidd vy3si nez na podzim. Pro-
blémem vSak bude nasledné vyuziti pozemku, nebot ¢as na jeho pfipravu pro na-

slednou plodinu bude velmi kratky.

Po sklizni je nutné koren oSetfit. Posklizriova tprava spociva v promyti ko-
fene vodou napf. v bubnové mycce a v nasledném suseni. Pokud jsme pfi péstovani

vyuzili vhodny pozemek (hlinitopis¢ita pada) a optimalni dobu sklizné, midzeme
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predpokladat, ze kofen bude pomérné cisty, bude pfizniva pldni vihkost a na-
sledné myti nebude pfilis dlouhé. Dle literatury dlouhé myti a maceni ve vodni lazni
vyrazné snizuje obsah ucinnych latek a dochazi k jejich vyluhu do vody. Po myti
kofene by mélo bezprostfedné nasledovat suSeni, a to do idealni vlhkosti 13 %,
aby nedochazelo k plesnivéni produktu. Pouzita teplota by neméla byt vyssi nez
40 °C (Barnet et al., 2015; Kuzel et al., 2002 a, b).

Obrazek 13 - Bubnova pracka na promyti kofene L. saflorové

e d l‘g:'}_ {:‘m.',;!'.'o"‘, P o4
0 g5 SR A A I DR

Kuzel et al., (2008)

Privod vody do bubnu?, trysky?, rostovy buben?, vana*, vynaseci lopatky?®, sklu-
zova plocha na vypad materialu® (Kuzel et al., 2008).
Semena je mozné sklizet klasickym Zacim strojem pfi pouziti vhodného na-
staveni (Barnet et al., 2015). Koren se sklizi po tfech letech na podzim, nebo &tvr-
tym rokem na jare, kdy ma nejvyssi obsah ekdysteronu. Primérny vynos suchych

kofent ¢ini 2-3 tuny z hektaru (Kuzel et al., 2002 a, b).
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Obrazek 14 - Stroj na sbér korene L. saflorové

Kopirovaci kolo?, kotou¢ova krojidla?, vyoravaci radlice®, vrhaci a prosévaci do-
pravnik*, odhazovaci bubny?, zasobnik kamenut®, dopravnik kamen(’, separator
zeminy®”, prstovy dopravnik?, plnici dopravnik®, zasobnik kofen*°

dopravnik'* (Angelovi¢ 2002).

, vyprazdriovaci

Kopirovaci kolo* udrzuje vyoravaci radlici®* v hloubce 10-20 cm. Sitku fadku
uréuji dvé kotouc¢ova krojidla? po obou stranach vyoravaci radlice®. Vyoravany ra-
dek dale pfepada pies zadni ¢ast radlice® na vrhaci dopravnik?, kdy dochazi k trhani
fadku. Tento dopravnik* caste¢né proséva volnou zeminu a dopravovany material
sméruje na rychle rotujici bubny?, ty oddéluji kameny od trsd. Tyto trsy rostlin jsou
bubny® vraceny zpét do vrhaciho dopravniku* nebo jsou bubny® strzeny a pfemis-
tény do separatoru®”®. Bubny* odhazuji kamenity materidl do zasobniku kamenue.
Ten se vyprazdriuje bud kontinualné nebo periodicky pomoci dopravniku’. Separa-
tory®” tvorené dopravniky pracuji ve svislé poloze pod nastavitelnym dhlem. Prs-
tovy dopravnik® pomoci fidkych prstd dale unasi trsy podle ubyvajici pldy stale
vySe. Trsy padaji zpét doll mezi dopravniky ® a °. Pfes prstovy dopravnik jsou trsy
bez zeminy vyneseny az na vodorovnou ¢ast plniciho dopravniku®, ten je vrha do
zasobniku kofend'®. Vyprazdriovaci dopravnik'! tvofi dno a jednu sténu zasobniku.
Klopeni vyprazdfiovaciho dopravniku'! do vodorovné polohy umoziuje vyprazd-

néni obsahu zasobniku (Angelovi¢ 2002).
Na stroji se nastavuje:

e vyoravaci hloubka,

e pracovni rychlost,
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e rychlost vrhaciho dopravniku?,

¢ rychlost dopravnikd separatoru #” a jejich zpétny chod,

¢ intenzita separace (zménou Uhlu a rychlosti) 2 a misto pInéni zasobniku.
2.1.3.5. SuSeni

Sklizena nadzemni hmota se ihned susi na dobfe vétranych mistech ve stinu, v ten-
kych vrstvach, pfirozenym anebo umélym teplem v susarnach s teplotou do 40 °C.
Spravné ususenda droga ma svétlezelenou barvu. Pomér sesychani je 4-5:1 (Barnet
et al,, 2015).

Obrazek 15 - Suseni L. saflorové, sklenik ZF JCU

Foto: Bc. Petr Vytiska
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Obrazek 16 - Pasova susarna pro L. saflorovou

Plnici dopravnik®, susici dopravniky?, vstup horkého vzduchu?®, odsavaci ventila-

tory*, vypad ususeného materialu® (Kuzel et al., 2008).
2.1.4. Ochrana pied skiidci a proti chorobam

L. saflorova netrpi na vyznamné choroby nebo Skldce, z toho hlediska mizeme
predpokladat bezproblémové péstovani. Pouze ve vlh¢ich letech, v dobé kveteni,
dochazi k hnilobé kvétniho lizka, nasledkem cehoZz se snizuje vynos semen.
V pozdnim Iété ve vlh¢ich dnech dochazi k padli listd. Pokud by dochazelo k na-
slednému vyuzivani nadzemni hmoty, je nutné provést sklizert v dostatecném

predstihu.

Obrazek 17 - Kvét L. saflorové napadeny Blyskackem (Meligethes)

Foto: Bc. Petr Vytiska
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Urcujicim faktorem péstovani L. saflorové je zajisténi bezplevelného stavu
porostu. V literatufe se doporucuji mechanické zasahy, jako je mezifadkova kulti-
vace ple¢kou. V prvnim roce péstovani se tato pracovni operace doporucuje pro-
vést minimalné Sestkrat béhem celé vegetace. V nasledujicich letech se
doporucuje kultivace pouze v prvni poloviné vegetace, nez je porost zcela zapojen.
Alternativou muze byt pouziti mulovacich fréz, které by nadrtily cely radek véetné

pleveld. L. saflorova nasledné bez problému obroste.

Obrazek 18 - Kvét L. saflorové obklopeny Zlatohlavkem tmavym (Oxythyrea fu-

nesta) z poloceledi zlatohlavk( (Scarabaeidae: Cetoniinae)

Foto: Bc. Petr Vytiska

V praxi bude nejvhodnéjsi pouziti kombinované technologie s pouzitim her-
bicidnich pfipravkd. Zakladnim pfedpokladem je zajisténi odpleveleni pozemku
pied vysevem a intenzivni regulace hlavné vytrvalych druht plevell v pfedplodiné.
S vyhodou se daji pouzit preemergentni aplikace herbicidG. V pribéhu vegetace je
mozné bez problému pouzit selektivnich pripravkd na travovité plevele. Nejvétsim
problémem je regulace plevell z Celedi Asteraceae. Odzkousené jsou i glyphosa-
tové herbicidy v obdobi, kdy L. saflorovd nema nadzemni hmotu. Nizké davky
glyphosatovych pfipravkl na jiz regenerované rostliny sice vedlo k odumfeni nad-
zemni hmoty, ale v kone¢ném disledku doslo pouze k mirnému zpomaleni ve vy-
voji. Rostliny nasledné obrazily a pokracovaly ve vyvoji. Tento postup je nutno vzdy
ovéfit s ohledem na pouzity geneticky material a stanovisté (Barnet et al., 2015;
Kuzel et al., 2002 a, b).
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2.2. Chemické slozeni a u¢inné latky

V rostlinach se nachazi mnoho skupin pfirodnich latek, nékteré z nich se vyskytuji
v relativné vysokém mnoZstvi. Oznacujeme je jako sekundarni metabolity a bez-
prostfedné se nezucastnuji zakladnich metabolickych procesq, ale jsou pro rostliny
casto velmi ddlezité. Ovliviiuji napfiklad metabolické procesy bunék a jsou soucasti
obrannych mechanismu rostliny. Sekundarni metabolity jsou G¢innymi latkami Ié-
¢ivych rostlin (Kuzel et al., 2003, 2006, 2015).

Biologicky ucinné latky nachazejici se v L. saflorové jsou fytoekdysteroidy,
hlavné 20-hyroxyekdyson, polypodin B, flavonoidy (kemferol, kvercetagenin, kver-
cetin, kvercetin 3,3’=dimethylether, kvercetin-50-glukosid, isorhamnetin, isor-
hamnetin-50-glukosid, luteolin), tritepenoidni glykosidy, polyiny na bazi thiofenu
(.polyacetyleny”, zkracené DHT-I az DHT-V) a dalsi latky (Barnet et al., 2015).

Jedna z prvnich fytochemickych studii tykajici se L. saflorové objevila a izo-
lovala 20-hydroxyecdysone (20E), dfive znamy jako (-ekdyson, polypodin A a ino-
kosteron z kofenu. Dalsi studie identifikovali 20E, jako nejhojnéjsi ekdysteroid
s obsahem 0,04-0,81 % v korenech, 0,03-1,22 % v nadzemnich hmoté a 0,27-1,51
% v semenech. Obsahy jsou udavané v susiné. Béhem vice nez 30 letého intenziv-
niho vyzkumu L. saflorové, bylo izolovano 50 rGznych ekdysteroidnich sloucenin,
které byly detekovany v celé rostliné. Nékolik sterold, jako je B-sitosterol, stigmas-
terol, D7- avenasterol, kampesterol a cholesterol, byly objeveny v kofenech a cho-
lesterol, stigmasterol, B-sitosterol a B--sitostanol v semenech rostliny (Lamer-
Zarawska et al., 1996; Krasnov et al., 1976; Yakubova, Sakharova 1980; Varga et
al., 1986; Repcak et al., 1994; Timofeev et al., 1998; Bastaev, Bastaev 1987; Girault
et al., 1988; Baltaev 1991, 1992, 1995; Pis et al., 1994; Baltaev et al., 1997; Rama-
zanov et al.,, 1997a, b; Sadykov et al.,, 1997; Borovikova et al., 1999; Borovikova,
Baltaev 1999; Vokac et al., 2002; Budésinsky et al., 2008; Khomova et al., 1995;
Stransky et al., 1998; Kokoska, Janovska 2009).

Sucha nadzemni hmota obsahuje 12-25 % bilkovin, 3-9 % sacharidd, 13-26
% vlakniny, 17 % mineralnich latek, 35-45 mg/100g susiny provitaminu A, 25-40
mg/100g susiny vitaminu C, 18 % hrubého proteinu, 45% bezdusikatych latek vy-
tazkovych, 3,3 % tuku, 1,5 % vapniku, 0,7 % fosforu, 4,4% drasliku a 2,8 % hor¢iku.
UsusSené kofeny obsahuji 16 % bilkovin, 2,5 % tuku, 16 % vlakniny a 11 % mineral-
nich latek, ekdysteroidy, nepatrné mnozstvi alkaloidd, 0,9 % silic, 5-10 % tfislovin,

12 % inulinu, pryskyfice, kumariny a flavonoidy (Kuzel et al., 2002 a, b).

Mezi biologicky u¢inné slozky nachazejici se v nadzemni hmoté a korfenech
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L. saflorové patfi fytoekdysteroidy, flavonoidy, triterpenoidni glykosidy, derivaty
thiofenu, silice, tfisloviny, pryskyfice a kumariny. Hlavni obsahovou skupinou latek
L. saflorové jsou fytoekdysteroidy - latky steroidni povahy (Fejo 2019). V urcitych
pfipadech se vyskytuji ve vysokych koncentracich v listech, kofenech a semenech.
Urcuji charakter biologického ucinku drogy. Kvétenstvi obsahuje flavonoidy, apige-
nin, kvercetin 3-methylether, chrysantemin a cyanin. Ze semen rostliny byl izolovan
N-feruloylserotonin, jenz je strukturné podobny serotoninu nebo melatoninu (Ku-
Zel et al., 2002 a, b).

2.2.1. Fytoekdysteroidy

Hlavni skupinou obsahovych latek L. saflorové jsou fytoekdysteroidy neboli latky
steroidni povahy (derivaty cholest-7-en-6-onu). V podstaté urcuji charakter biolo-
gicky uc¢inné drogy. Rostlinné ekdysteroidy - fytoekdysteroidy (fytoekdysony),
jsou analogy hmyziho metamorfozniho hormonu ekdysonu. Jsou to hormony,
které fidi mnozstvi bunék, rist a vyvojovy cyklus hmyzu a jinych bezobratlych. Tyto
hormony se vyskytuji z neznamych ddvodu v rostlinach, které si nejsou pfibuzné.
Doposud nebyla objevena zadna jejich fytohormonalni funkce. V urcitych pfipa-
dech se ekdysteroidy vyskytuji ve vysokych koncentracich v listech, kofenech a se-
menech (Varga et al., 1986).

Nejrozsitenéjsim ekdysteroidem je 20-hydroxyekdyson, ktery vykazuje in-
sekticidni Ucinky. Metamorfozni Ucinek v3ak vykazuje vétSina ekdysteroidd, dnes
je jich znamo vice nez 300. Vyznam pritomnosti ekdysteroidd v rostlinach nebyl
zatim vysvétlen. Je komplikovan znacnou polaritou ekdysteroidd, a tudiz jejich ne-
prostupnosti kutikulou hmyzu, a také omezenym potravnim ucinkem. Proto se za-
tim nevyuzivd k ochrané proti hmyzim Skddcldm. Pfirodni ekdysteroidy byly
izolovany z vysSich rostlin a hub. Modifikované strukturni analogy byly pfipraveny
chemickou nebo fotochemickou transformaci 20-hdyroxyekdysonu.

L. saflorova obsahuje podstatné mnoZstvi 20-hdroxyekdysonu. Tato slou-
¢enina se povaZzuje za hlavniho nositele aktivity extraktd, s ni dale inokosteron a
dalsi pfibuzné ekdysteroidy.

Z publikovanych koncentraci ekdysteroidd v kofenech je patrna znac¢na va-
riabilita koncentrace této latky, a to od 0,1 % do 0,62 %. Co se tyce obsahu sekun-
darnich metabolitl a ekdysteronu v nadzemnich ¢astech, tam se autofi vyrazné
rozchazeji a jsou uvadény obsahy do 0,3 %. Dle vyzkumu Dr. Harmaty je vy3Si ob-
sah ucinnych latek pouze v nejranéjsich rlstovych fazich rostliny na jarfe a s ros-
touci rGstovou fazi rychle klesa. Vyznamny vliv na obsah G¢innych latek ma ro¢nik,

lokalita a stafri rostliny (Barnet et al., 2015).
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Tabulka 1 - Ekdysteroidni slouceniny v L. saflorové

Cislo Ndzev slouc¢eniny Cdst rostliny

struktury

1 20-Hydroxyecdysone Koren, nad-

zemni c¢ast,
semeno

2 Polypodine B Kofen

3 Makisterone A Koren

4 2-Deoxyecdysterone Kofen

5 Integristerone A Kofen

6 Integristerone B Kofen

7 Taxisterone Koren

8 Ajugasterone C Kofen

9 a-Ecdysone Semeno

10 Lesterone Semeno

11 Rapisterone D Semeno

12 Inokosterone Koren

13 Rapisterone Koren

14 20-Hydroxyecdysone 2,3;20,22-  Kofen
diacetonide

15 20-Hydroxyecdysone 2,3-mo- Koren
noacetonide

16 20-Hydroxyecdysone 20,22-mo-  Kofen
noacetonide

17 22-0x0-20-hydroxyecdysone Koren
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29

30

31

32
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34
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24(28)-Dehydromakisterone A

(247)-29-Hydroxy-24(28)-dehyd-

romakisterone C

Carthamosterone

Rubrosterone
Dihydrorubrosterone
Posterone
Isovitexirone
Leuzeasterone

Makisterone C

Polypodine B 20,22-acetonide
Rapisterone B

Rapisterone C

Rapisterone D 20-acetate

24(240 )[Z]-Dehydroamaraste-

rone B

Polypodine B-22-benzoate
Carthamosterone A
Carthamosterone B

Amarasterone A

21

Koren, nad-
zemni c¢ast,

semeno

Koren

Koren, nad-

zemni ¢ast

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren, nad-

zemni ¢ast

Koren

Semeno

Semeno

Semeno

Semeno

Semeno

Semeno

Semeno

Koren



36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

2.2.1.1. Vitamin D:

Vyzkum hlavniho rdstového vitaminu, antirachitického vitaminu D spada do obdobi
30. let minulého stoleti. Vyzkum zjistil, Ze chemicka struktura tohoto vitaminu
mohla byt v urcité souvislosti se strukturou 7-dehydrocholesterolu. Vysledky uka-
zaly nalez chemickych latek typu sekosterolt, které byly nazvané vitamin D, (er-

gokalciferol) a D3 (cholekalciferol). Chemicka stavba vitaminu D: nebyla dodnes
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24(28)-Dehydroamarasterone B

22-Deoxy-28-hydroxymakiste-

rone C
3-Epi-20-hydroxyecdysone
24-Epi-makisterone A

14-Epi-ponasterone A 22-

glucoside
5-a-20-Hydroxyecdysone
20-Hydroxyecdysone 2-acetate
20-Hydroxyecdysone 3-acetate
T1b-Hydroxymakisterone C
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Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Autor. Kokoska, Janovska (2009)
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prfesné urcena, protoze byl jen zbézné pojmenovan jako produkt UV-ozareni vita-
minu D». Stéjné jako jiné latky odvozené od cholesterolu, byly tyto vitaminy zara-
zeny mezi latky rozpustné vyhradné v tukovych rozpoustédlech (Zivocisnych tucich
napftiklad tresci olej nebo maslo). Kromé pozdéjsich klinickych zjisténi dodatecné
hydroxylace vitaminu D3 v jatrech (Ds-triol), zdstaly uvedené védomosti o antira-
chitickém rlstovém vitaminu D po celou dobu 20. stoleti a vlastné az do dnesni
doby beze zmény (Wolf 2004).

O 30 let pozdéji, ucinil némecky chemik P. Karlson nahodny objev pfi po-
kusu o izolaci hmyziho svlékaciho, a to strukturu polyhydroxylovaného derivatu 7-
dehydrocholesterolu, kterou nazval ekdyson. Tato latka byla obecné pokladana vé-
deckou komunitou za hormon prothorakalni zlazy, stimulujici vyvojové cykly spo-
jené se svlékanim hmyzu (ekdyse). Rozsahlé pokusy v 70. a 80. letech ukazaly, ze
polyhydroxylované derivaty 6-keto, 7-dehydrocholesterolu, obsazené hojné v raz-
nych druzich nizsich i vy$sich rostlin, maji vyzna¢né anabolické rastové ucinky u
raznych druhl bezobratlych Zivocichd, obratlovct a savcd véetné ¢lovéka. Vysledky
studii ukazaly, ze ekdyson neni Zzadny hormon, protoze jeho biologické tcinky jsou
v rozporu s definici Zivoc¢isného hormonu. VSechny tyto vysledky poukazovaly na
to, Ze latky typu ekdysonu, hlavné polyhydroxylovaného 6-keto, 7-dehydrocholes-
terolu, nemaji statut zivociSného hormonu. Nicméné jsou velice dulezité jako rls-
tovy faktor u vétsSiny Zivych organismd, vcetné mikroorganism0, hub, rostlin,
bezobratlych Zivocichl i obratlovct a také pro rist kosti a svalt u lidi (Karlson
1966 a, b; Jizba et al., 1967; Slama, Lafont 2013; Slama 2019; Slama, Zhylitskay
2016).

Na zakladé dlouholetych studii regulace regeneracnich pochodd u hmyzu
dospél Slama (2019) k zavéru, Ze vitamin D byl pfed sto lety chybné identifikovan,
protoze chemicka véda tehdy je5té neznala a nedovedla identifikovat ¢astecné ve
vodé rozpustné, polyhydroxylované derivaty cholesterolu. Vysledky novych pokus
ukazaly, Ze dlouhou dobu zanedbavany a nedokonale identifikovany, antirachiticky
vitamin nazyvany D: predstavuje ve skutecnosti polyhydroxylovany 6-keto, 7-de-
hydrocholesterol, ktery byl mnohem pozdéji nahodou objeven pfi vyzkumu svléka-
ciho hormonu hmyzu. Dodnes jsou ve farmakologii mylné pokladany vitaminy D: a
Ds za antirachitické sekosteroly, které je nutné aktivovat UV-zafenim a dodatecnou
hydroxylaci v jatrech. Na zakladé rozsahlych pokustl s regeneraci tkani u hmyzu,
bylo zjisténo, ze dosavadni neznalost skutecnych vitaminéznich G¢inkd tohoto

~.hmyziho hormonu” (ve skutecnosti pfed sto lety Spatné identifikovaného vita-
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minu D.), je pfi¢inou mnoha nevylécitelnych chorob, zavinénych nedostatkem to-
hoto vitaminu v krvi. ProtoZe avitamindzy se nedaji 1éCit bez znalosti skute¢ného
vitaminu, spoc¢iva dosavadni neschopnosti Iékarské védy vysvétlit poruchy rdstu a
regenerace. Podle vysledkd publikovanych dle Slamy (2019), ziskanych na bezob-
ratlych zivodiSich a také zastupcich obratlovc(, spociva problém v tom, Ze profesi-
onalni chemici a biochemici stale notoricky trvaji na tom, ze v rostlinach velice
rozsiteny, polyhydroxylovany 6-keto, 7-dehydrocholesterol je hmyzi hormon a tim
brani ve vyzkumu jeho skutecné, vitaminézni biologické podstaty (Kumpun et al.,
2017).

Ekdysteroidy zahrnuiji zivocisny vitamin D: potfebny pro zdravy pribéh re-
generacnich pochodd. Hmyzi buriky obsahuji 37 % genq, které jsou stejné jako
geny pfitomné v lidském genomu. Nedavno bylo zjisténo, Ze primordialni zaklady
a funkce hmyzich organt a tkani jsou orchestrovany stejnymi skupinami gent jako
v pfipadé organu a tkani lidskych. Z toho vyplyva, Ze by vitamin D1 mél mit stejny
vliv, pfi zabranéni maligniho rdstu bunék u hmyzu, jako u maligniho rastu bunék u
lidi (Devillers, 2013; Slama, Santiago-Blay 2017).

Nedostatek této latky v hemolymfé hmyzu nebo v krvi jinych zZivocichd a
¢lovéka, ktefi si ho sami nedovedou vyrobit, brani dokonalému spojeni regeneruji-
cich bunék a ziskani tkanové integrity potfebné k zastaveni regeneraéniho déleni.
Nedostatek 20-hydroxyekdysonu vede ke vzniku defektivnich regenerujicich bu-
nék, které se neprestanou délit za vzniku neobvyklych, polynuklearnich syncytii,

jez jsou charakteristické pro maligni (zhoubné) nadory.

Vysledkem je Siroké spektrum lécebnych vlastnosti, a to pfi [é¢bé a/nebo
prevenci poruch rdstu a regenerace bunék. Dale také pro snizeni hladiny krevniho
cukru, zejména pfi |é¢bé a/nebo prevenci diabetu, diabetu Il. typu, poruchy rdstu
a regenerace kostnich a svalovych bunék, zejména rakoviny mlééné Zlazy, slinné

Zlazy, prostaty, pankreatu, stfeva, kosti, ¢i klize.
2.2.1.2. Steroidni slouceniny v L. saflorové

Steroidy jsou derivaty cyklopentanperhydrofenanthrenu neboli steranu a patfi
mezi farmakologicky vyznamné latky (mezi steroid napf. patfi i vitamin D, pohlavni
hormony, steroly - cholesterol a Zlu¢ové kyseliny). Spolu s terpenoidy se fadi do
skupiny izoprenoidd. Vzhledem jsou bezbarvé krystalické latky, které se
rozpousteéji v organickych rozpoustédlech a vznikaji oxidaci terpen(. Steroidy maji

dalsi podmnoziny slouc¢enin, délené podle ucinku a mista vyskytu.
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Obrazek 19 - Struktura cyklopentanperhydrofenanthrenu (steranu)

H

Sovova et al., (2008)

L. saflorova obsahuje ekdysteroidy, polyhydroxylované steroidni slouce-
niny, které se oznacuji za hmyzi pohlavni hormon svlékani. U hmyzu totiz zpGsobuji
zvétSeni pokozkovych bunék, které se nasledné déli a rozpadaji, ¢imz je umoznéna
ekdyze - takzvané svlékani hmyzu. Dale jsou zodpovédné za vyvoj hmyzu, buné¢-
nou profilaci, rist a apopto6zu. Ekdysteroidy jsou rozsahlou a rozsifenou skupinou
mezi rostlinami. Vice nez 330 jich bylo objeveno v cévnatych rostlinach, houbach,
fasach, u bezobratlych zivocichtd a mofskych organismu. V rostlinach ekdysteroidy
slouzi jako ochranné latky proti Skidcim a jsou soucasti tkani, ze kterych se uvol-

nuji (Sovova et al., 2008; Pavela et al., 2005).

Obrazek 20 - Strukturni vzorec slouc¢eniny 20-hydroxyekdyson
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Kokoska, Janovska (2009)

Ekdysteroidy byly objeveny okolo roku 1960, a to diky jejich insekticidnim

vlastnostem a potencidlnimu vyuziti v ochrané rostlin. Nejvice popsanych latek
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bylo identifikovano v L. saflorové. Ve studiich ¢eské laboratofe Akademie véd, byl
jako zdroj ekdysteroid zvolen kofen rostliny, ¢ast pro biologické testy ukazujici
afinitu ekdysteroidd k mistu hmyziho receptoru, kam se jako lignany navazuiji. Bi-
ologicka aktivita fytoekdysteroidi na zménu lidskych keratinocytd, ktera byla pa-
tentovana a pouziva se v kosmetice a dermatologii. DalSi experimenty, spojené
s pozadovanou produkci 20-hydroxyecdysteronu a smési ekdysteroid(i z L. saflo-
rové, s fixnim kvalitativnim i kvantitativnim slozenim (Peschel et al., 2011; Vokac¢
et al., 2002).

Jeden z prvnich védeckych ¢lankd ohledné ekdysteroidl obsazenych v L. sa-
florové se zminoval o izolaci latky 20-hydroxyecdysteron, znamou dfive jako (-
ekdyson, ekdysteron, nebo polypodin A, ziskany z podzemnich ¢asti rostlin. Obsa-
Zené latky v kofenech dosahovaly 0,04-0,81 %, v nadzemnich ¢astech 0,03-1,22 %
a 0,27-1,51 % v semenech v susiné. V dalSich letech vyzkumu bylo detekovano 49
ekdysteroidd v kofenech, nadzemnich ¢astech a semenech (Kokoska, Janovska

2009; Borovikova et al.,1999; Budésinsky et al., 2009).

Obrazek 21 - Strukturni vzorec ekdysteroidu makisteron A
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Kokoska, Janovska (2009)
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Obrazek 22 - Strukturni vzorec ekdysteroidu rapisterone-D-20-acetate

Kokoska, Janovska (2009)

Obrazek 23 - Strukturni vzorec ekdysteroidu carthamosteron
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Kokoska, Janovska (2009)
2.2.2. Fenolové kyseliny a flavonoidy

DalSimi latkami, které tvofi pocetnou skupinu vyskytujici se v L. saflorové, jsou fe-
noly, resp. polyfenolové slouceniny. V poslednich letech se védci zaméfili na zkou-
mani fenolickych latek - flavonoidd, jako potenciondlniho efektivniho Iéciva
s nizkou toxicitou. Flavonoidy jsou velmi bohatou skupinou rostlinnych fenolickych

latek, které patfi mezi sekundarni metabolity produkované rGznymi druhy rostlin.
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Nevznikaji primarné pfi zakladnich metabolickych procesech, jako je napf. fotosyn-
téza nebo respirace, ale uc¢astni se aktivné Zivotniho cyklu rostliny. Napfiklad po-
kud rostlina reaguje na zmény podminek Zivotniho prostfedi nebo potfebuje
odrazit napor patogenu. Flavonoidy jsou dulezitou sloZzkou fenolicky aktivnich 1a-
tek v rostlinach, a dokonce jsou i béZznou soucasti lidské stravy. Obecné jsou
znamy antioxidacni ucinky kakaa nebo vina a jejich ucinky na posileni a regeneraci
cév a kapilar. Mezi nejznaméjsi patfi rutin. Flavonoidy se podle struktury déli na
rizné podskupiny - flavony, flavonoly, flavonony, katechiny, anthokyaniny a tyto
podtypy mohou byt souhrnné oznaceny jako glykosidy (Faizieva et al., 1999; Har-
matha 2005; Sharaf et al., 2001).

Tabulka 2 - Flavonoidy a pfibuzné slouceniny v L. saflorové

Cislo Ndzev slouc¢eniny Cdst rostliny

struktury

51 6-Hydroxykaempferol-7-O-(6"'-O-ace- Nadzemni ¢ast

tyl-b-D-glucopyranoside)

52 Patuletin Nadzemni ¢ast

53 6-Hydroxykaempferol-7-glukoside Nadzemni ¢ast

54 Quercetagitrin Nadzemni ¢ast

55 6-Methoxykempferol Nadzemni cast

56 Quercetin-5-glucoside Nadzemni ¢3st,
kofen

57 Isorhamnetin-5-glucoside Nadzemni ¢ast,
koren

58 Quercetin-3,30 -dimethyl ether Nadzemni ¢ast,
kofen

59 Quercetin Koren

60 Quercetagetin Kofen

61 Luteolin Kvét, koren
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62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

Kaempferol

Isorhamnetin

Quercetin-3-methyl ether
Quercetine-5-0O-b-D-galactoside
Isorhamnetine 5-O-a-L-rhamnoside
Quercetagetin-7-0-b-glucopyranoside

6-Hydroxykaempferol-7-O-b-glucopyra-

noside

Quercetagetin-7-0-(600-0O-acetyl-b-

glucopyranoside)

6-Methoxykaempferol-3-O-b-glucopy-

ranoside

6-Hydroxykaempferol-7-O-(6"'-O-ace-
tyl-b-Dglucopyranoside)

Quercimeritrin

Apigenin

Eriodictyol
Eriodictyol-7-b-glucopyranoside
Hesperetin

Chrysanthemin

Cyanin+

Kokoska, Janovska (2009)

Koren

Koren

Kvét, koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Koren

Kvét

Nadzemni ¢ast

Nadzemni ¢ast

Koren

Kvét, koren

Kvét, koren

Studium téchto pfirodnich produktd nabizi i mnoho praktickych vyuZziti.

Zkoumani pfirozenych obrannych mechanismd rostlin proti SkGidcdim, nebo nepfiz-

nivym vliviim okoli, by mohlo pomoci pfi vyvinuti novych metod ochrany rostlin bez
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pouziti pesticidd. Dale by bylo mozné vyuzit poznatky v genovém inzenyrstvi, far-

macii, parfumerii nebo vyrobé materiald.

Obrazek 24 - Struktura flavonoidu patuletin

HO
OH

HO o

OH

OH o

Kokoska, Janovska (2009)

Obrazek 25 - Struktura flavonoidu v L. saflorové kvercetin-5-O-3-D-galaktosid
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Kokoska, Janovska (2009)

Kromé flavonoid(l se mezi fenolové slouceniny, které byly izolovany v nad-
zemnich i podzemnich ¢astech rostliny fadi také fenolové kyseliny, lignany a taniny.
Mimo zastupce fenylpropanoidd-flavonoidd a lignand, byly ze semen L. saflorové
izolovany lignanové glykosidy a také vzacné serotoninové fenylpropanoidy. Dalsi
kategorii nalezenych sloucenin v L. saflorové byla skupina polyacetylent, seskvi-
terpenovych laktonu a triterpenoidnich glykosidd (Yamamotova et al., 2007; Ko-
koska, Janovska 2009).
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Tabulka 3 - Fenolové kyseliny v L. saflorové

Cislo struk-  Ndzev slouceniny

tury

79 Benzoic acid

80 m-Hydroxybenzoic acid
81 p-Hydroxybenzoic acid
82 Salicylic acid

83 Protocatechuic acid

84 Gentisic acid

85 Vanillic acid

86 Gallic acid

87 Syringic acid

88 o-Coumaric acid

89 p-Coumaric acid

90 Caffeic acid

91 Ferulic acid

92 Sinapic acid

93 o-Hydroxyphenylacetic acid
94 p-Hydroxyphenylacetic acid
95 Chlorogenic

96 Neochlorogenic

97 Isochlorogenic acid a
98 Isochlorogenic acid b
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Kokoska, Janovska (2009)

Obrazek 26 - Struktura (2) izomer0 serotoninovych fenylpropanoid@, N-(2)-feru-

loylserotonin, N-(Z)-isoferuloylserotonin
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Kokoska, Janovska (2009)

Obrazek 27 - Struktura (E) izomer0 serotoninovych fenylpropanoidd, N-(Z)-feru-

loylserotonin, N-(2)-isoferuloylserotonin
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Kokoska, Janovska (2009)
2.2.3. Esencialni olej

Esencialni olej se ziskava z nadzemnich a kofenovych ¢asti L. saflorové a pfibuz-
nych rodd Carthamoides. Olej ma tmavé Zlutou barvu a svymi olfaktometrickymi
vlastnostmi pfipomina pach ¢erstvé nasekanych korend. Pomoci specifickych me-
tod - plynové chromatografie (GC), hmotnostni spektrofotometrie (GC-MS) a ply-
nové chromatografie s Fourierovou transformaci (GC-FTIR), byly stanoveny tfi
hlavni slozky v esencidlnim oleji. Jedna se o aplotaxene (21,2 %), cyperene (17,9
%) a 13-norcypera-1(5),11(12)dien (22,6 %). Celkové bylo ur¢eno 30 sloucenin,
které predstavovaly 98% hmotnosti, z toho 69,6 % tvofily sekviterpenové uhlovo-
diky. V L. saflorové se seskviterpenové laktony vyskytuji ve viech ¢astech rostliny,
seskviterpenové uhlovodiky obsazené v esencialnim oleji mohou predstavovat me-
ziprodukt biosyntetické drahy. Ve starSich studiich se uvadi obsah silice obsazené
v susiné rostlinného materiadlu v rozmezi od 0,07 % do 0,11 % hmotnosti a 0,08

% az 0,09 % v podzemnich organech a listech. Monoterpeny - geraniol 17,04 % az
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18,27 % hmotnosti - jsou hlavnimi latkami v oleji ziskaném z kofend a oddenkd,
zatimco v oleji z listd je nejvice obsazen seskviterpen B-caryophyllen a to v mnoz-
stvi 24,65 % az 32,20 % hmotnosti. Vysoké procento linaloolu (8,88 % - 12,07 %
hmotnosti) bylo naméfeno v oddencich a kofenech (Geszprych 2002; Havlik et al.,
2009).

Obrazek 28 - Struktura aplotaxenu, uhlovodiku obsazeného v esencialnim oleji
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Geszprych (2002)

Obrazek 29 - Struktura 13-norcypera-1(5),11(12)-dienu obsazeného v esencial-

nim oleji

o

Geszprych (2002)
2.3. Metody stanoveni ucinnych latek
2.3.1. Extrakce pomoci organickych rozpoustédel

Jedna se o metodu ziskavani obsazenych latek z rostlinného materialu, kdy je rost-
linny material pfiméfené dlouhou dobu macerovan v nékterém z typud organického
rozpoustédla. Pro zlepSeni procesu macerovani rostlinné hmoty se provadi mi-
chani a protfepavani maceratl. Po prfimérené dlouhé dobé se provede za zvySené
teploty a tlaku odpareni organického rozpoustédla, ¢imz ziskame pfislusny ex-
trakt. Pro ziskavani extraktu L. saflorové jsou dle zplGsobu nasledného vyuziti nej-
vhodnéjsi pro pouziti jako rozpoustédla alkoholy metanol pfipadné etanol
(Vrchotova et al., 2002).

Specifickou metodou je Soxhletova metoda extrakce. Pfi této metodé do-
chazi pfi maceraci k zahfivani celého objemu maceratd. Tato metoda ma vyhodu
vyssi vytéznosti obsaznych latek, ale dochazi pfi ni k rozkladu termolabilnich latek
(Barnet et al., 2015).
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2.3.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Princip a podstata separacnich déjd vyuzivanych v kapalinové chromatografii se
v zasadé nelisi od plynové chromatografie. Hlavni rozdil spo¢iva v minimalni kom-
presibilité mobilni faze, malému vlivu teploty na separaci a vyznamné aktivni Uloze

mobilni faze.

Kapalinova chromatografie zahrnuje vSechny zpisoby chromatografické se-
parace, kde je mobilni faze separace kapalna. Z pohledu experimentalniho uspora-
dani hovofime o kapalinové chromatografii v otevieném systému tenkovrstvé
chromatografie (Kopfiva 2002, Votavova 2004) a v uzavieném systému dnes
zejména vyuzivané vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC (Kuzel et al.,
2009; Ktizek, Sima 2015).

2.3.3. Pristroje pro kapalinovou chromatografii

Mezi plynovymi a kapalinovymi chromatografy existuje jista podobnost. Mobilni
faze je priisokratické eluci vedena ze zasobniku pres odplyrovac do vysokotlakého
Cerpadla, pfi gradientové eluci se komponenty mobilni faze ptivadeéji ze zasobniku
do smésSovace, kde se misi ve zvoleném poméru a teprve pak postupuji do Cerpa-
dla. Odtud je mobilni faze vedena pres tlumi¢ pulzl cerpadla do kolony. Kolona
byva obvykle vyrobena z nerezové oceli, nebo specialniho skla a bezprostfedné za
ni je napojen detektor. Ten je spojen se zafizenim pro registraci prab&hu analyzy
(zapisova¢, nebo PC s hardwarovou Upravou a vyhodnocovacim softwarem). Né-
kdy byva za detektor zarazen sbérac frakci mobilni faze, jenz umoziuje zachytit
seprarovanou slozku vzorku, pro naslednou detailni identifikaci (Kfizek, Sima
2015).
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Obrazek 30 - Schéma isokratické kapalinové chromatografie
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Ktizek, Sima (2015)
2.3.4. Cerpadla pro HPLC

BéZné se u HPLC pracuje s tlaky od 1 do 60 MPa, pfi pratocich mobilni faze v roz-

sahu od 0,1 do 10 ml.min™.

Dnes se v praxi vyuzivaji kontinualné pulzujici ¢erpadla, ktera jsou bud pis-
tového, nebo membranového charakteru. Pfi kazdém pohybu pistu, nebo mem-
brany vpfed dochazi k vytlaceni malého objemu mobilni faze do systému. Pulzace
je tlumena zafazenim dalSiho cerpadla pracujiciho v opac¢né fazi ,dual head
pumps”, nebo zarazenim tlumice pulz(. Tlumi¢em byva odporovy element z néko-
lika zavitd svinuté kapilary, nebo kapacitni elementy o malém vnitfnim objemu,
kde se k tlumeni pulzd vyuziva slacitelnosti vnitfniho jadra elementu zhotoveného
z pruzného plastu. Moderni ¢erpadla jsou doplnéna elektronicky fizenymi zpétno-
vazebnimi systémy, rezidudlni tlakové pulzace pfimo ovladaji otacky motoru (Kfi-
7ek, Sima 2015).

2.3.5. Davkovani vzorku

Davkovani vzork( u HPLC lze provadét podobné jako u GC perforaci pryzového
septa mikrostfikackou. Popsany zptsob se viak vzhledem k vysokym provoznim
tlakiim v koloné pouziva jen velmi zfidka. Vice béznym, i kdyZ dnes rovnéz ustupu-
jicim zplGsobem, je nastfik mikrostfikackou pomoci ,stop flow” ventilu, ktery umoz-
nuje kratkodobé rozpojeni systému cerpadla - kolona. Po nastfiku dojde

k opétovnému propojeni téchto ¢asti systému.
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Prevazujicim zpUlsobem nastfiku vzorku je pouziti Sesticestného kohoutu
s davkovaci smyckou. Smycka o znamém konstantnim objemu se nejprve naplni
roztokem, poté se kohout pfepne do druhé polohy, kdy eluent protéka smyckou

a vnese vzorek do kolony (Kfizek, Sima 2015).

Obrazek 31 - Schéma davkovaciho ventilu

cndEid vzorek

atodénd jadro
ventilu

od carpadla

pozice pinéni pozice davkovani

Ktizek, Sima (2015)
2.3.6. Kolony pro HPLC

Pro HPLC se pouzivaji rovné kolony o délce 10-100 cm, nej¢astéji 10-20 cm s vniti-
nim prdmérem od 0,2 do 2 cm. Pfi déleni slozZitéjSich smési se nékdy kolony fadi
za sebou. U pfirodnich vzork( obsahujicich mnoho balastnich latek, které by mohly
vyvolat predcasné znehodnoceni kolony, se Casto pfed vlastni kolonu zarazuje
ochranna predkolona. V¢asnou vyménou predkolony chranime separacni kolonu.
Velikost sorbentu, kerym se HPLC kolony plni, se pohybuji mezi 3-50 pm, nej¢astéji
mezi 5-10 um (Kfizek, Sima 2015).

2.3.7. Naplné a eluenty

V klasické kapalinové chromatografii se obvykle pouzivaji polarni silikagely jako
stacionarni faze a spiSe nepolarni rozpoustédla jako mobilni faze. Historicky mladsi
je pouziti hydrofobizovaného silikagelu, ktery je nepolarni, jako stacionarni faze a
spiSe polarni mobilni faze. Tento systém se nazyva chromatografie na reverzni fazi.
Jako mobilni faze se nej¢astéji pouziva binarni, nebo ternarni smési vody, metha-
nolu, acetonitrilu, tetrahydrofuranu ¢&i dioxanu. Zménou pH mobilni faze mizeme
vyznamné ménit retencni parametry mnohych latek. ZvySenim pH se zvySuiji ren-
tencni Casy bazickych slozek a snizuji retencni casy slozek kyselych. Revezniho
efektu docilime snizenim pH mobilni faze. Chromatografie s reveznimi fazemi se
dnes pouziva u 80 % aplikaci HPLC (KFizek, Sima 2015).
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2.3.8. Detektory

Kapalinova chromatografie takika postrada univerzalni detektor, jakym je u GC
plamenovy izola¢ni detektor nebo tepelné vodivostni detektor. Velmi hojné pouzi-
vany je pritokovy fotometricky nebo fluorimetricky detektor. Eluat protéka mér-
nou celou malého objemu s velkou optickou délkou, obvykle V = 5-10 pl, I = 10
mm. Pfi vhodné zvolené vinové délce je registrovana absorbance eluatu. Moderni
pfistroje jsou obvykle vybaveny detektory s proménlivou a programové ménitel-
nou vinovou délkou - ,diode array” detektorem, schopnym proméfit ve zvoleném
okamziku celé UV/VIS spektrum slozky. Ziskana informace je ddlezZitou kvalitativni

informaci o sledované slozce (K¥izek, Sima 2015).
2.3.9. Kvalitativni chromatograficka analyza

Zakladni zptsob kvalitativniho vyhodnocovani chromatogramu je zalozen na zna-
losti reten¢nich dat chromatografovanych latek. Identifikace spociva v porovnani
retencniho ¢asu neznamé latky a standardu separovaného za stejnych podminek.
Toto porovnani se provadi ve dvou odlisnych chromatografickych systémech. Jed-
nim z nejlepsich zplsobu identifikace eluovanych latek je napojeni plynového i
kapalinového chromatografu na hmotnostni spektrometr. Spojeni GC-MS ¢i LC-MS

patfi k nejlepSim analytickym separa¢nim a identifika¢nim systémdm vibec.

Metoda HPLC se dnes Siroce vyuziva v primyslu, zdravotnictvi, farmacii a

mnoha dal3ich oborech (Kfizek, Sima 2015).
2.3.10. Kvantitativni analyza

Kvantitativnim Gdajem detektorl je plocha pod elu¢ni kfivkou. Plochu je mozno
meéfit fadou zplsobl. NejbéZnéji se postupuje nasobenim vysky piku jeho Sitkou.
Moderni chromatografy jsou vSak pravidelné vybaveny integratorem plochy pikd,

jenz je dnes &asto soudasti fidiciho potitate chromatografu (Kfizek, Sima 2015).
2.3.11. Separace ekdysteroida

Vhodné metody, které se vyuzivaji pro separaci, identifikaci a izolaci ekdysteroidu
jsou techniky HPLC/TLC v rezimech RP, NP-HILIC, nebo NP, i prfesto se zda byt ana-
lyza ekdysteroid( obtiznym analytickym problémem, na ktery je potfeba se jesté
zaméfit (Kopriva 2002).

Rostlinné ekdysteroidy jsou pfedmétem zajmu farmaceutického primyslu
a sportovni mediciny, hlavné diky jejich pfedpokladanym adaptogennim a anabo-
lickym vlastnostem. Znac¢ny problém pfinasi vysoky obsah pfibuznych ekdystero-

idnich i nepfibuznych sloucenin v extraktu, které komplikuji chromatografické
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metody izolujici latku. Jednou z moznosti je vyuziti dvourozmérné separace - 2D
HPLC, nebo 2D TLC (Gtazowska et al., 2018).

2.4. Farmakologické ucinky nékterych acinnych latek

L. saflorova, byla vzdy spjata s obyvateli Sibife, pfinasela jim blahodarné ucinky, a
to i v lidovém lécitelstvi, kde hrala roli Iéku proti Unavé, Iécila impotenci a povzbu-
zovala organismus pfi rekonvalescenci po dlouhych nemocech. Tradi¢né se vyuzi-
valy hlavné kofeny a oddenky, pficemz byla L. saflorova povazovana za tonikum
nebo roborans (posilujici, osvézujici 1ék a stimulant). Literatura uvadi Ze L. saflo-
rova midze mit ptiznivy vliv na pamét napfiklad pfi studiu ¢&i pri [é¢bé navykového
chovani. Latky obsazené v L. saflorové mohou byt dale napomocné pfi potfebé
zvétSeni pracovni kapacity kosterniho svalstva, pfi uvolfiovani neur6z, mohou zlep-
Sit metabolismus lipidG a sacharid( a jinak pfispivat k celkovému dobrému stavu
organismu svymi anabolickymi a adaptogenimi Ucinky, které se tykaji pfedevsim

obsazenych ekdysteroidu.

Diky ekdysteroiddm se rostlina tési velké oblibé mezi sportovci, u kterych
funguje jako anabolicky doplnék stravy. Ddale se s ekdysteroidy mizeme setkat
v kosmetickém prdmyslu. Z pohledu dalSich skupin aktivnich latek, kam patfi fla-
vonoidy je vyuziti rostliny jako pfirodniho Iéc¢iva velmi zajimavé. Obecné u flavono-
idd plati, ze maji efekt na zpevnéni kapilar a disponuji hepatoprotektivnim
ucinkem.

L. saflorova predstavuje z Uhlu pohledu primérného ¢lovéka skryty klenot.
Naléza a prinasi feSeni mnoha civiliza¢nich chorob. Svym plGsobenim na centralni
nervovou soustavu a kardiovaskularni systém zlepsSuje spanek, chut k jidlu, naladu,
stabilizuje mentalni a psychicky stav, napomaha télu se Iépe vyrovnat se stresem,

zvySuje imunitu a rezistenci vi¢i nemocem a |é¢i gastrointestinalni choroby.

Pokud se zamérime na obecné uclinky biologicky aktivnich latek obsazenych
v extraktu z L. saflorové, vyvstava otazka komplexniho farmakologického potenci-
alu rostliny, v podobé nedostatku hodnotné vypovidajicich védeckych studii (Ha-
vlik et al., 2009; Stodulka et al., 2008; Harmatha et al., 2007; Faizieva et al., 1999;

Yamamotova et al., 2007).
2.4.1. Efekt na proteosyntézu a pracovni kapacitu

RGzné in vivo testy na zvifatech a klinické testy na atletech, provadéné v SSSR,
potvrdily signifikantni pozitivni efekt extraktu L. saflorové, hlavné ekdysteroidnich
slozek (20E), na zvySeni syntézy protein a pracovni kapacitu testovanych sub-

jektd. Tyto vysledky nasledné vedly k vyvoji nékterych pfipravk( pouzivanych ke
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zvyseni sily, vytrvalosti a nardstu svalové hmoty, hlavné u sportovct. Od roku 1970
je potvrzen anabolicky efekt na experimentalnich zvifatech, kdy jim byla podavana
latka 20-hydroxyekdyson v davce 5 mg/kg po dobu 7 dnu. Jeji plsobeni se proje-
vilo naristem vahy srdec¢niho svalu, jater, ledvin a pfedniho bércového svalu. DalSi
studie prokazaly, Ze denni podani stejné davky intraperioneralné urychlila riist mla-
dat, ale pouze u sameckl. Anabolicky efekt L. saflorové ve smyslu ristu svalové
hmoty u obratlovct byl dokazan i pfi testovani japonskych kiepelek, které byly
krmeny rozdrcenymi semeny v praskové formé. Narust zivé hmotnosti se projevil
jiz po 37 dnech (Stopka et al., 1999; Kokoska, Janovska 2009; Sovova et al., 2008).

Posledni studie prokazuji zvySenou biosyntézu makromolekul u potkan( po
podani extraktu L. saflorové do dutiny bfisni, hlavné protein(, RNA a DNA (Todorov
et al,, 2000 a, b).

Skutecnost, ze 20-hydroxyekdyson vykazuje anabolickou aktivitu u teplo-
krevnych Zivocich(, ktefi nejsou schopni vytvaret tento hormon endogennég, dava
jasny d@ivod k predpokladu, Ze extrakt z L. saflorové bude rovnéz vzbuzovat ana-
bolicky efekt diky vysokému obsahu ekdysteroidi. Je ovéfeno, Ze ekdysteron sti-
muluje biosyntézu cytoplazmatické a nuklearni RNA a zvySuje obsah proteind a

glykogenu v srdci, jatrech a svalech.

U¢inky ekdysteroida jiz byly testovany i v klinickych studiich, a to zejména
na atletech. Studie pracovaly s peroralnim podanim preparatu Ecdysten (aktivni
latka v ném obsazena je 20E), Levetone a Prime Plus. Ecdysten byl po dobu dvaceti
dni uzivan vzdy v dobé denniho aerobné-anaerobniho tréninku. Po takto relativné
kratké dobé doslo k markantnim zménam v téle, napfiklad ke sniZeni obsahu tuku
v organismu ¢i k nardstu svalové hmoty v porovnani s kontrolni skupinou. Pero-
ralni podavani Levetonu soucasné s tinkturou z L. saflorové zpUsobilo zfetelnou
redukci krevni srazlivosti s narGstem restitu¢nich a pracovnich kapacit u pozoro-
vanych atletd v intenzivnim tréninku. Uzivani také ovlivnilo humoralni imunitu at-
letd, protoze uzivani Levetonu s tinkturou signifikantné pfispélo k regeneraci
snizenych hladin imunoglobulinG IgA, IgG a slozky C3 komplementu (humoralni
nespecificka slozka plazmy). Nasledné studie s 20 dennim davkovanim Levetonu
vedly k redukci malondialdehydu (MDA) v moci u vysoce trénovanych atletd a ke

zvyseni fyzické aktivity na bicyklové ergometrii pfi postupném zvétSovani zatéze.

MDA je jednim z meziproduktt peroxidace lipidd, ktery se povazuje za ,mar-
ker” oxida¢niho stresu. Pokud v lidském téle existuje nerovhovdha mezi produkci

reaktivniho radikalu kysliku a antioxida¢ni kapacitou organismu neboli dojde k oxi-
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dac¢nimu stresu, mohou byt vlivem peroxidace lipid0 poskozeny i fosfolipidy mem-
bran bunék, coz mize mit za nasledek choroby jako je diabetes mellitus, atero-
skleréza, zanétlivé onemocnéni a dalsi (Todorov et al., 2000 a, b; Gadzhieva et al.,
1995; Gems 2008).

2.4.2. Vliv na kardiovaskularni systém a krev

Experimentalni test in vivo na ko¢kach a potkanech, kterym se podaval ethanolovy
extrakt z L. saflorové do tenkého stfeva a dvanactniku v davce 200 mg/kg, zpuso-
bil pokles krevniho tlaku u sledovanych skupin o 25-30 % v porovnani s kontrol-

nimi skupinami.

Peroralni podani pfipravku obsahujiciho 20-hydroxyekdyson v davce 5
mg/kg, zvysil sekreci a viditelné zlepsil chemickou charakteristiku kvality Zluce. To
vedlo ke zlepSeni celkovych parametrd u potkant s toxickym poskozenim jater,
indukovanym podanim heliotrinu. Pfi podavani ethanolového extraktu ziskaného
z kotfene rostliny krysam a mysim, se ucinek vyznacoval antidiabetickymi vlast-
nostmi, tedy snizenim krevni hladiny glukézy a zvySenim zredukovanych hladin ja-

terniho glykogenu.

Dale byl extrakt podavan krysam s vysokym krevnim tlakem. Pétidenni po-
davani 150 mg/kg u krys s infarktem myokardu zlepSil krevni viskozitu jak krve,
tak i plazmy. Zvysila se spontanni agregabilita erytrocytd, koncentrace fibrinogenu
a doslo ke zvySeni deformability erytrocytl a jejich pohyblivosti. Opakované pre-
ventivni podavani preparatu z listd rostliny vedlo k antiarytmickému efektu, a to u
uméle vytvorené arytmie pomoci adrenalinu u krys. Literatura dale uvadi stimula¢ni
efekt L. saflorové na inzulin a aktivitu vedouci ke snizovani hladin krevni glukézy.
DalSim opakovanym podavanim 20E v extraktu L. saflorové se podafilo zvysit po-
Cet erytrocytd a obsah hemoglobinu. Znatelny efekt byl pozorovan i pfi regeneraci
Cervené krevni fady u toxické anémie vyvolané fenylhydrazinem (Syrov et al., 1986;
Plotnikov et al., 2001; Kokoska, Janovska 2009).

Flavonoidy izolované z L. saflorové hesperetin, kvercetin, luteolin, kaemp-
ferol, isorhamnetin, chrasanthemin a cyanin, vkazuji dobré vlastnosti v ramci pre-
vence akumulace cholesterolu a triglyceridd v 1é¢bé hyperlipidémie u krys vyvolané
tritonem. U kralikd jejich G¢inek mél vliv na manifestaci aterosklerotického pro-
cesu, prostiednictvim posilovani odolnosti cévni stény. Terapeuticky ucinek flavo-
noidd je spojen s kapacitou flavonoidd inhibovat Ilokalni mechanizmus

aterogeneze a dale s hypolipidémickou aktivitou. Jedna z poslednich studii pouka-
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zuje na inhibici slu¢ovani humannich krevnich desticek, vyuzitim surového ethano-
lového extraktu z L. saflorové ziskaného z nadzemni ¢asti rostliny (Khushbaktova,
Syrov 1989; Koleckar et al., 2008).

2.4.3. Efekt na nervovy systém véetné mozku u savci

Efektem na nerovy systém se vyznacuji zejména ucinné latky extrahované z ko-
fene, a to ekdysteroidy a izomery N-feruloylserotoninu. Pfi podavani davky 500
mg/kg, hodinu pred fyzickou zatézi, bylo vysledkem zlepSeni pohyblivosti, ten-
dence ke snizeni narkotického efektu chloralhydratu a zvySeni excitability centralni
nerovové soustavy. Dale se extrakt projevoval ve zlepSeni schopnosti ucit se, zlep-

Senim paméti a eliminace poSkozeni paméti zplsobenou skopolaminem.

PFi peroralnim podavani 40 % extraktu ethanolu se susinou rostliny, vedla
davka 150 mg/kg ke snizeni hustoty synapsi v kiife mozkové u krys trpicich moz-
kovou ischemii. Pfipravek Ecdysten v davce 5-10 mg/kg u kralikd vedl k aktivaci
elekroencefalogramu (pfistroj zaznamenavajici mozkovou aktivitu), k budicimu
efektu a redukoval uméle navozeny hypnogeni stav thiopentalem. Ecdysten vyka-
zoval antihypnogenni aktivitu, a to redukci spanku v experimentu na mysich, kte-
rym se nejprve podal k navozeni spanku chloralhydrat a hexenel. Nékolikanasobné
podani Ecdystenu potkandm stimulovalo jejich emocionalni a prizkumnou aktivitu
pfi zkraceni ¢asu rozvoje vzniku podminénych reflexd. Jedna z dalSich studii pou-
kazovala na selektivni vlastnosti N-feruloylserotoninu, které pfispivaji k redukci
stresu. Pouze v jedné klinické studii, kde byl testovan odvar kofene z L. saflorvé
bylo dosazeno uUpravy manifestace deprese u alkoholikd. Prospésné plsobici byl
také odvar z oddenku v 1é¢bé zavislosti na alkoholu. Odvar z kofene prispél k do-
sazeni zlepSeni zdravotniho stavu u pacient( s bolestmi traviciho traktu, které byly
zpUsobeny somatickym plGsobenim (Logvinov et al., 2001; Syrov, Khushbaktova
2005; Yamamotova et al., 2007; Sovova et al., 2008).

L. saflorova je zdrojem serotoninovych fenylpropanoidd, tedy fenylpropa-
noidd, které jsou konjugované se serotoninem a strukturné jsou podobné melato-
ninu. Pfi pohledu na jejich strukturu lze pfisuzovat témto latkam vliv na
serotonergni drahy. Serotonergni neurotransmiterovy systém je jednim ze sys-
témd, ktery ovlada reakci téla na stres a bolest. Jednim z velkych védeckych témat
jsou praveé razné implikace mezi stresem a bolesti na neuronalni Urovni. Stres prav-
dépodobné aktivuje inhibici bolesti v ramci nékolika specifickych neuronalnich ok-
ruhd, samotna inhibice potom probiha bud opioidnim, nebo neopioidnim

mechanizmem. Stres tedy pfirozené aktivuje endogenni analgeticky systém, a do-
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konce i snizuje efektivitu plsobeni analgetik. Extrakt z L. saflorové je tradi¢né vy-
uzivan k redukci stresu, zvySenim rezistence a imunity. Tato kritéria jsou pfisuzo-
vana adaptogenu, za ktery je rostlina povazovana. Diky pfitomnym izomerdm N-
feruloylserotoninu se pfedpoklada, ze by rostlina méla snizit intenzitu navozené
analgezie po puUsobeni stresu a méla by snizit i pocit Uzkosti. V ramci studie na
potkanech se testoval ucinek N-feruloylserotoninu na nociceptivni reakci, a to jak
za normalnich, tak za stresovych podminek. Druhotnou tlohou bylo zjistit efekt na
uzkost (Harmatha et al., 2007; Yamada, Nabeshima 1995).

Serotoninové fenylpropanoidy Ize nalézt v semenech rostliny. Z nich byla
ziskana krystalicka frakce, kterd obsahovala kvalitativhé 4 izomerické slouceniny-
izomery (Z) a (E) N-feruloylserotoninu a N-isoferuloylserotoninu, s kvantitativné

nejobsahlejsim N-(E)-isoferuloylserotoninem (Harmatha et al., 2007).

Podrobeni potkan( ,tail-flick” testu vedlo k vysledkiim, kde izomery N-feru-
loylserotoninu nemély zadny vliv na bazalni nocicepci. U skupiny s vysokym prahem
bolesti dochazelo ke zmirnéni analgezie v pribéhu stresovych testl po podani
latky N-feruloylserotoninu. Jeho anxiolytickych Gcinek byl potvrzen u potkan( s vy-
sokym prahem bolesti, ktefi po podani davky zacali v prizkumné &innosti bludisté.
Jejich vstup do ¢&asti s otevienymi rameny byl frekventovanéjsi (Yamamotova et
al., 2007).

2.4.4. Neurologie
2.4.4.1. Uzkost

Intraperitonedlni injekce izomerd N-feruloylserotoninu (latka izolovana ze se-
men L. saflorové) v davce 10 mg/kg u potkanl snizila Uzkost u zvifat s vysokym
prahem bolesti (jednalo se hlavné o vice Uzkostné jedince) (Yamamotova et al.,
2007).

2.4.5. Interakce s metabolismem glukézy
2.4.5.1. Glukoéza v krvi

Pfi koncentracich 10 uM byl 20-hydroxyecdyson schopen inhibovat produkci
glukézy in vitro v krevnim séru hepatomovych krysich bunkach (H4IIE) s podob-
nou ucinnosti, jako fyziologicky relevantni koncentrace inzulinu (10 pM). Inhibice
produkce glukézy byla zavisla na aktivaci PI3K. Tato inhibice produkce glukézy byla
spojena s potlacenim aktivace gluk6zo-6-fosfatazy (G6Pase) a fosfoenolpyruvat

karboxykinazy (PEPCK), coz jsou dva glukosové enzymy omezuijici rychlost tvorby
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glukézy pod kontrolou inzulinu (Kizelsztein et al., 2009; Wu et al., 2005; Hanson,
Reshef 1997; Chen et al., 2006).

2.4.6. Kosterni svalstvo a fyzicka zdatnost
2.4.6.1. Hypertrofie

Ekdysteroidy, v€etné 20-hydroxyecdysonu, jsou zapojeny do syntézy svalovych
proteind (MPS) v izolovanych svalovych bunkach prostfednictvim mechanismu za-
vislého na fosfoinositid-3-kinaze (PI3K). Pfepoklada se, ze aktivace Akt/PI3K vede
ke svalové syntéze vyvolané 20-hydroxyecdysonem, ke které dochazi za zvySené
hladiny intracelularniho vapniku, zplsobené domélym receptorem vazanym na G-

protein (GPCR), navazanym na fosfolipazu C (PLC) / inositol 3-fosfat (IP3).

| kdyz presné mechanismy 20-hydroxyecdysonu na syntézu svalového pro-
teinu nejsou zcela objasnény, zda se, Ze zahrnuje rychlé zvySeni vapniku v bunce
(cytosol), coz zpusobuje aktivaci signalizace Akt / PI3K. Tato aktivace pak indukuje

syntézu svalovych proteind.

Ve studii sledujici potkany, kterym bylo peroralné podavano 20 mg/kg 20-
hydroxyecdysteronu denné po dobu deseti dnd, byl zjistén nardst télesné hmot-
nosti 0 51,9 % vys3i nez u kontrolnich skupin. Ecdysteron triacetat a tetraacetat
byly také ucinné (nartst o 30,8-36,5 % vyssi nez kontrola) a ucinky 20-hydroxy-
ecdysonu se zdaly byt silné zavislé na hormonalnim stavu potkanu, protoze hypo-
fyzektomizované a impuberalni krysy vykazovaly malou, nebo Zadnou rychlost
zlepSeni rastu (Gorelick-Feldman et al., 2008; Gorelick-Feldman et al., 2010; Cheng
et al.,, 2013; Toth et al.,, 2008; Minamimoto et al., 2008; Syrov 2000; Seidlova-
Wuttke et al,, 2010 a).

2.4.6.2. Ucinky na vykon

Bylo zaznamenano, ze 50 mg/kg 20-hydroxyecdysonu v krmné davce potkant
v pribéhu 28 dnt zvysuje silu 0 18 % ve srovnani s kontrolni skupinou. V sou¢asné
dobé neprobihaji Zadné studie honotici tuto vlastnost suplementace na lidech (Mi-
namimoto et al., 2008; Chermnykh et al., 1988; Gorelick-Feldman et al., 2008).

2.4.7. Imunologie a zanétlivé onemocnéni
2.4.7.1. Interleukiny

Extrakt z L. saflorové potlacuje sekreci zanétlivych cytokind, véetné TF-a, z Hela
bunék transferovanych IL-6 geny in vitro. Cely rostlinny extrakt byl v potlaceni za-

nétlivych onemocnéni Ucinnéjsi nez Cisty 20-hydroxyekdyson. U potkand byl nardst
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TNF-a (2,7krat) a IL-6 (3,1krat) vyssi v disledku diety s vysokym obsahem tukd po
obdobi osmi tydnt (Peschel et al., 2011; Dushkin et al., 2014).

2.4.7.2. Neutrofily

Izomery N-feruloylserotoninu v koncentracich od 10 do 100 uM izolovanych ze se-
men L. saflorové inkubované z lidského séra, byly schopny silné potlacit aktivaci
forbol-myristat-acetatl (PMA). Zda se, Ze inhibice je ¢astecné zplsobena inhibici
fosforylace PKC a ovliviiuje narazovou reakci neutrofilu (Nosal et al., 2011; Nosal
et al., 2010).

2.4.8. Efekt na reprodukci a sexualni funkce

Z pohledu afrodiziakalniho plsobeni u lidi byl prokazan pozitivni vliv na reprodukci
a sexualni funkci. Predmétem klinické studie byl preparat Ecdysten, jehoz kom-
plexni U¢inek zahrnuje i vliv na zlepSeni sexualnich funkci a kvality spermii u muzd
trpicich neplodnosti. Podobného zjisténi se dostalo i pfi testovani muzd po in-
farktu myokardu (Mirzaev et al., 2000).

2.4.9. Efekt na libido

Studie provadéné na kancich, u nichz se testoval vliv dopriku L. saflorové a jinych
rostlin (Eurycoma longifolia Jack a Tribulus terrestris) na plodnost a libido, ktery
byl podavan denné, prokazaly narlist koncentrace spermatu v objemu ejakulatu.
Libido se u testovanych jedinct zvysSilo o 20 % ve srovnani s vychozimi hodnotami

v experimentalni skupiné (Frydrychova et al., 2011).
2.4.10. Inerakce s hormony
2.4.10.1. Kortikosteroidy

Podavani 300 mg/kg 2,2% L. saflorové po dobu osmi tydnd, vedlo u potkant v di-
eté s vysokym obsahem tukl ke zvySeni kortikosteronu az o 27 % v séru. Toto
navyseni je srovnatelné v rozsahu podobné davky extraktu z granatového jablka
obsahuijici 40 % kyselinu ellagovou. L. saflorova byla také schopna obnovit kon-
cetraci kortikosteronu v nadledvinkach, ktera byla vy¢erpana o 25 % (Dushkin et
al., 2014).

2.4.10.2. Hormony stitné zlazy

U ovarektomizovanych (chirurgické odstranéni vaje¢nik() samic potkand, kterym
byl podavan 20-hydroxyecdyson v krmivu v rozmezi 1 az 6 g/kg, neovlivnil pripra-
vek v porovnani s kontrolni skupinou funkci stitné ZIazy. V sou¢asné dobé neexis-

tuji zadné podobné studie na lidech (Seidlova-Wuttke et al., 2010 a).
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2.4.10.3. Estrogeny

U ovarektomizovanych krys, kterym byl podavan 20-hydroxyecdyson v mnoZstvi
od 8 do 115 mg/kg télesné hmotnosti, nebylo zaznamenano zadné zvySeni hmot-
nosti délohy nebo zvySené koncentrace estradiold v séru, coz nenaznacuje vy-

znamny estrogenni Ucinek.

Nezda se, Ze by ekdysteroidy interagovaly s estrogenovymi receptory (Sei-
dlova-Wuttke et al., 2010 a; Seidlova-Wuttke et al., 2010 b; Kapur et al., 2010).

2.4.10.4. Androgeny

20-hydroxyecdyson se nedokazal navazat na androgenni receptory v koncentra-
cich mezi 1 az 100 pM, coz je koncentrac¢ni rozmezi, ve kterém dochazi ke zvySené
syntéze proteind. Perordlni podani 5 mg/kg denné po dobu deseti dni nezpUso-
bilo Zzadné zmény ve ventralni hmotnosti prostaty a semenych vackd, coz nazna-

Cuje negativni androgenni aktivitu (Gorelick-Feldman et al., 2008; Syrov 2000).
2.4.10.5. Antioxida¢ni imunomodula¢ni a protinadorova aktivita

Protirakovinné vlastnosti L. saflorové jsou v posledni dobé predmétem rdznych
studii. Jedna z nich se vénuje apoptoéze v lidskych bunécnych liniich gliomd rdzného
stupné, za pomoci kofenového extraktu z L. saflorové. Z vysledku je patrné, ze TR
(transformovany korenovy) extrakt vykazuje protirakovinnou aktivitu (gliomové
buriky Il. a lll. stupné) inhibici proliferace gliomovych bunék a indukci apoptotické

bunéc¢né smrti, kde mize byt TR extrakt pouzit jako slibné protirakovinné ¢inidlo.

Transformované kofenové extrakty L. saflorové vykazuji protinadorovou ak-
tivitu u bunécnych linii lidské leukémie a plicniho adenokarcinomu. Koreny trans-
formované Agrobacterium rhizogenes jsou bohaté na derivaty kyseliny
caffeoylchinové, znamé jako silné antioxidacni slouceniny. Vysledky naznacuji, ze
extrakt Rc TR inhiboval Zivotaschopnost bunék viech testovanych bunéénych linii
(leukemické bunky K-562 a CCRF-CEM a bunky plicniho adenokarcinomu A549).
Navic extrakt Rc TR snizuje potencial mitochondrialni membrany a vykazuje geno-
toxicitu proti testovanym bunécnym liniim zvySenim mitochondridlnich DNA |ézi
(geny ND1 a ND5 pusobi poSkozeni nukleové DNA v genu TP53). Vysledky ukazuiji,
ze extrakt Rc TR muze ucinné Iécit rakovinné bunky indukci dysfunkce mitochon-
drii. Role mtDNA muze byt navic slibnym faktorem v chemoterapii (Skata et al.,
2018).
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2.4.10.6. Interakce s rakovinovym mechanismem

U Zen s rakovinou vajecnikd, které pri 1é¢bé uzivaly podplrny adaptogenni pfipra-
vek ze smési bylin obsahuijici L. saflorovou, Rhodiola rosea, Eleutherococcus senti-
cosus a Schisandra chinensis, vedl vedle probihajici chemoterapie k mirnému
zvySeni T-bunék, zmirfoval stres a Unavu a posiloval imunitni systém (Kormosh et
al., 2006).

2.4.11.Bezpecnost a toxikologie

Samotny 20-hydroxyecdyson ma velky terapeuticky index a velmi nizké riziko
akutni toxicity. V soucasné dobé jesté nebyly provedeny studie u L. saflorové na
chronickou toxicitu (Matsuda et al., 1970).

2.5. Soucasné vyuziti rostliny a jejich u¢innych latek v CR a ve svété
2.5.1. Vyuziti ve farmacii

Plsobenim na lidsky organismus je L. saflorova podobna ZenSenu. Jako prvni upo-
zornil na jeji 1é¢ivé ucinky A. A. Saratikov v roce 1947, kdy jeji ic€inky zkoumal u
pacientl trpicich vSeobecnou slabosti a depresemi. Biologicky U¢inek nevykazuji
pouze rostliny pochazejici ze své domoviny, ale téz rostliny vypéstované v mono-

kulture pfti odlisnych geografickych podminkach.

L. saflorova se pouziva prevazné jako neurostimulator, afrodisiakum a pfi
psychické a fyzické zatézi organismu. Pfi stavech vycerpani zvySuje vitalitu paci-
entd. Pri intenzivni praci se zlepSuji funkéni ukazatele organismu: zvySuje se pra-
ceschopnost, sila zadovych svald, hbitost rukou a jejich vytrvalost vykonavat
statickou praci, presnost a koordinace pohyb(l. Dale pomaha zvySovat také vitalni
kapacitu plic a zkracuje regeneracni periodu organismu. Pouziti extraktu z L. saflo-
rové prinasi vétsi efekt v pripadech predchazejici tnavy. U jedincd s normalni za-
sobou energie ma jen nepatrny vliv. Neplsobi na posun hranice maximalnich
moznosti organismu, ale na jeji efektivni vyuZiti nasledkem stabilizace obsahu

makroergnich fosfatd ve svalech a ekonomictéjsiho vyuziti glykogenu.

L. saflorova pusobi velmi dobfe pfi astenii a depresich, coz ji pfedurcuje k
vyuziti v psychiatrické a neurologické praxi, kde zlepSuje naladu pacientl a pod-
statné snizZuje intenzitu depresivnich projevl. Také byla s Uspéchem pouzita pfi
Iécbé lehcich forem diabetu. L. saflorova se uziva pfi rekonvalescenci a bolestech
hlavy. Podporuje traveni a odstrafiuje nechutenstvi. Mirné zvysSuje krevni tlak,
avsak nékteré klinické pokusy ukazaly opacné ucinky. Dobrych vysledkd bylo do-

sazeno také pfi |é¢eni impotence. Plsobi anabolicky, snizuje hladinu cukru, tukd

46



a cholesterolu v krvi, ma pfiznivy vliv na ¢innost jater a také na kardiovaskularni
systém. Extrakty maji vliv na syntézu bilkovin, obdobné jako anabolické hormony
na bazi testosteronu, oviem bez nezadoucich vedlejsich ucinkd. L. saflorova ma
schopnost snizovat obsah glukoézy v krvi pfi adrenalinové hyperglykémii, zaroven
viak brani rozvinuti hypoglykemické reakce navozené aplikaci inzulinu. Pomaha
urychlit reparacni procesy a normalizovat strukturu jaterni tkané pfi hepatitidé.
Pomaha lépe zasobit mozek kyslikem, coz je pravdépodobné zplsobeno dilataci
cév, které maji nutritivni funkci. Velmi zajimava je schopnost usnadriovat vybaveni
dynamického stereotypu, urcitou dobu necvi¢eného, zlepseni uceni a fixace pamé-

tové stopy.

Na rozdil od nékterych jinych adaptogennich rostlin jsou rizika spojena s
uzivanim L. saflorové prakticky zanedbatelna - jedinym vétSim rizikem je nizky
krevni tlak. U nékterych osob nastava po vyssich nez doporucenych davkach zvy-
Sené podrazdéni mozku, které je vystfidano spavosti. Vycisténé sumarni extrakty,
které obsahuji pfedevsim jen ekdysteroidy a flavonoidy, jsou prakticky bez vedlej-
Sich ucinkad.

Nejuzivangjsi ¢asti rostliny je kofen, ale mize se uziti list pfipadné semena
(velmi malo uvadéno). Nejvice latek z rostliny vyluhujeme formou tinktury, kdy ko-
fen davame do 50-60% alkoholu. Nadzemni ¢ast se vyuziva napfriklad jako ¢ajovina,

ktera se sklizi v dobé kveteni porostu (Barnet et al., 2015).
2.5.2. Ecdysten

Jedna se nehormonalni anabolicky pfipravek, ktery byl testovan v klinickych studi-
ich, kde se projevil anaboli¢téji nez Dianabol. Neobsahuje androgeny a po jeho uziti
nehrozi vedlejsi ucinky. Jeho aktivni sloZkou je Ecdysteron ziskany z L. saflorové,

ktera je ziskavana pfimo z Ruska.
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Obrazek 32 - Pripravek Ecdysten
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Provadéné klinické studie na lidech, ktefi trpéli perzistujici a akutni giardio-
zou neboli lambliézou (onemocnéni vyvolané prvokem Lamblie stfevni), pomohl
potvrdili 1é¢ebny Ucinek pfipravku Ecdysten obsahujici L. saflorovou (Janovska et
al., 2008; Chobot et al., 2003; Osipova et al., 2002).

2.5.3. Admax

Admax je pfipravek s adaptogeny neboli latkami, které zvySuji odolnost téla vaci

stresu. Dvé klinické studie potvrdily, Ze pomaha navysit energeticky vydej téla.

Obrazek 33 - Preparat Admax

ADMAX contan
that ?‘;EL'

Supplement Facts

Serving Size 2 capsules
Servings Per Container 45

e e e e e £ —"
Amount Per Serving % DV
Adaptogen Blend 650 mg
Leuzea carthamoides root extract
Rhodfola rosea root extract
ElRutherococcys Senboosus 1ot extract
Schisandra chinensis berry extract
I ——— e —————————
Daily Value not established.

OTHER INGREDIENTS: C

(Kosher and Halal certfied

v

PATENT PENDING

SUpmement . |ENERGY
90 CAPSULES PRODUCTION

21
>
3

'

Zdroj. Genext NUTRITION

48



Byla provedena klinicka studie preparatu Admax (kombinace L. cartha-
moides, Rhodiola rosea, Eleutherococcus senticosus a Schizandra chinensis), jejiz
pfedmétem bylo pozorovani vlivu preparatu na imunitni systém u pacientek s kar-
cinomem vajecnikd. Pacientky uzivajici Admax mély vyssi hladinu T lymfocytd (hla-
diny I1gG a IgM byly vy$5i) nez ty, které preparat neuzivaly. Vysledkem bylo posileni
imunity u pacientek s karcinomem ovaria lIé¢enych chemoterapeutiky (Miliauskas
et al., 2005; Harmatha et al., 2008; Hamburger et al., 2006).

2.5.4. Vyuziti ve vyzivé zvirat

Pro zkrmovani L. saflorové hovofi jeji zivinové slozeni, které je srovnatelné s béz-
nymi picninami. Jednim z kritérii zarazovani krmiv rostlinného pivodu do krmnych
davek monogastrickych zvifat je jejich aminokyselinové slozeni, jez je v pfipadé L.
saflorové velice pfiznivé. Abychom v3sak ziskali kvalitni krmivo, je nutné sklizen pro-
vést v€as. Pro spravné vyuziti nadzemni hmoty L. saflorové je nezbytné dodrzovat

terminy sklizné. Porost sklizeny s kvéty ma v poslednich fazich kveteni zna¢né vyssi

obsah vlakniny, coz snizuje celkovou stravitelnost (Kuzel et al., 2002 b).

Nadzemni hmotu Ize zkrmovat v zeleném stavu, pfidavat do silazi, ale i su-
Sit. Silaz bézné pfipravovana z nadzemni ¢asti rostliny je charakteristicka vysokym
obsahem kyseliny mlé¢né a zanedbatelnym mnozstvim kyseliny maselné. Produkce
senné moucky umoznuje zafazeni L. saflorové ve vyzivé mensich druh( hospodat-
skych zvifat jako jsou napfiklad prasata, dribez nebo kralici. Mozné je i zkrmovat

semena dribezi (Kuzel et al., 2002 b).

Z publikované literatury vyplyva, Ze zkrmovani objemnych krmiv z L. saflo-
rové do 10 % krmné davky ma pozitivni vliv na vyvoj a hlavné zdravotni stav. U
zvirat, u kterych jsou zkrmovana krmiva z L. saflorové, byl také stanoven vyssi ob-

sah fytoekdysteroidd v mase a mléce (Barnet et al., 2015).
2.5.5. Vyuziti v ochrané rostlin

Pripravky na bazi rostlinnych extraktl jsou prevazné pouzivany pro ochranu skle-
nikovych kultur, pfi ochrané pred parazity u domacich a hospodarskych zvifat, ale
také v ochrané ovoce a zeleniny, kdy jsou vyuzivany prfedevsim ekologickymi ze-

médélci a drobnymi péstiteli.

Pfipravky na ochranu rostlin obsahujici extrakt z L. saflorové nejsou v Ceské
republice prozatim registrovany. Potencial jejich vyuziti pro ochranu rostlin pred
hmyzimi Skadci, a to jak preventivné, tak kurativné, je zejména proti sviluskam,
molicim, mSicim, housenkam, larvam a dospélciim listoZzravych broukut. Pripravky

se aplikuji ve formé postfikl na uzitkové a okrasné rostliny na péstebnich plochach
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(volné padeé), krytych péstebnich zafizenich (parenisté, skleniky, foliovniky) i v do-

macnostech (Barnet et al., 2015).
2.6. Vliv technologie péstovani na obsah uc¢innych latek
2.6.1. Biotické a abiotické faktory pusobici na rostlinu

V pribéhu vyvoje se rostliny vystavuji rdznym vlivim okolniho prostredi, které mo-
hou ménit jejich zakladni metabolismus. K uspésnému dokonceni zivotniho cyklu
se musi rostlina vyrovnat s ekologickymi omezenimi zahrnujicimi patogenni napa-
deni, extrémni vykyvy teplot, vodni deficit a vysokou intenzitu svétla. Pokud né-
ktery z faktorQ prekro¢i kritickou mez, mohou byt rostliny pod tlakem nebo ve
stresu. To nasledné muize vést ke sniZzeni rychlosti rlstu, nizsi produktivité a v ex-
trémnich pfipadech k uhynu rostliny. Faktory, které ovliviiuji Zivotni prostfedi rost-
lin, se rozdéluji do dvou hlavnich skupin na biotické a abiotické (Bartwal et al.,
2013; Kuzel et al., 2006, 2015).

Za bioticky stres se povazuje napadeni rostliny biologickymi Ciniteli, jejichz
ucastniky jsou houby, viry, bakterie a hlistice. Kromé rdiznych patogennich orga-
nismu se do biotickych faktord zarhnuji také plevele, hmyz, bylozravci a dalsi pre-
datofi (Verma, Shukla 2015; Bartwal et al., 2013; Zhao et al., 2005).

Béhem vyvoje rostlina interaguje s okolnim prostfedim a pfichazi do styku s rdz-
nymi abiotickymi slozkami jako je voda, svétlo, teplota, pida a chemické latky
(hnojiva/mineraly). Mezi abiotické stresory patfi latky znecistujici ovzdusi, ex-
trémni teploty, sucho, vysoka intenzita svétla, mechanické poskozeni a salinita
(Verma, Shukla 2015; Bartwal et al., 2013).

Stres vyvolany v rostlinach, at jiz bioticky ¢i abioticky, ma za nasledek nad-
produkci reaktivnich forem kysliku (Reactive Oxygen Species - ROS). Tyto reaktivni
formy maji tendenci oxidovat rtizné bunécné biomolekuly, jako jsou bilkoviny, li-
pidy, nuleové kyseliny apod. Rostliny disponuiji slozitym antioxida¢nim obrannym
mechanismem, aby zabranily hromadéni ROS a tim zajistily své zivotni pochody.
Antioxida¢ni obranny mechanismus se sklada z rdznych enzymatickych a neenzy-
matickych molekul, produkovanych proti nepfiznivym vlivim okolniho prostredi.
Znacna cast téchto molekul patfi do kategorie sloucenin zvanych sekundarni me-
tabolity (Shabala 2012; Bartwal et al., 2013).

2.6.2. Sekundarni metabolity rostlin
Za hlavni funkci sekundarnich metabolitli se povazuje odolnost proti antagonic-
kym organismam, napf. proti byloZzravcdm. Mohou fungovat jako odpuzovace,

jedy, latky sniZujici stravitelnost, nebo naopak atraktanty pro pfiznivé nepratele
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byloZravcl. Z divodu absence imunitniho systému u rostlin, vykazuji rostliny odol-
nost proti patogendm prostfednictvim sekundarnich metabolitd. Nékteré sekun-
darni metabolity maji antimikrobialni ucinky (napt. fytoalexiny), které funguji jako
obrany systém rostlin po napadeni mikroorganismy (Kessler 2015; Verma, Shukla
2015).

Sekundnarni metabolity nejsou pfimo zapojeny do rastu, vyvoje nebo re-
produkce rostlin. Nehraji roli v syntéze proteind, dychani, asimilaci Zivin nebo fo-
tosyntéze, a tudiz nemaji vyznamny vliv na primarni Zivotni pochody rostlin
(Bartwal et al., 2013; Kuzel et al., 2003).

Bourgaud et al. uvadi pfimy vliv sekundarnich metabolitd na schopnost
adaptace rostlin na jejich okolni prostfedi. Pisobi také jako alelopatické latky a
tim omezuiji rdst, nebo kli¢ivost potencionalné konkuren¢nich rostlin (Bourgaud et
al., 2001).

Sekundarni metabolity pfispivaji ke specifickému zapachu, barvé a chuti
rostlin. Maji vyznamné praktické vyuziti ve zdravotnictvi, kosmetice a potravinar-
ském primyslu. Obecné jsou v rostlinach pfitomny v nizkych koncentracich (méné
nez 1 % susiny) a jejich obsah zavisi na fyziologické a vyvojové fazi rostlin (Akula,
Ravishankar 2011).

2.6.3. Elicitace

Jednim ze zpUsobd, jak v rostliné zvysit obsah ucinnych latek maze byt elicitace
(Kuzel et al., 2006, 2015).

Obranna funkce rostliny mze byt spusténa pfi pouziti celé fady slou¢enin nebo
faktort nazyvanych elicitory. Termin elicitory oznacduje vSechny podnéty, které sti-
muluji jakykoliv typ obrany rostlin (Fejo 2019).

Elicitory jsou latky, které vyvolavaji fyziologické zmény v rostliné, napfiklad
stres. Rostliny reaguji na tento stres aktivaci fady mechanismu, podobné jako ob-
ranné odpovédi na patogenni infekci nebo podnéty z oblasti zivotniho prostredi
zasahem do svého metabolismu a navySenim syntézy fytochemikalii.

Aplikaci elicitor( docilime navyseni obsahu fytochemickych latek v rostli-
nach. Je mozné je pouzivat samostatné nebo v kombinaci ve vybranych ristovych
fazich rostliny (KuZel et al., 2006, 2015). Casto se jedna o komplexni biologické
pfipravky, ve kterych neni znama molekularni struktura Gcinnych latek. Pfikladem
takového elicitoru jsou roztoky kyseliny acetylsalicylové nebo komercné prodava-

ného pfipravku Nanofyt Si®.
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Obrazek 34 - Pomocny pripravek s nanocasticemi kfemiku a pfirodnich esterd

e

Zdroj. Agra Group
Obrazek 35 - Princip pfipravku Nanofyt Si®
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Stabilizované nanocastice SiO; snadno pronikaji do rostlin. Vytvareji obrovské ak-
tivni povrchy a ve spojeni s pfirodnimi estery, které se postupné uvolnuji, pfiznivé
ovliviiuji kondici péstovanych rostlin a omezuiji stres.

Zdroj. Agra Group

Pouzita koncentrace a interval mezi jednotlivymi aplikacemi a sklizni, vyvo-
lava razné reakce charakteristické pro dany druh rostlin, coz je nutné zohlednit a
najit odpovidajici tcinnou davku a ¢as postfiku.
Elicitaci mGZeme provadét namadenim semen nebo sazenic do vody s elicitory, po-
stfikem na listy ¢i pfipadné zapojenim elicitorti v hydroponickém systému pésto-
vani. Komercné se také vyuzivaji po sklizni pro zvyseni obsah fytochemickych latek
v produktu (Baenas et al., 2014).

V soucasnosti je elicitace povazovana za jednu z nejuspésnéjsich metod
vedouci ke zvySeni produkce sekundarnich metabolitd (Bourgaud et al., 2001).

Elicitory se rozdéluji na biotické a abiotické. Nicméné za elicitory lze pova-
Zovat také rostlinné hormony (Baenas et al., 2014; Kuzel et al., 2006, 2015).
2.6.4. Biotické elicitory
Mezi biotické elicitory zahrnujeme:

e Lipopolysacharidy

Polysacharidy
o pektin a celuldzy, chitosan, chitin a glukany, alginat, arabska guma,
guarova guma, karobova guma, extrakt z kvasnic
e Oligosacharidy
o glukuronidy, guluronat, manan, manuronat
e Proteiny
o celulaza, cryptogein, glykoproteiny, oligandrin, pektolyaza, rybi bil-
kovinné hydrolyzaty, laktoferin
e Komplexni pfipravky
o plishové spory, bunécna sténa mycelia, mikrobialni bunécné stény
e Patogenni toxiny
o koronatin (Baenas et al., 2014)
2.6.5. Abiotické chemické elicitory
Do abiotickych elicitord zahrnujeme:

e Kyselina octova

e Ethylen
e Ethanol
e Silikon
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2.6.6.

Benzothiadiazol
Bioregulator prohexadione
Anorganické soli
o Chlorid rtutnaty, siran médnaty, chlorid vapenaty, siran vanadylu
Kovové ionty
o Fe?, AP, Ag*, Ag®*, Mn%, Zn**, Cu®*, Pb%*, Cd** (Baenas et al., 2014)
o ionty lanthanu, europia, vapniku
Polyaminy
Oxid dusnaty (Akula, Ravishankar 2011)
Pripravky na bazi titanu (Kuzel et al., 2003, 2006, 2015)
Abiotické fyzikalni elicitory

Mezi abiotické fyzikalni elicitory radime:

2.6.7.

Sucho

Extrémni teplotni Sok
Vysoky tlak

UV zareni

Salinita

Mechanické poskozeni
Cco2

Ozon (Baenas et al., 2014)
pH

Vysoka nebo nizka teplota
Zaplaveni (Akula, Ravishankar 2011)
Fytohormony

Fytohormony jsou pfirodni produkty s nizkou molekulovou hmotnosti, které pa-

sobi v mikromolarnich koncentracich a plsobi na fyziologické vyvojové procesy bé-

hem zivotniho cyklu rostliny. Tyto strukturalné riznorodé slouceniny zahrnuiji:

kyselinu abscisovou,

auxiny,

brassinosteroidy,

cytokininy,

gibereliny,

ethylen,

kyselinu jasmonovou pripadné methyljasmonat (Piotrowska, Bajguz 2011),
kyselinu salicylovou (Kuzel et al., 2009, 2006, 2015)
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methylsalicylat (Kuzel et al., 2009; 2006; 2015; Baenas et al., 2014),
kyselinu acetylsalicylovou (Kuzel et al., 2009, 2006, 2015)
2.6.8. Elicitace kyselinou acetylsalicylovou
Kyselina acetylsalicylovda (ASA) ma podobu bilého krystalického prasku, ktery je
bézné znamy pod nazvem Aspirin nebo Acylpyrin. Jeji chemicky systematicky nazev

je kyselina 2-acetyloxybenzoova (Myers 2007).

Vice jak 400 let pred nasim letopoc¢tem se védélo, Ze vysoké horecky se daji
snizit zvykanim vrbové klry. Po¢atkem 19. stoleti bylo zjisténo, Ze Ucinnou latkou
je v tomto pfipadé salicin. Salicin se hydrolyzou prevadi na salicylalkohol a ten na-
sledné oxidaci na salicylovou kyselinu (SA). Preménou fenolické skupiny - OH na

ester s kyselinou octovou je pripravena kyselina acetylsalicylova (MCMurry 2007).

Primyslové se kyselina acetylsalicylova vyrabi acetylaci o-hydroxybenzoové

(salicylové) kyseliny acetanhydridem (Pacak 2007).

Kyselina salicylova je dobfe znama jako induktor rostlin pfi systematické
rezistenci a v interakci rostlina-patogen. Rychle se hromadi v misté infekce v pra-
béhu utoku patogenu a u rostlin vyvolava hypersenzitivni reakce. Nasledné se Sifi
i do dalSich ¢asti rostliny. Souc¢asné indukuje genovou expresi souvisejici s biosyn-
tézou a vyrobou nékterych tfid sekundarnich metabolitd v rostlinach (Zhao et al.,
2005).

Kyselina acetylsalicylova podstupuje v rostlinach spontanni hydrolyzu na
kyselinu salicylovou a obé tyto slouceniny maji podobny ucinek (Khan et al., 2015;
KuZel et al., 2006, 2015).

Napfiklad u barvinkovce radzového (Catharanthus roseus) kultivovaného in
vitro vedlo pfidani rznych koncentraci (0,5-20 mM) kyseliny acetylsalicylové k po-
zoruhodnym U¢inkdm na produkci sekundarnich metabolitd. Doslo k nardistu o 505
% u celkovych alkaloidd, 1587 % u celkovych fenolickych latek, 612 % u celkovych
furanokumarint a 1476 % u celkovych anthokyan( (Godoy-Hernandez, Loyola-Var-
gas 1997).

U¢inky elicitace pomoci kyseliny acetylsalicylové na produkci glucotropae-
olinu a aktivity myrosinasy byly studovany v kofenové kultufe lichofefiSnice vétsi
(Tropaeolum majus). Kyselina acetylsalicylova indukovala trojnasobné zvyseni pro-

dukce glucotropaeolinu oproti kontrolnimu vzorku (Wielanek, Urbanek 2006).

Z pokust provadénych v Ceské republice |ze uvést prace zaméfené na zhod-
noceni vlivu elicitace kyselinou acetylsalicylovou na obsah vybranych ucinnych 13-

tek napfiklad v semenech ostropestice marianského (Silybum marianum).
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Kyselina acetylsalicylova byla pouzita ve tfech riznych koncentracich, a to 10°
mol.I" oznadena jako nizka, 10 mol.l*jako stfedni a 103 mol.I"* jako vysoka kon-
centrace. Na pozemcich Jiho¢eské univerzity v Ceskych Bud&jovicich byl prokazan
vliv elicitoru na obsah G¢innych latek v semeni ostropestfce marianského. Pti apli-
kaci kyseliny acetylsalicylové ve vysoké koncentraci vzrostl procenticky obsah sily-
marinu o 16,48 %, u nizké koncentrace 0 9,12 % a u stredni koncentrace o 4,21
%. Na pozemcich u Svarova u Velkych Opatovic vsak nebyl ani v jednom pripadé
ucinek kyseliny acetylsalicylové na zvySeni obsahu silymarinové slozky prokazan,
dokonce doslo ke snizeni obsahu uUcinnych latek pfi aplikaci ve stfedni a vysoké

koncentraci (Gramanova 2009).

Dalsi prace zamérena na studium vlivu elicitord na obsah nékterych ucin-
nych latek u ostropestfce marianského uvadi, Ze aplikace kyseliny acetylsalicylové
o vysoké koncentraci je nevhodna. Pfi aplikaci dochazi k redukci obsahu U¢innych
latek v semenech. Takto vysoka koncentrace elicitoru je zfejmé pro rostlinu jiz to-
xicka (Dvorakova 2009).

Pfirodni rostlinné stresory a jejich derivaty (kyselina acetylsalicylova, kyse-
lina salicylova a methyl salicylat), jakoZ i biokompatibilni elicitor na bazi askorbatu
titanu, byly pouzity ve formé listové aplikace u lécivé rostliny tfapatky nachové
(Echinacea purpurea) péstované v ptdé pro zvySeni obsahu biologicky aktivnich
fenolickych latek. Bylo dosazeno vyznamného nartstu fenolickych latek (az dese-
tindsobku ve srovnani s kontrolou) a stimulace vytézku biomasy. Metoda predsta-
vuje vyhodnou alternativu k péstovani rostlin v bunécné suspenzi nebo
hydroponickych kulturach a nabizi Siroké uplatnéni v zemédélské praxi (Kuzel et
al., 2009; Kuzel et al., 2006, 2015).

2.6.9. Vliv dusiku na obsah ucinnych latek

Dostupna literatura uvadi zavislost obsahu $-ekdysonu v listech a kofenech L. sa-
florové na dusikatém hnojeni. Optimalni se zda byt jednorazova davka dusiku
v rozmezi 60-90 kg N/ha aplikovana v ¢asné jarni fazi vyvoje rostlin, pfi zahajeni
vegetacniho obdobi pfezimujicich rostlin. Dale rostliné prospiva pfihnojovani po-
rostu dusikem béhem vegetace v obdobi pred kvétem, a to postfikem mocoviny
v davce do 30 kg N/ha (Barnet et al., 2015).

3. Cil prace a definice pracovnich hypotéz

Cilem této diplomové prace bylo prostfednictvim maloparcelkového péstovani

ovéfit vliv elicitord na obsah vybranych ucinnych latek v Leuzee saflorové (Leuzea
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carthamoides DC.). Pouzitym elicitorem byla kyselina acetylsalicylova o tfech rliz-
nych koncentracich (102 mol.I'*, 10 mol.I"*, 10> mol.I'!) aplikovana postfikem na
list (Kuzel et al., 2006, 2015) a komercni pripravek Nanofyt Si® od spolec¢nosti
AGRA GROUP a.s. v doporucené koncentraci 1 ml na 10 | vody. Kontrolni porost

Leuzey saflorové byl postfikovan pouze vodou.

Pfedpokladem je, ze alespori jeden z aplikovanych elicitort bude mit pozi-
tivni vliv na tvorbu sekundarnich metabolitti v tomto pripadé 20-hydroxyecdysonu

a Polypodinu B.

U vypéstovanych rostlin byla provedena UHPLC-MS/MS analyza fytoe-

kdysteroidd, pro potvrzeni nebo vyvraceni predkladané hypotézy.

Cil diplomové prace byl naplnén maloparcelkovym pokusem spole¢né s vy-
sledky rozbord poskytnutymi Laboratofi forenzni analyzy biologicky aktivnich latek
VSCHT Praha.

4. Metodicky postup
Stru¢na metodika prace:

e Predpéstovani rostlin leuzey saflorové ve skleniku;

e umisténi rostlin na pokusna stanovisté;

e provedeni elicitace;

e odebrani vzork(;

¢ vyhodnoceni obsahu ucinnych latek ve vzorcich UHPLC-MS/MS metodou;

e porovnani vysledkt s literaturou (potvrzeni, vyvraceni hypotéz).
4.1. Predpéstovani ve skleniku

Zacatkem dubna (11. 4. 2019) byl proveden vysev stratifikovanych semen L. saflo-
rové do pripravenych sadbovacich misek naplnénych klasickym zahradnim substra-

tem, ktery obsahoval zakladni davku zivin.
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Obrazek 36 - Vysev semen L. saflorové
w‘l i > KR 7 'ﬁ?‘"\\ 5
& A

&
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LR AT DR A

Foo: Bc. Pet Vytia

Pocet semen byl 1200 ks, prdmérna hloubka vysevku 1 cm. Semena byla

pred vysevem preventivné oSetrfena pripravkem Previcur (ve vodni lazni po dobu

10 minut) proti plisnim v davce 2 ml/5 | vody. Nasledné byla provedena prvni za-

livka v celkovém objemu 14 | Cisté vody.

Obrazek 37 - Semena L. saforové

Foto: Bc. Petr Vytiska Foto: Bc. Petr Vytiska

Obrazek 38 - Makrofoto semen

Pro predpéstovani byl zvolen univerzalni péstebni substrat s oznacenim

MR. GARDEN se zakladni davkou Zivin na 6 tydn( vyrobeny z raseliny a vyzralého
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kompostu, zarucujici optimalni provzusnéni kofenového balu. Diky vysoké nasaka-

vosti dobfe zasobuje rostlinu vodu.
Chemické a fyzikalni vlastnosti:

e pH5,02az6,5;

e spalitelné latky min. 70,0 %;

e elektricka vodivost 0,2-0,65 mS.cm™?

Ve skleniku byla pouzita automatizovana technologie zavlazovani od firmy Gar-
dena. Rostliny byly zavlazovany vodni mlhou z rozstfikovacd, a to v ¢asovém inter-
valu 2x denné (v 8:00 a v 20:00) po dobu 15 min (celkové spotfebovana voda na

den - 31 1). Celkova plocha prostor skleniku ¢inila 12 mZ.

Obrazek 39 - Vodni mlha se zavlazovacimi ¢asovaci od firmy Gardena

Foto: Bc. Petr Vytiska

UZ jedenacty den (22. 4. 2019) od vysevu do sadbovacich misek vyklicily

prvni rostliny v poméru 1:8, coz pfedstavovalo 150 rostlin.
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Obrazek 40 - Cerstvé vykli¢ené rostliny, 11 dni od zaseti

Foto: Bc. Petr Vytiska

V nasledujicich dnech dochazelo k postupnému kli¢eni dalSich rostlin. Tep-
lota ve skleniku se pohybovala mezi 20 az 28 °C, vzdusna vlhkost dosahovala az
85 %.

Obrazek 41 - Rostliny L. saflorové 19 dni po vzejiti

Foto: Bc. Petr Vytiska

Celkova realna klicivost L. saflorové se pohybovala okolo 65 %, coz z celko-
vého poctu vysetych rostlin ¢inilo 780 rostlin. Pouzité semeno bylo zakoupeno od
Ing. Bohumila Branda - Planta naturalis v ¢ervenci roku 2019. Cena jednoho gramu

se pohybovala okolo 15 K¢.
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Vétsina autoru, hlavné Barnet et al., 2015; Kuzel et al., 2002 a, b uvadi kli-
civost pres 90 % za optimalni teploty 12 az 20 °C, kdy nejnizsi pfipustna teplota
nesmi klesnout pod 5 az 6 °C. Pfi technologii pfedpéstovani ve skleniku, mohou
byt rostliny vystaveny riiznym patogenim plsobenim v podobé skadcud, plisni atd.

Od doby, co byly rostliny vysazeny byl vyskyt skiidc(, plevell a plisni témér nulovy.

Dne 23. 4. 2019 byl proveden preventivni postfik rostlin previcurem v davce
1T ml/5 | vody. Pro dostate¢nou délku svételného dne nebylo potfeba rostliny

uméle dosvécovat. Rostliny projevovaly vitalni, rychly a zdavy rast.

Dvacet sedm dni (7. 5. 2019) od vykli¢eni byly rostliny vysazeny na pokusny
pozemek ZF JCU (280 ks), zbylé rostliny (500 ks) byly 20. 5. 2019 pfevezeny k pés-

tovani do Meclova.
4.2. Péstovani ZF JCU

Za Ucelem provedeni experimentu byl v roce 2019 na Skolnim pozemku ZF JCU

v Ceskych Budéjovicich zalozen maloparcelkovy pokus.

Obrazek 42 - Schéma maloparcelkového pokusu

a - pokusné parcelky; b - ochrany pas 1 m Siroky
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Predpéstované rostliny L. saflorové byly 7. kvétna 2019 umistény na Skolni
pozemek (v poctu 280 ks) a rozdéleny do péti parcelek dle testovanych koncen-
traci a kontroly. Na jednu testovanou koncentraci pfipdlo 56 rostlin L. saflorové.
Zvoleny spon mezi rostlinami byl 30 cm x 60 cm (Kuzel et al., 2002 a, b) z dlvodu

dostatecného prostoru pro dynamicky rast rostliny.

s

Obrazek 43 - L. saflorova na pozemku ZF JCU

o
5

Foto: Bc. Petr Vytiska

U takto ¢asného vysevu, byly vzaty v potaz povétrnostni podminky, které
byly pfiznivé a meteorologicka predpovéd hlasila teploty pohybuijici se nad bodem

mrazu. Teploty blizici se 0 °C by mohly ohrozit ¢erstvé vysazené mladé rostliny.

Pred vysazenim L. saflorové na pozemek ZF JCU pfedchazela pokusu agro-
technicka pfiprava pldy, ktera spocivala v provedeni stfedni orby, na podzim roku
2018. Nasledném ponechani pozemku ladem pfes zimu (vymrznuti pleveld). Casné
z jara 2019 byla provedena pfedsetova pfiprava vla¢enim. Ctrnact dni pfed vysad-
bou L. saflorové na pozemku byla provedena mechanicka likvidace plevell, kombi-
naci smyk a brany, kterd zajistila dostatecné potlaceni jiz vzeSlych plevelnych

druhd.

Rostliny byly prfesazeny do vyhloubenych jamek (5 cm hlubokych) a da-

kladné zavlazeny vodou. Velka sucha a vysoké teploty v tomto roce (2019) rostliny
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snasely pfekvapivé dobfe. Na pozemku se ujmulo 99 % rostlin. Nasledkem absence
netkané geotextilie pod rostlinami se na parcelkach rozrostl ve velké mite plevel,
ktery ale nemél vyznamnéjsi vliv na rast L. saflorové. Ta si svou silnou dynamikou

vytvofila dostatec¢ny prostor pro zdravy a silny rdst.

Obrazek 44 - Silné a zdravé rostliny Leuzey saflorové ZF JCU

Foto: Bc. Petr Vytiska

Z davodu prehlednosti a odliseni parcelek bylo nutné béhem vegetace par-
celky nékolikrat proplit. Pokusny pozemek nebyl nijak vyhnojovan, hodnoty vybra-

nych padnich ukazatell jsou uvedeny v kapitole o AZP.
4.3. Elicitace

Postfik jednotlivymi koncentracemi pouzitych elicitorl byl vzdy oddéleny, kazda
koncentrace méla vlastni postrikovac. Aplikace postfiku probihala od nejnizsi kon-
centrace (u kyseliny acetylsalicylové) po nejvyssi. Na kaZzdou parcelku pripadalo 56
rostlin L. saflorové, s mezifadkovymi vzdalenostmi 30 cm x 60 cm. Aplikace pfi-
pravkl probihala vzdy na list. Postfikovace byly nastaveny na vytvareni nejjemné;si

mlhy, pro lepsi vstfebavani aplikované latky pres list do rostliny. Aplikace byla
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ukondena po dosazeni spojeni a nasledném stékani kapek postfiku z listu. Mezi
jednotlivymi parcelkami (koncentracemi) byly ochrané pasy minimalné 1 m Siroké
z divodu mozného rozptylu postfiku. Elicitory byly aplikovany béhem dopoledne,

za uplného bezvétti.

Obrazek 45 - Rozparcelkovany pozemek na ZF JCU podle schématu

Foto: Bc. Petr Vytiska

Ve sledovaném pokusu byly pouzity elicitory:
Kyselina acetylsalicylova (ASA), ve tfech koncentracich:

e Nizka ASA v koncentraci 10°mol.I"
e Stfedni ASA v koncentraci 10* mol.I"

e Vysoka ASA v koncentraci 102 mol.|"
Pfipravek NanoFYT Si® v koncentraci 1 ml na 10 | vody.

H:0 jako kontrola.
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Obrazek 46 - Kazda koncentrace s vlastnim postfikovacem

Foto: Bc. Petr Vytiska

Obrazek 47 - Schéma elicitace na parcelkach na pozemku ZF JCU

1. Nizka koncentrace kyseliny acetylsalicylové 10 mol.I"";
2. stfedni koncentrace kyseliny acetylsalicylové 10 mol.I'";

3. vysoka koncentrace kyseliny acetylsalicylové 10 mol.I'";
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4. nanoFYT Si®;
5. H:0 kontrola.

a - Kontrolni pas 1 m Siroky.

Samotna aplikace probéhla tfikrat béhem vegetace. Prvni postfik probéhl
4.7.2019. Rostliny byly mirné zaplevelené, coz nemélo vyznamny vliv na L. saflo-
rovou (je vysoce konkurec¢ni rostlinou). Celkova davka na jednu parcelku ¢inila 0,75
| elicitoru (kontrola 0,75 | H-0).

Dne 15. 7. 2019 byl proveden prvni odbér vzorkd z pozemku ZF JCU. Vzorky
byly oddélené suseny podle koncentraci, pfi pokojové teploté (7-10 dni) a poté
uskladnény v papirovych pytlich bez pfistupu svétla a vlhkosti. Zapleveleni parce-

lek bylo potfeba vyplit, aby nedoslo k poruseni vytycenych hranic.

Obrazek 48 - Rostliny L. saflorové na pokusném pozemku ZF JCU

Foto: Bc. Petr Vytiska

Dne 27. 7. 2019 byla provedena druha elicitace, mnozstvi postfiku na par-
celku bylo snizeno na 0,5 I. Rostliny L. saflorové postupné prerustaji okolni vege-
taci, dochazi k nardstu délky listd a jejich mnozstvi. V prvnim roce rastu L.
saflorova nevytvari kvétni lodyhy a veSkerou svoji energii sméfuje pro vytvoreni
rostlinné zakladny, na které uspésné prezimuje. V dalSim roce bylo mozné pozoro-
vat nesmirnou dynamiku rdstu ihned z jara, diky strategii ristu uplatnéné v prvnim

roce zivota.
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Obrazek 49 - Aplikace elicitoru na list

Foto: Bc. Petr Vytiska

Dne 20. 8. 2019 byly rostliny po treti oSetfeny elicitory, na kazdou rostlinu

bylo aplikovano 0,5 | roztoku.

Dne 1. 10. 2019 probéhla druha sklizer L. saflorové na pozemku ZF JCU.
Nasledné suseni oddélenych vzork( podle koncentraci probihalo za pokojové tep-
loty v rozmezi 7 az 10 dni. Suché rostliny byly nasledné zabaleny do papirovych

pytld a uskladnény v suchych a tmavych prostorach.

67



Obrazek 50 - Rostliny L. saflorové béhem vegetace 23. 7. 2019 ZF JCU

Foto: Bc. Petr Vytiska
4.4. Péstovani v Meclové

Rostliny L. saflorové (500 ks) byly vysazeny na prfedem pfipraveny pozemek

v Meclovské vzajemné a. s.

Samotné vysadbé predchazela pfiprava pokusného pozemku o rozloze
50 m2. Bylo provedeno kontrolni AZP viz tabulka 9. Plocha byla o3etfena stfedni
orbou na podzim 2018, na jafe 2019 predsetovou pfipravou ,vlaceni” a aplikaci
totalnich herbicidd ke zniceni potencidlnich pleveld a zajisténi bezproblémového

rGstu L. saflorové.

Obrazek 51- Rostliny L. saflorové pripravené k presazeni v Meclové

Foto: Bc. Petr Vytiska
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Obrazek 52 - Sazeni rostlin L. saflorvé

Foto: Bc. Petr Vytiska

V den vysadby (20. 5. 2019) byla na pozemku natazena netkana geotextilie
(z ddvodt zamezeni vzchazeni plevell) a s pomoci armovacich siti (které zajisto-
valy presné umisténi rostlin) byl nastaven spon 30 cm x 60 cm. Nasledné se nare-
zala oka a vyhloubila zemina (5 cm), dle kofenového balu. Rostliny se po zasazeni
peclivé zavlazily vodou. Nasledné probihalo zalévani kazdy den z didvodu nedo-
statku srazek a vysokych teplot. Kazdych 14 dni probihala kontrola vegetace. Po
vysazeni se ujmulo 99 % rostlin, coz predstavovalo 495 ks. Rostlinam se béhem
celého pokusu dafilo vyborné. Mira zapleveleni, vyskyt Skiidcd a chorob byl mini-

malni.
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Obrazek 53 - Dynamika rdstu L. saflorové (25. 8. 2019)

o‘;:' 2

Foto: c

-, !
Jaroslav Neumann

Obrazek 54 - Rostliny Leuzey saflorové tésné pred sklizni

Foto: Bc. Petr Vytiska
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Dne 25. 9. 2019 probéhla sklizen L. saflorové. Protoze L. saflorova je vice-
leta rostlina, sklizen kofene se provadi 3. rok na podzim nebo 4. rok z jara, kdy je
obsah ucinnych latek v kofenu nejvyssi. Sklizena byla jen nadzemni hmota (ru¢né)
a celd pracovni operace zabrala pfi tomto mnozstvi rostlin 2 hodiny (listy dosaho-
valy délky 30 cm). Nasledné probéhlo suseni sklizené nadzemni hmoty odpadnim

teplem z bioplynové stanice.

Obrazek 55 - Sklizen L. saflorové

Foto: Bc. Jaroslav Neumann

Takto ostfihané rostliny dobfe pfezimuiji, nasledny rok bez problému obros-
tou a pokracuji ve svém zivotnim cyklu, ktery v mistech pfirozeného vyskytu trva
75 az 150 let. Rostliny L. saflorové po celou dobu rlstu v Meclové netrpély na
Skadce ani na jiné patogeny, jako jsou plisné nebo infekce. Projevovaly zdravy a
silny rast. Podnebni podminky pro dalsi rist se zdaji byt vyhovujici. Cast odebra-
nych rostlin na vzorky k analyze byla susena za pokojové teploty (7-10 dni) a poté

skladovana v papirovych pytlich bez pfistupu svétla.
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4.5. Pocasi

Obrazek 56 - Suseni vzorkUl L. saflorové

Foto: Bc. Petr Vytiska

Tabulka 4 - Uzemni teploty v roce 2019 v Jiho¢eském kraji

Mésic
Kraj Rok
1. 12 3|4 |5 |6 |7 |8 |9 |10]11]12
T 1'9 10 51 86 99 200 186 183 128 89 43 15 89
N, "~ 23 69 118 151 167 16,0 125 75 24 7.1
28 13 12
Jihotesky O1 09 23 28 17 -19 49 19 23 03 14 19 27 18
N, 25 72 125 153 173 167 123 76 24 74
22 13 12
0, 03 23 26 14 -26 47 13 16 05 13 19 27 15

Zdroj. Cesky hydrometeorologicky ustav
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Vysvétlivky:
T = teplota vzduchu [°C]

N. = dlouhodoby normal teploty vzduchu 1961-1990 [°C]
0. = odchylka od normalu [°C]

N2 = dlouhodoby normal teploty vzduchu 1981-2010 [°C]
O: = odchylka od normalu [°C]

Uvedené hodnoty Ceského statistického Ustavu porovnavaji Gzemni teploty v roce
2019, tedy roce mého vyzkumu na pozemku (T), s dlouhodobym teplotnim nor-
malem (N; a N2) za 58 let. K nejvétsi zméné teplot doslo az v poslenich 19 letech,
kdy se zvysila primérna teplota vzduchu v rozmezi +1,5 °C az +1,8 °C na rozdil od
dlouhodobého normalu. Prdbéh celého roku 2019 byl teplejsi, avsak v mésici

¢ervnu nastal nejvétsi teplotni vykyv v rozmezi +4,7 °C az +4,9 °C.

Tabulka 5 - Uzemni srazky v roce 2019 v Jiho¢eském kraji

Kraj Maésic

1. 2. 3. 4 5 6. 7. 8 9. 10. 11. 12. Rok

S 66 35 49 16 8 69 69 70 50 37 33 33 612
N. 34 33 39 49 75 94 83 82 51 37 43 39 659

%, 194 106 126 33 113 73 83|85 98 100 77 85 93

Jihocesky
N, 40 35 49 41 71 85 92 85 57 43 44 44 687
%, 165 100 100 39 120 81 75 82 88 86 75 75 89
Zdroj. Cesky hydrometeorologicky tstav
Vysvétlivky:

S = dhrn srazek [mm)]

N: = dlouhodoby srazkovy normal 1961-1990 [mm)]

%1 = Uhrn srazek v % normalu 1961-1990

N. = dlouhodoby srazkovy normal 1981-2010 [mm]

%. = Uhrn srazek v % normalu 1981-2010
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Celkovy uhrn srazek byl v roce 2019 (S) nizsi, a to 0 47 (N:) az 75 mm (N>)
oproti dlouhodobému srazkovému normalu (N: a N2). To napfiklad predstavovalo
93 % ziskanych srazek na rozdil od let 1961-1990 nebo 89 % z obdobi 1981-2010.
Statistické hodnoty naznacuiji klesajici mnozstvi srazek v mm/rok. NejhorSim mé-
sicem z pohledu srazek byl duben, v tomto mésici spadlo pouhych 16 mm srazek,

coz je hluboko pod dlouhodobym srazkovym normalem.

Tabulka 6 - Uzemni teploty v roce 2019 pro Plzefnsky kraj

Mésic
Kraj Rok

T 14 16 53/89 10,2 203|189 180 129 9,1 42 18 9.2

N, 23 68 11,7 150 16,5 159 125 7,5 23 7,1
27 1.3 1,1

Plzen-
sky o, 1,3/29 30 21 -15 53 24 21 04 16 19| 29 | 2,1

N- 28 74 125 154 174 168 124 7,6 25
1,8 1,0 0,8

o, 04 26 25 15 -23 49 15 12 05 15 17 26 16

Zdroj. Cesky hydrometeorologicky tstav
Vysvétlivky:
T = teplota vzduchu [°C]

N. = dlouhodoby normal teploty vzduchu 1961-1990 [°C]
O: = odchylka od normalu [°C]

N, = dlouhodoby normal teploty vzduchu 1981-2010 [°C]
O, = odchylka od normalu [°C]

Hodnoty ziskané méfenim se v roce 2019 liSily od normalu. Stanovena od-

chylka od normalu v rozmezi let 1961-1990 ¢inila +2,1 °C.

Z pohledu primérnych teplot na obou pozorovanych lokalitach (Meclov a

pozemek ZF JCU) je patrné, Ze za poslednich 19 let doslo v obou lokalitach ke
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zvySeni dlouhodobé normalni teploty vzduchu. Vys$si primérnou teplotou dispo-
nuje Meclov a to 9,2 °C, ktera je o tfi desetiny vysSi nez na pokusném pozemku

ZF JCU. Dosazené priameérné teploty vzduchu jsou pfiznivé pro péstovani L. saflo-

roveé.
Tabulka 7 - Uzemni srazky v roce 2019 pro Plzefisky kraj
Mésic
Kraj Rok
1. 2. 3. 4 5 | 6. 7 8 9. 10. 11. 12
S
53 '35 57 21 71 51 53 86 50 41 32 31 579
N 41 38 44 50 70 78 77 78 53 42 47 46 656
Plzensky

% 129 92 130 | 42 101 65 69 110 94 98 68 67 88

N. 45 39 49 42 67 78 84 81 52 47 48 51 684

%, 118 90| 116 50 106 65 63 106 96 87 67 61 85

Zdroj. Cesky hydrometeorologicky ustav
Vysvétlivky:
S = dhrn srazek [mm)]

N. = dlouhodoby srazkovy normal 1961-1990 [mm]

%1 = Uhrn srazek v % normalu 1961-1990

N, = dlouhodoby srazkovy normal 1981-2010 [mm)]

%, = Uhrn srazek v % normalu 1981-2010

Mnozstvi primérnych srazek se za poslednich 19 let snizilo oproti normalu
N; o 77 mm (1961-1990) a proti dlouhodobému srazkovému normalu z let 1981-
2010 az o 105 mm.

Sledované oblasti (Meclov a ZF JCU) maji pfiblizné stejny dlouhodoby sraz-
kovy normal. V Meclové spadlo za poslednich 19 let v prdméru o 33 mm srazek
méné nez na pokusném pozeku ZF JCU. Pfesto jsou tyto hodnoty pfiznivé pro

rdst L. saflorové.
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4.6. Rozbory pad
4.6.1. AZP pokusného pozemku ZF JCU
Tabulka 8 - Hodnoty vybranych ukazatel(
Ukazatel Ve Vpdv. Vliab. Jednotka Nejistota Pouzitd

100% hmoté susiné méreni metoda

susiné

fosfor 130 111 129 mg/kg +20 % (A)
(P) SOP
43-2

hor¢ik 86,6 74,0 86,0 mg/kg 15 % (A)
(Mg) SOP 42

draslik 111 94,6 110 mg/kg 120 % (A)
(K) SOP 42

vdpnik 907 775 901 mg/kg 120 % (A)

(Ca) SOP 42
pH 6,25 = +0,1 pH (A)
(CaCl) SOP 44
Ukazatel V pav. hmoté Jednotka Nejistota mé- Pouzitd me-
reni toda
susina 85,4 % 15 % (A) SOP 39-2

Zdroj. AGRO-LA s.r.o.
Seznam pouzitych metod:
(A) SOP 42 JPP AP | kap. 3

(A) SOP 44 JPP AP | kap. 2.3, CSN I1SO 10523, CSN I1SO 10390

(A) SOP 39-2 CSN ISO 11465

(A) SOP 43-2  JPP AP | kap. 3
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4.6.2. Vyhodnoceni dle metodického pokynu ¢.9/SZV

Hodnota fosforu (P) v piivodni hmoté je 111 mg.kg-1. Dle tabulky ¢. 8 metodic-
kého pokynu ¢. 9/5ZV je obsah fosforu dobry.

Hodnota hof¢iku (Mg) v plvodni hmoté je 74,0 mg.kg-1. Dle tabulky ¢. 8 me-
todického pokynu €. 9/5ZV je obsah hof¢iku nizky.

Hodnota drasliku (K) v pivodni hmoté je 94,6 mg.kg-1. Dle tabulky ¢. 8 meto-
dického pokynu ¢. 9/SZV je obsah drasliku v ptidé nizky.

Hodnota vapniku (Ca) v pivodni hmoté je 775 mg.kg-1. Dle tabulky ¢. 8 meto-
dického pokynu €. 9/SZV je obsah vapniku nizky.

4.6.3. AZP Meclov

Tabulka 9 - Hodnoty vybranych ukazatel(

Ukazatel Ve V pav. Viab. Jednotka  Nejis- Pou-
100% hmoté susiné tota Zitd
susiné méreni me-
toda
fosfor (P) 150 125 148 mg/kg 20 % (A)
SOP
43-2
horéik 217 181 214 mg/kg 15 % (A)
(Mg) SOP
42
draslik 219 182 216 mg/kg 320 % (A)
(K) SOP
42
vdpnik 1540 1280 1520 mg/kg 120 % (A)
(Ca) SOP
42
pH 5,65 - *0,1 pH (A)
(CaCl>) SOP
44
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Ukazatel V pdv. hmoté Jednotka Nejistota mé- Pouzitd me-

reni toda
susina 83,2 % 5 % (A) SOP 39-2
Zdroj. AGRO-LA s.r.o.
Seznam pouzitach metod:
(A) SOP 42 JPP AP | kap. 3
(A) SOP 44 JPP AP I kap. 2.3, CSN I1SO 10523, CSN ISO 10390

(A) SOP 39-2 CSN ISO 11465
(A) SOP 43-2 JPP AP | kap. 3
4.6.4. Vyhodnoceni dle metodického pokynu €. 9/SZV

Hodnota fosforu (P) v plvodni hmoté je 125 mg.kg™'. Dle tabulky ¢. 9 metodického
pokynu €. 9/SZV je obsah fosforu vysoky.

Hodnota hoi¢iku (Mg) v plvodni hmoté je 181 mg.kg™. Dle tabulky ¢. 9 me-
todického pokynu €. 9/5ZV je obsah horciku dobry.

Hodnota drasliku (K) v pavodni hmoté je 182 mg.kg™. Dle tabulky ¢. 9 me-
todického pokynu €. 9/SZV je obsah drasliku v ptidé dobry.

Hodnota véapniku (Ca) v ptvodni hmoté je 1280 mg.kg'. Dle tabulky ¢. 9
metodického pokynu €. 9/SZV je obsah vapniku vyhovujici.

Hodnoty AZP se na obou testovanych pozemcich znacné lisi.

Pada v Meclové byla celkové bohatsi na obsah zivin nez pozemek ZF )CU,
kde je patrny mensi obsah pfistupnych zivin s vy$sim pH. Na pozemku ZF JCU byla
na podzim pfedeslého roku provedena pfiprava pldy orbou. Na jafe roku 2019

znovu s predsetovou pfipravou ,vla¢enim”. Pozemek nebyl nijak hnojen.

Diky dobrym vysledkiim AZP provedenych AGRO-LA spol. s.r.o. na pozemku
v Meclové, jiz nebylo potfeba dalsi zasobeni plidy zivinami. Pro rist Leuzeu saflo-

rové byly tyto podminky idealni.
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4.7. UHPLC-MS/MS analyza 20-hydroxyecdysonu a polypodinu B

Pro analyzu byla pouzita metodika vyvinuta v Laboratofi forenzni analyzy biolo-
gicky aktivnich latek, VSCHT Praha. Analyzy byly provedeny pracovniky laboratote
pod vedenim Ing. Kuchare, Ph.D.

4.7.1. Pouzité chemikalie

Methanol (LC-MS grade, Honeywell, USA), fluorid amonny (Sigma-Aldrich, USA),
20-hydroxyecdyson, polypodin B, kortizol-d4 (Sigma-Aldrich, USA).

4.7.2. Priprava vzorku

Susené vzorky byly rozemlety na jemno pomoci elektrického mlynku (IKA A 11; IKA
Werke GMBH&Co.KG, Némecko). Pal gramu rostlinného materialu se extrahovalo
10 ml 70% methanolu, ktery obsahoval deuterovany kortizol o koncentraci
1 pg/ml jako vnitfni standard. Vzorky se dvé hodiny tfepaly pfi laboratorni teploté.
Poté byly extrakty centrifugovany (10 minut, 10000 rpm, Centrifuga Hettich Uni-
versal 320R, Hettich, Némecko), nasledné bylo 60 pl extraktu fedéno 940 ul 20%
methanolu. Pro stanoveni 20-hydroxyecdysonu ve vzorcich kofent byl tento roz-
tok dale fedén 20x. Roztoky byly pouzity pro UHPLC-MS/MS analyzu. Vzorky byly

pfipraveny ve tfech opakovanich.
4.8. UHPLC-MS/MS stanoveni obsahu 20-hydroxyecdysonu a polypodinu B

Pro UHPLC-MS/MS analyzy byla pouzita sestava UHPLC Infinity 1290 (Agilent Tech-
nology, USA) spojenad s hmotnostnim detektorem Q-TOF 6550 (Agilent Technolo-
gies, USA). Chromatograficka separace probihala na analytické koloné Zorbax
Eclipse Plus C18 RRHD, 2,1 mm x 100 mm; 1,8 um (Agilent Technologies, USA)
s mobilnimi fazemi 1 mM fluoridem amonnym (mobilni faze A) a methanolem (mo-
bilni faze B). Pouzita byla gradientova eluce s nasledujicim pribéhem: 0 min -
80:20 (A: B); 1 min - 50:50; 5 min - 30:70; 6 min - 0:100; 7 min - 0:100; 7,2 min
20:80; 8,5 min 20:80. Pratok mobilni faze byl 0,3 ml/min, teplota kolony 40 °C a
nastrik vzorku 2 pl.

Pro hmotnostni detekci byla pouzita ionizace elektrosprejem v pozitivnim
maodu. Parametry iontového zdroje byly nasleduijici: teplota susiciho plynu (dusik)
- 150 °C; pratok susiciho plynu - 15 I/min; teplota zmlZzovaciho plynu (dusik) -
375 °C; pratok zmlzovaciho plynu - 12 I/min; tlak v nebulizéru - 25 psi; napéti na
kapilafre - 3500 V.V tzv. auto MS/MS médu byly sledovany m/z v rozsahu 50-1500
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a sbirana byla MS/MS spektra pfi kolizni energii 20 V. Pro akvizici dat a vyhodno-
ceni vysledkl byl pouzit software Agilent MassHunter verze B.05.01 (Agilent Tech-
nologies, USA).

Kalibra¢ni krivky pro kvantitativni analyzu 20-hydroxyecdysonu a polypodinu B byly
sestaveny z osmi bodd (koncentrace 200, 100, 50, 10, 5, 1, 0,5, 0,1 g/ml).

5. Vysledky a diskuse
5.1.1. Analyza na katedre aplikované chemie ZF JCU

Dne 15. 7. 2019 byly odebrany prvni vzorky z pozemku ZF JCU k analyze, ktera se
provadéla na katedie aplikované chemie ZF JCU v Ceskych Budgjovicich. Vzorky
byly uréeny k pouZiti pro vyvoj metody stanoveni 20-hydroxyecdysonu a Polypo-
dinu B. Odebrano bylo 10 vzorkd o hmotnosti 50 g, které byly nasledné v labora-

tofi rozemlety.

Obrazek 57 - Rozemleté vzorky L. saflorové

Foto: Bc. Petr Vytiska

Z kazdého vzorku bylo navazeno 0,25 g ve dvou opakovanich. Poté se nadr-
cené rostliny smichaly se 40% metylalkoholem a po dobu 7 dni nechaly macerovat.
Po sedmi dnech byly vlozeny na 5 min do ultrazvukové lazné za ucelem lepsi ho-
mogenizace. Dale nasledovalo odstfedéni na centrifuze po dobu 10 min pfi 3500

otackach za minutu.
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Obrazek 58 - Odstredéni vzorkl

Foto: Bc. Petr Vytiska

Obrazek 59 - Standartizace vzorkd pridanim 40% methylalkoholu

Foto: Bc. Petr Vytiska
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Obrazek 60 - Priprava pro finalni filtraci vzorka

Foto: Bc. Petr Vytiska

Po odstredéni probéhlo doliti metylalkoholu po rysku. Byla provedena na-

sledna filtrace a vzorky byly pfipravené k umisténi do HPLC pro naslednou analyzu.

Obrazek 61 - Vzorky pfipravené pro HPLC analyzu

Foto: Bc. Petr Vytiska

Analyza biologicky ucinnych latek na katedfe aplikované chemie ZF JCU byla

neuspésna. Metodiku stanoveni 20-hydroxyecdysonu a Polypodinu B se nepoda-
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filo vyvinout. S potfebnou presnosti se nepodafilo stanovit ani jednu ze sledova-
nych latek v produktu. Z diivodd ¢asové posloupnosti a aplikace elicitord, ktera
probihala v pevné danych terminech, se nepodafilo vzorky po prvnim oSetfeni rost-

lin odebrat opakované.

Vzorky stanovené na VSCHT byly odebrany v souladu s metodikou pokusu
z rostlin sklizenych po tfetim postfiku. Vysledky a statistické vyhodnoceni vychazi
z dat ziskanych ze vzork( stanovenych v Laboratofi forenzni analyzy biologicky ak-
tivnich latek VSCHT Praha.

5.2. Vysledky UHPLC-MS/MS obsahu 20-hydroxyecdysonu a Polypodinu B

V tabulkach jsou uvedeny hodnoty namérenych vzork( po tfetim postfiku elicitorq,
kontrolni parcelky (H.O) a vzork(l z Meclova (kde neprobéhla zada elicitace).

Vzorky z Meclova slouzily jako porovnéni s pozemkem ZF JCU v C.B.

Tabulka 10 - Obsah 20-hydroxyecdysonu a Polypodinu B v nati

20-hydroxyecdysone Polypodin B

Nat ug’/g RSD (ug/g) ug’/g RSD (ug/g)
ASA vysokd 14,1 1,4 1,4 0,1
ASA stredni 30,7 3,3 4,3 0,4
ASA nizkad 48,2 5,0 5,6 0,3
Nanofyt Si 16,3 2,0 1,8 0,1
H-0 19,5 1,1 2,7 0,3
Meclov 5,4 0,3 1,0 0,1

Zdroj. Laboratof forenzni analyzy biologicky aktivnich latek, VSCHT Praha
RSD = relative standard deviation (relativni smérodatna odchylka).

Smérodatna odchylka vypovida o tom, nakolik se od sebe navzajem typicky
liSi jednotlivé pripady v souboru zkoumanych hodnot. Je-li mal3, jsou si prvky sou-
boru vétSinou navzajem podobné, a naopak velka smérodatna odchylka signalizuje

velké vzajemné odlisnosti.
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Tabulka 11 - Obsah 20-hydroxyecdysonu a Polypodinu B v kofenu

20-hydroxyecdysone

Polypodin B

korfen
ASA vysokad
ASA stredni
ASA nizka
Nanofyt Si
H:0

Meclov

ng’g
543,4
567,3
803,9
696,5
7445

159,9

RSD (ug/g)

7,6

10,3

ug’g
30,7
38,7

48,7

5,7

RSD (1g/g)
0,8
2,9
3,2
4,4
1,2

0,3

Zdroj. Laboratof forenzni analyzy biologicky aktivnich latek, VSCHT Praha

5.3. Statistické zpracovani dat

5.3.1. 20-hydroxyecdysone nat

Obsah 20-hydroxyekdysonu v nati L. saflorové je prikazné ovlivnén zvolenymi zpd-

soby oSetfeni. Testovano pomoci Welchova F-testu, [F (55467 = 191.34, P = 5.74 x

107]. Porovnani jednotlivych variant bylo post-hoc provedeno testem TukeyC (vy-

sledky viz vypis z R a graf).

84



obsah (Lg/g)

50

40

30

20

10

Graf 1 - Obsah 20-hydroxyekdysonu v nati L. saflorové
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Zdroj. R core team (2019)

Poznamka: nanofit v grafu = NanoFyt Si®

5.3.2. 20-hydroxyekdyson kofen

Obsah 20-hydroxyekdysonu v kofeni L. saflorové je prikazné ovlivhén zvolenymi
zplsoby oSetfeni. Testovano pomoci Welchova F-testu, [F 5536y = 469.68, P = 4.84

x 1077]. Porovnani jednotlivych variant bylo post-hoc provedeno testem TukeyC.
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Graf 2 - Obsah 20-hydroxyekdysonu v koreni L. saflorové
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Zdroj. R core team (2019)
Poznamka: nanofit v grafu = NanoFyt Si®
5.3.3. 20-hydroxyekdysone interakce rostlina*osetieni

Obsah 20-hydroxyekdysonu je u L. saflorové priikazné ovlivnén interakci mezi rost-
linou a oSetfenim. OSetfeni ma tedy u L. saflorové jiny efekt na obsah 20-hydroxy-
ekdysonu v nati a v kofeni. Testovano pomoci dvoucestné analyzy rozptylu (two-
way ANOVA), [F (s.20) = 44.4, P < 1.02 x 107?] (Ito 1980).

5.3.4. Polypodin B nat

Obsah polypodinu B v nati L. saflorové je priikazné ovlivnén zvolenymi zplGsoby
oSetreni. Testovano pomoci Welchova F-testu, [F 5722 = 118.7, P = 9.34 x 107].

Porovnani jednotlivych variant bylo post-hoc provedeno testem TukeyC.

Graf 3 - Obsah Polypodinu B v nati L. saflorové

© - e

7 d
—_ <
(=] I
2 )
=2
£
o
8 o 4 C

o b

ab ———
a
= —_
T T T T T T
ASA_nizka ASA_stredni ASA_vysoka meclov nanofit voda

osetreni

Zdroj. R core team (2019)
Poznamka: nanofit v grafu = NanoFyt Si®
5.3.5. Polypodin B kofen

Obsah polypodinu B v koreni L. saflorové je priikazné ovlivnén zvolenymi zplGsoby
oSetfeni. Testovano pomoci Welchova F-testu, [F (s5.02) = 703.72, P = 3.86 x 107].

Porovnani jednotlivych variant bylo post-hoc provedeno testem TukeyC.
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Graf 4 - Obsah Polypodinu B v kofeni L. saflorové
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Zdroj. R core team (2019)
Poznamka: nanofit v grafu = NanoFyt Si®
5.3.6. Polypodin B interakce rostlina*osetreni

Obsah polypodinu B je u L. saflorové prikazné ovlivnén interakci mezi rostlinou a
oSetfenim. OSetfeni ma tedy u L. saflorové jiny efekt na obsah polypodinu B v nati
a v kofeni. Testovano pomoci dvoucestné analyzy rozptylu (two-way ANOVA), [F
(5.24) = 74.59, P < 1.18 x 10"%] (Ito 1980).

5.3.7. Kalkulace nakladt aplikace elicitorti ve srovnani s jejich ptisobenim
Sledovany elicitor:  Kyselina Acetylsalicylova

Sledovana rostlina: Leuzea saflorova

Aplikace na plochu: 1 ha

5.3.7.1. Prirava roztoku

Priprava roztoku kyseliny Acetylsalicylové na jeden hektar. Koncentrace aplikova-
nych roztokd ci: ASA nizka 105 mol.I'; c2 ASA stiedni 10 mol.I'*; ¢ ASA vysoka
10-2 mol.I"*. Molarni hmotnost kyseliny acetylsalicylové 180,16 g.mol".

Reseni:
Znamé hodnoty:
V =300I; ¢: 107 mol.I'}; 2 10* mol.I'%; ¢; 102 mol.I'*; M = 180,16 g.mol*

Vypocet hmotnosti kyseliny acetylsalicylové:
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c=n/V n=caxV=10°x300=0,003 mol
n=cxV=10%*x300=0,03 mol
n=cxV=103x300=0,3 mol
n=m/M m=n:xM=0,003 x 180,16 = 0,54084 g
m=n2xM=0,03x 180,16 =5,4048 g
m=n3xM=0,3x180,16 =54,048 ¢
5.3.7.2. Aplikace

Aplikace kyseliny acetylsalicylové u L. saflorové by méla probihat ve tfech po sobé
nasledujicich prejezdech po pozemku s rozestupy 20 dni pro maximalni G¢innost
elicitace.

Termin aplikace: Zacatek c¢ervna do konce srpna.
Vhodna aplika¢ni davka: 300 I/ha.

Pro pfipravu roztoku kyseliny acetylsalicylové o nizké koncentraci 1073
mol.I"* bude zapotiebi 0,54048 g ASA rozpusténych v 300 | H-0.

Cenova kalkulace pro jednu davku ASA nizka:
100 g 99% kyseliny acetylsalicylové = 800 k¢
100 g......... 800 K¢

0,54048¢g.........4,32 K¢

0,54048 g kyseliny acetylsalicylové = 4,32 K¢
Zdroj. Merck

1 m?® H.0 = 85,26 K¢
3001......... 25.57 K¢

3001 H.0 = 25,57 K¢
Zdroj. Nada¢ni fond PRAVDA O VODE

Pracovni operace postfik nad 210 I/ha = 400 K¢

Cena vychazi z ceniku poskytovanych sluzeb. Zdroj. Skolni zemé&délsky podnik Lany

Celkova cena aplikace (ASA nizka):

400 + 25,57 + 4,32 = 429,89 K¢

Pocet aplikaci za rok (ASA nizka):

429,89 x 3 =1 289,67 K¢
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Pokud se zaméfime na obsah 20-hydroxyekdysonu v nati L. saflorové, nej-

lepsim elicitorem se zde stala ASA v nizka 10 mol.lI"" aplikovana foliarné.
5.3.7.3. ASA nizka - nat

ASA nizka 48,2 pg/g 20-hydroxyecdysone

Kontrola H.0 19,5 pg/g

ASA Nizka 48,2 pg/g = 0.0000482 g

H.O 19,5 ng/g = 0.0000195 g

Vynos suchého materialu 9 t/ha =9 000 000 g/rok

ASA Nizk4 0,0000482 g x 9 000 000 g =433,8 g 20-hydroxyecdysonu

H.O 0,0000195 g x 9 000 000 g = 175,5 g 20-hydroxyecdysonu

Rozdil nat:

28,7 ug/g =0,0000287 g

0,0000287 x 9 000 000 = 258,3 g 20-hydroxyecdysonu

Cena jednoho gramu 20-hydroxyecdysonu jako dopliiku stravy, se na trhu
pohybuje v rozmezi 2,15-3 $. V teoretické kalkulaci budeme poc¢itat s nizsi cenou
2,15 $ = 54,3154 K¢ Zdroj. Amazon.

258,3 x 54,3154 = 14 029,66782 K¢

Pti aplikaci tfech davek elicitoru ASA nizka v koncentraci 10° mol.I"" by do-
Slo ke zvySeni vynosu 20-hydroxyecdysonu v nati oproti kontrolnimu posttiku H.O
0 258,3 g, v zavislosti na mnozstvi sklizené hmoty z hektaru, v tomto pripadé 9 t
suché nadzemni hmoty, primérné za kazdy vegetacni rok. V ivahu musime brat
mezifadkovou vzdalenost a mnozstvi rostlin na jednom hektaru (pfi mezifadkovém
sponu 30 cm x 60 cm je to 55 000 rostlin/ha). Samotna cena aplikace elicitort ¢ini
1 289,67 K¢ za jeden rok.

Teoreticky zisk (ASA nizké) z hektaru tedy cini oproti kontrole H20 za jeden rok:

14 029,66782 - 1 289,67 (naklady na aplikaci) = +12 740 K¢é/ha

Teroreticky zisk (ASA nizké) za celé vegetacni obdobi (tfi roky):

12740 x 3 = + 38 220 K¢/ha
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5.3.7.4. ASA nizka - kofen

Nejvyssiho obsahu 20-hyroxyekdysonu v kofeni L. saflorové bylo dosazeno aplikaci
kyseliny acetylsalicylové v koncentraci 10*mol.lI-1 (nizkd) s naméfenou hodnotou
803,9 ng/g. Pramérny vynos suchého korene ¢ini 2-3 t/ha, toto mnozstvi odpovida
sklizenému materidlnu na konci tfetiho roku vegetace. Pfi sou¢asnych hodnotach

obsahu ucinnych latek by ziskané mnozstvi 20-hyroxyekdysonu vypadalo takto:
ASA nizka 803,9 pg/g 20-hydroxyecdysone
Kontrola H.O 744,5 ng/g

ASA Nizka 803,9 ug/g = 0,0008039 g

H.O 744.,5 ng/g = 0,0007445 g

Vynos suchého materialu 2,5 t/ha =2 500 000 g (stfizlivy odhad mnoZstvi kofene
z ha)

ASA Nizka 0.0008039 g x 2 500 000 g = 2 009,75 g 20-hydroxyecdysonu (za tfi
roky)

H.0 0,0007445 g x 2 500 000 g =1 861,25 g 20-hydroxyecdysonu (za tfi roky)

Rozdil koren:

59,4 ng/g =0,0000594 g

0.0000594 x 2 500 000 = 148,5 g 20-hydroxyecdysonu ,za tfi roky”

Cena jednoho gramu 20-hydroxyecdysonu jako dopliiku stravy, se na trhu
pohybuje v rozmezi 2,15-3 $. V teoretické kalkulaci budeme pocitat s nizsi cenou
2,15 $ = 54,3154 K¢ Zdroj. Amazon.

148,5 x 54,3154 = 8 065,8369 K¢

Pri aplikaci deviti davek (aplikace za tfi roky) elicitoru ASA nizké v koncen-
traci 107 mol.I"" by se teoreticky zvysil vynos 20-hydroxyecdysonu kofenu oproti
kontrolnimu postfiku H.O o 148,5 g. Cena samotné aplikace elicitord by dosaho-

vala vySe 3 869,01 K¢ na tfi roky.

Teoreticky zisk z kofene pfi pouziti ASA nizké ¢ini z hektaru oproti kontrole H-O:

8 065,8369 - 3 869,01 = + 4 197 K&/ha (za tfi roky)

Celkova vypoctena hodnota v korunach, pfi pouziti elicitoru ,ASA nizkd" v provnani

s H20 za celé vegetanci obdobi (tfi roky):
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Nat + 38 220 K¢/ha

Koren + 4 197 K¢/ha

Celkem 38 220 + 4 197 =42 417 K¢

Z nadzemni biomasy a kofene je nutno extrahovat 20-hydroxyecdyson. Je
tedy nutno uvést, ze extrakce bude realizovana za stejnou cenu v pfipadé pouziti

elicitoru i v pfipadé bez pouziti elicitoru.

Pokud bude v materialu vy$si obsah 20-hydroxyecdysonu, potom bude pro
extrakci stejného mnozstvi 20-hydroxyecdysonu nutno pouzit mensi mnozstvi ma-

teridlu. Extrakce tedy bude teoreticky levné;si.

Z uvedenych vypoctl je patrné, ze aplikace kyseliny acetylsalicylové v nizké
koncentraci 10° mol.I'" ma vyznamny vliv na obsah 20-hydroxyecdysonu v L. saflo-
rové. Tato metoda pfispiva k vy$5im vynosim 20-hydroxyecdysonu z nati a kofene

rostlin pfi zachovani minimalnich nakladd na aplikaci.
5.4. Diskuse
5.4.1. 20-hydroxyekdyson v nati

Jak je z grafu 1 patrné, prokazatelné nejvyssiho statisticky prikazného obsahu
20-hydroxyekdysonu v nati (48,2 pg/g) bylo dosazeno elicitaci kyselinou acetyl-
hodnotu obsahoval vzorek z Meclova (a), (5,4 ug/g). Stfedni koncentrace ASA 10°
*mol.I" (d), (30,7 ug/g) méla také statisticky priikazny zvysuijici vliv na obsah 20-
hydroxyekdysonu oproti kontrolnimu postfiku vodou (c). Postfik ASA ve vysoké
koncentraci 102 mol.I"" snizil obsah 20-hydroxyekdysonu na 14,1 ug/g (b) a po-
stfik komercnim preparatem NanoFyt Si® snizil obsah 20-hydroxyekdysonu na

16,3 pg/g (bc). V obou pripadech statisticky nepriikazné oproti kontrole (c).
5.4.2. 20-hydroxyekdyson v kofenu

Graf 2 porovnava hodnoty 20-hydroxyekdysonu naméfenych v kofeni L. saflorové.
Z vysledkl je zfejmé, Ze nejvyssiho obsahu 20-hyroxyekdysonu bylo dosazeno apli-
kaci kyseliny acetylsalicylové v koncentraci 10°mol.I"" na grafu oznaé¢enou pismen-
kem (d) s namérenou hodnotou 803,9 ng/g. Zvyseni oproti kontrole (744,5 ug/g)
vzorku z Meclova (a), (159,9 ug/g). Aplikace ASA ve stiedni koncentraci (10*mol.I
") priikazné snizila obsah 20-hydroxyekdysonu v kofeni (567,3 pg/g), (b). Aplikace
ASA ve vysoké koncentraci (103mol.I"") taktéz obsah 20-hydroxyekdysonu v kofeni
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snizila (543,4 ug/g), (b). Obé oproti kontrole (744,5 ug/g), (cd). Komercni prepa-
rat NanoFyt Si® snizil obsah 20-hydroxyekdysonu na 696,5 pg/g (c).

5.4.3. Diskuse 20-hydroxyekdyson

Provadéna elicitace kyselinou acetylsalicylovou v nizké koncentraci (10°mol.I")
méla vyznamny vliv na zvySeni obsahu 20-hydroxekdysonu v L. saflorové jak v nati
(statisticky prikazny), tak i v kofenech (statisticky neprlikazny). V porovnani
s kontrolou mimo kyseliny ASA nizké, je potieba jesté zminit vliv ASA stredni (d)
na grafu 1, ktera také pusobila pozitivhé na statisticky prikazné zvySeni obsahu
20-hydroxyekdysonu v nati. Vliv ASA ve vysoké koncentraci (10>mol.I"") a komer¢-

niho preparatu NanoFyt Si® byl statisticky neprikazny.

Zajimavym se stava porovnani obou pokusnych lokalit, a to ZF JCU a
Meclova. AZ na mensi rozdily v AZP, které hraly ve prospéch Meclova, mély obé
stanovisté totozné podminky pro maloparcelkovy pokus, ale v rostlinach byly na-
prosto rozdilné obsahy U¢innych latek. Pfi porovnani namérenych vysledkd je pa-
trné, Ze elicitace provadéna na pozemku na ZF JU v CB hrala vyznamnou roli pfi
tvorbé 20-hydroxyekdysonu v L. saflorové a vyznamné ovlivnila jeho obsah v rost-
ling.

5.4.4. Polypodin B nat

Jak je patrné z grafu 3 nejvyssiho statisticky prikazného zvySeni obsahu Polypo-
dinu B v nati L. saflorové bylo dosazeno elicitaci kyseliny acetylsalicylové v nizké
koncentraci (10°mol.I'"), zna¢enou v grafu (e) s naméfenym mnozstvim 5,6 ug/g.
Statisticky vyznamné bylo i pisobeni ASA ve stiedni koncentraci (10*mol.I""), ktera
méla také vliv na zvySeni obsahu Polypodinu B (4,3 pg/g) (d) ve srovnani s kontrol-
v Meclové 1,0 pg/g (a).

5.4.5. Polypodin B kofen

Jak je vidét v grafu 4, nejvyssiho statisticky prikazného zvySeni obsahu Polypodinu
B bylo dosazeno aplikaci ASA nizké (d) v koncentraci 10°mol.I"" s naméfenou hod-
notou 48,7 pg/g. Nejnizsi hodnota byla stanovena v Meclové (a), a to 5,7 pg/g.
Plsobeni ostatnich elicitord obsah Polyplodinu B sniZovalo ve srovnani s kontro-

lou.
5.4.6. Diskuse Polypodin B

Provedena elicitace kyselinou acetylsalicylovou v nizké koncentraci (10°mol.I"")

meéla vyznamny vliv na obsah Polypodinu B v L. saflorové. Naméfené hodnoty, jak
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v nati, tak i v kofenech L. saflorové, byly statisticky prikazné vyssi v porovnani
s kontrolou. Plsobeni ASA v nizké koncentraci (103mol.I"") snizovalo obsah Poly-
podinu B v L. saflorové. V kofeni a nati statisticky prakazné. Elicitor NanoFyt Si®
snizoval obsah Polypodinu B v kofeni a nati L. saflorové. V nati statisticky prikazné,

v kofeni neprikazné.

Stejné jako u 20-hydroxyekdysonu i u Polypodinu B byly zjisténé nejnizsi

nameérené hodnoty z pozemku Meclov.

Ohledné obsahu Polypodinu B v nati nebyl dosud publikovany zadny ¢lanek
popisujici Polypodin B v nati L. saflorové. Literatura (Ramazanov et al., 1997 a;
Bastaev, Abubakirov 1987; Kokoska, Janovska 2009) uvadi jako hlavni mista vy-

skytu Polypodinu B u L. saflorové semena a kofeny rostliny.
5.5. Porovnani elicitora s literaturou
U¢inky kyseliny acetylsalicylové miZeme porovnat s pracemi jinych autord.

Prikladem muze byt diplomova prace Bc. Hany Gramarové z roku 2009,
ktera se zaméfila na technologii péstovani ostropestfece marianského (Silybum
marianum). Popsana elicitace v praci probéhla ve tfech rlznych koncentracich,
ASA vysoka 10 mol.I'", ASA stiedni 10* mol.I'" a ASA nizka 10 mol.I". Projevem
elicitace kyseliny acetylsalicylové bylo zvySeni obsahu silymarinu v semenech os-
tropestice, a to o 16 % aplikaci ASA vysoké, pfi aplikaci ASA nizké doslo ke zvySeni
koncentrace silymarinu 0 9 % a pfi aplikaci ASA stfedni doSlo k narlist o 4 % (Gra-
manova 2009).

Graf 5 - Obsah silymarinu v zavislosti na koncentraci ASA pfi elicitaci v se-
menech ostropestice marianského ziskanych z maloparcelkového pokusu usku-

te¢néného na pozemcich Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budé&jovicich v roce 2007

Silymarin content depending on the elicitor ASA
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Gramanova (2009)

Dalsi prace, ktera se zabyvala vlivem elicitori na obsah t¢inych latek u 1é¢i-
vych rostlin byla diplomova prace ). Sramka, ktera byla publikovana v roce 2007.
Ten zkoumal vliv pGsobeni kyseliny acetylsalicylové ve tfech koncentracich ASA
stfedni, ASA nizka a ASA vysoka na obsah ucinych latek u rostliny Echinacea pur-
purea. Konkrétné u kyseliny cichorové, chlorogenové, kaftarové a kavové v nati a
kofeni. Pozitivni vliv elicitace se projevil zejména v kofenech Tfapatky, pfi aplikaci
nizke 10° mol.I"" a stredni 10* mol.I'" koncentrace kyseliny acetylsalicylové viz graf
6. Vysoka koncentrace ASA 103 mol.I"" vyrazné sniZovala obsah vsech sledovanych

latek, ptedevsim kyseliny kavové (Sramek 2007).

Graf 6 - Procenticky obsah sledovanych latek v kofenu v zavislosti na kon-

centraci elicitoru v roce 2002
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Sramek (2007)

Studie Danaee et al., z roku 2015 popisuje vyzkum aplikace kyseliny salyci-
lové u Phyllanthus pulcher z ¢eledi Phyllanthus. Kyselina salicylova méla efekt ne-
jen na obsah ucinnych latek, ale také na zvySeni biomasy Phyllanthus pulcher.
RGzné koncentrace kyseliny salicylové pfiznivé ovlivnily mnoZstvi biomasy a méli
vliv na obsah flavonoidd, fenoll a antioxidantl v Phyllanthus pulchrer. Nejvyssich

hodnot bylo dosazeno aplikaci 20 mg.I"" viz tabulka 12. (Danaee et al., 2015).
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Tabulka 12 - Vliv rliznych koncentraci kyseliny salicylové (SA) na flavonoidy
(TFC?), fenoly (TPC?) a antioxidanty (AX) v Phyllanthus pulcher

SA (mg) TEC* TPCP AX

0 2.335 £ 0.007"  1.360 + 0.001"  89.164 + 0.149"

0.625 2.444 £ 0.0555 1406 + 0.001°  89.137 + 0.145¢
1.25 2.678 £ 0.006"  1.481 + 0.002¢  89.900 + 0.096°
2.5 3.131 = 0.008°  1.613 £ 0.005°  90.084 + 0.132%
5 3.232 £ 0.007°  1.635 £ 0.004°  91.110 + 0.164°

10 3.747 £ 0.008"  1.950 + 0.005"  98.001 =+ 0.430°
20 4.824 + 0.010° 2554 + 0.003°  98.159 + 0.158°

30 2.766 + 0.019° 0935 + 0.0178  92.609 + 0.237°
40 1.249 + 0.008'  0.674 + 0.018"  79.748 + 0.101°

Danaee et al., (2015)
5.6. Porovnani 20-hydroxyekdysonu s literaturou

Béhem tficetiletého intenzivniho vyzkumu, bylo detekovano nejméné 50 rtznych
ekdysteroidnich sloucenin v L. saflorové. 20-hydroxyekdysteroid byl identifikovan
jako jeden z nejvice zastoupenych ekdysteroidd s obsahem 0,04-0,81 % v kofe-
nech, 0,03-1,22 % v nadzemnich hmoté a 0,27-1,51 % v semenech (hodnoty uva-
déné v susiné) (Lamer-Zarawska et al. 1996; Krasnov et al. 1976; Yakubova,
Sakharova 1980; Varga et al. 1986; Repcak et al. 1994; Timofeev et al. 1998; Bast-
aev, Bastaev 1987; Girault et al. 1988; Baltaev 1991, 1992, 1995; Pis et al. 1994;
Baltaev et al. 1997; Ramazanov et al. 19973, b; Sadykov et al., 1997; Borovikova et
al. 1999; Borovikova, Baltaev 1999; Vokac et al. 2002; Budésinsky et al. 2008; Kho-
mova et al. 1995; Stransky et al. 1998; Kokoska, Janovska 2009).

Barnet et al. 2015 popisuje ve své praci o L. saflorové moznost znac¢né va-
riability koncentrace ekdysteroidd, a to od 0,1 % do 0,62 %. Co se tyce sekundar-
nich metabolitl obsazenych v nadzemni hmoté L. saflorové, literatura se ohledné
tohoto tématu znac¢né rozchazi a jsou uvadény obsahy ekdysteroidd do 0,3 %.
Podle Dr. Harmaty a Timofejeva (JleBses cadiopoBugHas) je nejvyssi obsah ucin-
nych latek pouze v nejranéjsich rlistovych fazich na jare a s rostouci rlistovou fazi
jejich obsah rychle klesa. Vyznamny vliv na obsah G¢innych latek v Leuzee saflorové

ma také podnebi, lokalita a stafi rostlin.
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Zjisténé vysledky namérenych hodnot v této diplomové praci dosahovaly
obsaht 0,016 % - 0,08 % 20-hydroxekdysonu v kofenech a 0,005 % - 0,048 %

v nati.

Z pohledu porovnani vysledkd s literaturou se mohou zdat namérené hodnoty
nizké, ale musime si uvédomit, ze tyto vzorky byly odebrany v prvnim roce vege-
tace rostliny. Literatura vychazi z rozbord rostlin provedenych v dalSich letech

rastu, kdy logicky obsah ucinnych latek bude jiny.
5.7. Porovnani Polypodinu B s literaturou

Jak bylo zminéno vySe obsah Polypodinu B v nati rostliny L. saflorové nebyl dosud
publikovan. Vysledky Polypodinu B miZeme porovnat napftiklad s rostlinou Serra-
tula coronata L. z Celedi Asteraceae. Obsahy Polypodinu B v nati publikované Odi-
nokovem et al., vroce 2002 stanovované HPLC analyzou dosahly vysledku 0,7 %
v susiné. V provnani L. saflorova odebrana na pozemku v ZF JCU obsahovala
0,00056 % Polypodinu B v nati. V nasi praci jsou patrné nékolikanasobné nizsi na-
mérené hodnoty. Pfi¢inou mlze byt fakt, Ze Serratula coronata L. je jednoletou
rostlinou, ktera podle Novel'skaya et al., (1981) je jednim z nejslibné&jsich zdroj

fytoekdysteroidd.
5.8. Vysledky stanovené hypotézy

Predpokladem sledované hypotézy bylo docilit prostfednictvim elicitace zvySeni
aspon jedné ze dvou sledovanych latek v L. saflorové, a to 20-hydroxyecdysonu
nebo Polypodinu B. Tato hypotéza byla Uspésné potvrzena aplikaci kyseliny acetyl-
salycilové v nizké koncentraci 10 mol.I"" v maloparcelkovém pokusu na pozemku
ZF JCU.

V nati kde byl sledovan 20-hydroxyekdyson, byla nejucinnéjsim elicitorem
ASA v nizké koncentraci 10° mol.I"" (48,2 pg/g). Pozitivné pusobila také ASA ve
stfedni koncentraci 10* mol.I" (30,7 pg/g) oproti kontrolnimu postfiku vodou
(19,5 ug/g). V koreni se projevil vliv ASA v nizké koncentraci 10° mol.l"", ktera
oproti kontrolnimu stanovisti (H.O) (744,5 ng/g) obsahovala 803,9 pg/g.

U Polypodinu B bylo dosazeno také kladnych vysledku. V nati nejlépe zafun-
govala ASA v nizké koncentraci 10 mol.I'" s hodnotou 5,6 pug/g - oproti kontrole

2,7 ug/g. Déle byla t¢inna i ASA ve stfedni koncentraci 10 mol.I"" s hodnotou 4,3

vvvvvv
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rem zde byla ASA v nizké koncentraci 10° mol.I"" s hodnotou 48,7 ug/g a dale Na-

nofyt Si® s naméfenou hodnotou 42,3 pg/g. Kontrola v kofeni méla hodnotu 41,4

ug’/sg.
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6. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo studium vlivu technologie péstovani Leuzey sa-
florové (Leuzea carthamoides DC.) na obsah vybranych biologicky aktivnich latek
v produktu. Ukolem bylo vypracovat literarni re3ersi na zadané téma a provést ma-
loparcelkovy pokus s péstovanim L. saflorové. Statisticky vyhodnotit vliv pouzité
technologie - v tomto pfipadé elicitace - na obsah vybranych, biologicky aktivnich
latek v produktu a ziskané vysledky diskutovat a porovnat s publikovanou litera-

turou.

Soucasti této prace je popis péstovani L. saflorové ve skleniku a nasledného
vysazeni na pole. Na poli byla jako elicitor pouzita kyselina acetylsalicylova ve tfech
koncentracich ASA vysoka 10 mol.I'", ASA stfedni 10* mol.I"!, ASA nizka 10 mol.I
Ta komer¢ni pripravek NanoFyt Si®. Pomoci metody UHPLC (Ultra High Pressure
Liquid Chromatography) a metodiky poskytnuté Laboratofi forenzni analyzy biolo-
gicky aktivnich latek, pod vedenim pana Ing. Martina Kuchate Ph. D. VSCHT Praha
byly ve vzorcich stanoveny latky 20-hydroxyekdysone a Polypodin B.

Podivame-li se na obsah 20-hydroxyekdysonu v nati L. saflorové, nejlepsim
elicitorem se zde stala ASA v nizké 10° mol.I"" a stfedni koncentraci 10* mol.l"”,
aplikovana foliarné. Podobné tomu tak bylo i u kofene, kde se vyborné vedlo kyse-

liné acetylsalicylové v nizké koncentraci 10 mol.I"" v porovnani s kontrolou.

Pokud se zaméfime na obsah Polypodinu B v nati, vysledky ukazuji, Zze pro
dosazeni nejvyssiho obsahu bylo zapotrebi rostliny osSetfit foliarné kyselinou ace-
tylsalicylovou v nizké koncentraci 10 mol.I"". Podobné tomu tak bylo i u obsahu
Polypodinu B v kofenech, kde se podafilo navysit jeho obsah aplikaci kyseliny ace-
tylsalicylové v nizké koncentraci 10° mol.I"", v maloparcelkovém pokuse provede-

ném na pozemku ZF JCU v Ceskych Budé&jovicich.

Tato diplomova prace dosla k zavéru, ze plsobeni kyseliny acetylsalicylové
(ASA) v nizké koncentraci 10° mol.I"" bylo v maloparcelkovém pokuse provedeném
v Ceskych Budé&jovicich na katedie Agroekosystémi na Zemédélské fakulté Jiho-
Ceské Univerzity prikazné. Kyselina acetylsalicylova (ASA) v nizké koncentraci 10
> mol.I'" méla pozitivni vliv na zvy$eni obsahu 20hydroxyekdysonu a Polypodinu B

v nati a korenech L. saflorové.
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