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ABSTRAKT

Cilem gedloZené prace bylo studiunditku elicitori — ELITIC a Elitic Jack
na stimulatory rostlinné imunity ve smyslu ovléim obsahu &kterych biologicky
aktivnich latek ve vybrané rostéirostropestc mariansky&ilybum marianunt..).

Hlavnimi Einnymi latkami ostropeste marianského jsou silybin, silydianin,
isosilybin, silychristin, ozngvané ¢ast jako silymarinovy komplex, a taxifolin.
Tyto latky maji antihepatotoxickécimky a dalSi ochrannécinky na mnohé bitky
a organy.

Pred vyzkumnoucésti byla provedena literarni reSerSe o stresuc#aei,
ptvodu, botanické charakteristicéstu a gstovani ostropeste marianského.

Poté byl zalozen maloparcelkovy experiment v Hkibaad Vitavou v roce
2010. Rostliny ostropaste marianského bylyikrat oSeteny 2, 000 ml preparatu
ELITIC rozpuSénymi v5 | vody a 2,000 ml prepardtu Elitic Jack
taktéz rozpugnymi v 5 | vody.

Priprava extrakt prokehla za pouziti s@si acetonu, metanolu a vody.
Extrakty byly analyzovany vysokeiinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

Vliv pfipraviki ELITIC a Elitic Jack na obsah sledovanych biol&agic
aktivnich latek nebyl v porovnani s kontrolni skuga rostlinbez aplikace elicitir
statsticky piikazny. Nedinnost elicitofi mohla byt zfisobena nevhodnzvolenou
koncentraci podolin jako neoptimalnim stavem porostu dstedku msobeni
rozli¢cnych abiotickych a biotickych stresor

Kli¢cova slova: Silypbum marianum silymarin, vysokodinna kapalinova

chromatografie, flavanolignany



ABSTRACT

The aim of this thesis was to study the effectwd tdifferent elicitors -
ELITIC and Elitic Jack on the stimulation of plamimunity and thus the influence
on the content of the active constituentSitybum marianunt.. plants.

The main active constituents &ilypbum marianunlL. seeds are silybine,
silydianine, isosilybine, silycristine, usually erpsed as silymarine content,
and taxifoline. These constituents have antihepatoteffect and many different
protective effects on numerous organs and cells.

Knowledge about stress and elicitation, originfabecal characterization,
growth, development and cultivation &ilybum marianumL. were summarized
before the research.

Then the small-plot experiment was set up in Hkdboad Vitavou in 2010.
Plants of Silybum marianum were treated three timigs 2,000 ml of preparation
ELITIC and 2,000 ml of preparation Elitic Jack balituted in 5 | of water.

The preparation of the extracts was being held witing mixture of acetone,
methanol and water. The extracts were determinedHigih Performance Liquid
Chromatography.

The effects of both preparation ELITIC and prepara Elitic Jack
on the active constituents in seeds were not staly proven compared to seeds
without aplication of elicitors. The ineffectiverse®f elicitors should have been
caused by unsuitable chosen concentration as vgelbyanonoptimal condition

of plants due to various abiotic and biotic stresso

Key words: Silypbum marianum silymarin, High Performance Liquid

Chromatography, flavanolignans
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1. UvOoD

Motto: pioic kpdmreator piiel.
Prirozenost se rada skryva.

Hérakleitos z Efesu, zlomek B 123

LéCivé rostliny jsou v sotasnosti dedem z4djmu mnoha spoenskych
skupin. VyuZivaji se k t&eni v girodnich a alternativnich medicinskych systémech
¢i pri fytoterapiich, které koresponduji s trendem zdhaw Zivotniho stylu rostouci
casti populace zapadnihoésa. Slouzi ale také jako suroviny pro vyrobuilékl&iv
moderni farmacie, kterd jéStzdaleka neobjevila cely potencial rostlinti&e.
Jejich produkci zajidlje z pFevazné casti zemddgélska cinnost pstiteld,
piestoze v #kterych zemich i u nds ma dlouhou tradicérskécivych rostlin.
Péstovani l€ivek je v souladu s aktualnimi zajmy spoié zenddelské politiky EU,
neba odpovida navratu k&tovani tradinich a krajovych rostlin v ekologickém
zemedélstvi s produkci vysoce kvalitnich surovin pro zreatelsky pimysl, plni
také vyznamné mimoprodaki funkce a napomaha k trvale udrzitelnému rozvoji
venkova.
marianumL.), ktery je gstovan velkoplo& a zdjem o jeho plody dlouhodbloste,
piedevSim pro jejich vyuZziti ve farmaceutickémimpyslu. Latky silymarinového
komplexu obsazené v semenech ostrdgpesmaji vyznamné hepatoprotektivni
acinky a nejno¥jSi vyzkumy dokazuji i jejich pozitivni vliv ip Iécbé nekterych
druhi rakoviny (Dvdakova, 2006).

Rozhodujicim momentem ¢&gtovani ostropeste je kvalita semen,
neba’ ona rozhoduje o zajmti nezajmu farmaceutickéhotmmyslu o tuto surovinu,

a tim i o ekonomickém vysledkuégtiteli. Kvalitu semen Ize ovlivnit aplikaci
rozlicnych latek se stimuéamim &inkem na rostlinné obranné mechanismy,
tzv. elicitoi. Moderni analytické metody poskytuji dokonalejSiozpani
metabolismu a vlit specifickych latek na tvorbu Zadoucich metabolit
Metoda elicitace se tedy jevi jako velmi perspekitioblast ¥deckého zajmu s

vyznamnymi moznostmi praktické aplikace.



Cil prace

Cilem prace je studiuméiinku elicitori na stimulatory rostlinné imunity ve smyslu
ovlivnéni obsahu &kterych biologicky aktivnich latek ve vybrané raosil

ostropestec mariansky$ilybum marianunt..).

Cilem prace je vypracovat literarni reSersi:
a) vliv elicitort na obsah &kterych @&innych latek v ostropeisti marianském
(Silybum marianunh..) nebo v jinych vybranych rostlinach
b) botanicka charakteristika, #&pob pstovani, agrotechnika, hnojeni,
ochrana ped Skidci a proti chorobam ostropést marianskéhoSflybum
marianumL.)
c) chemické sloZzeni a cinné latky v ostropesti marianském (Silybum

marianumL.) a metody jejich stanoveni

Cilem préace je prostdnictvim maloparcelkového pokusu odzkouSet vlierapych
elicitori na obsah ¢kterych &innych latek v ostropeisi maridnském Silybum
marianumL.)

Cilem prace je vypracovat bakgdkou praci dle Op#&tni dkana ¢. 13
ze dne 18.12.20009.
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2. LITERARNI RESERSE

2.1 Stres

2.1.1 Stres jako pojem

Pojem stres pouzivame ¥améieci predevsim jako synonymum pro duSevni
zagz, avSak stresem se dnes zabyvaégidpi odbornici mnoha rozhych wdnich
obori. Do ¢estiny bylo toto slovoigjato z anglickeho ,stress”, jeZz nese sémantickée
vyznamy jako nafiklad tiseé, nesnaz¢i tlak (Fronek, 1998). Etymologicky lze
sledovat fivod slova az k latinskému slovesu ,stringo, striegestrinxi, strictum*

s vyznamem utahovati, stahovati, zadrhovatighlavy, 1994).

Jako prvni pouzil termin stres v biologickém komie matarsky
endokrinolog Hans Selye, ktery se dttdtych let dvacatého stoleti systematicky
stresem zabyval. Navazal na prace Clauda Bernastahilit vnittniho prostedi,
.milieu intérieur* (Skinner, 1991), a Waltera Camao o0 homeostazi
jakozto schopnosti organismudrzovat své vnihi prostedi pomoci slozitych
mechanism v dynamicky konstantnim stavu (Cannon, 1929).

Hans Selye ve svych pag#lich pracich popsal i pozitivni efekty stresu
a navrhl rozliSovat mezi pojmy ,eustress” a ,disge Pozitivni stres, ,eustress",
vede ve svém isledku k posileni organismu a je vniman jak@&zavit prekonana
zagz, zatimco negativni stres je vniman jako znepqimjzatz, jejiz gekonani
stdlo mnoho sil. Reakce organismu je v obdipguech stejna, zalezi pouze
na vnimani a hodnoceni subjektu (Selye, 1976). ektibjta je na Udrovni
vegetativniho rostlinného &a zéalezZitosti nesddomou, kterou rizeme vztahovat
ke schopnosti ,autopoiesis”, tj. ke schopnosti sgh&@eni a sebeudrzovani (Varela
et al., 1974). Akoli nové teorie poznani (Capra, 2004; Bateson,6P(fpatuji
kognitivni proces jako proces ontologicky, negipokladame, Ze by rostlina mohla
zaZivat stresovou situaci jako hodnatorelevantni. Cloveék jako pozorovatel
vSak miZze vnimat psobeni stresu pozitién vede-li k intenzivajSimu projeveni

prirozenosti rostliny v podabzvySeni obsahuéinnych latek.
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2.1.2 Stresory

VSe Zivé ma fekvapivw slozitou vnitni strukturu, fyzicky realizovanoutsi
vnitinich vztali, skrze kterou komunikuje s okolim. Tim, jak rasdlirealizuje
za pomoci energie ziskané metabolismem své mozmysttava do uitého tvaru
a vytv&i komunik&ni rozhrani w¢i okoli. Rostlina je udrZzovana {gokem latek
a energie, které ziskava z okolniho piedi, je tedy otaenym systémem
(Kratochvil, 1994).

Rostlina je bezprosdre zailenéna do svého Zivotniho okruhu. Jeji hranice
jsou jaksi oteieny swtu. Plessner ozid formu pozicionality rostliny
jako otewenou. Rostlina je sama sebou gr&krze své okoli, coz je v protikladu
ke zvieci #iSi, nebd zviie ma své hranice figre vymezené a uzaene,
jeho pozicionalita je uzadena (Fischer, 2000). Zivotni préstli, které se Zftomiuje
v podol# Zitého s¥ta, tzv. ,Umwelt* (Uexkill, 1934), v &émZ rostlina realizuje sy
Zivotni cyklus, sestava v nejobeé@@i rovine z primého a neffmého misobeni
organisnii v komplexu pirodnich podminek. Ekologické faktory tedyliche
na biotické (vnitrodruhové a mezidruhové vztahyipp antropogenni faktor -
pusobeni¢loveéka) a abiotické (fyzikalni a chemické). Kazdy origanus je schopen
se fizpusobit ugitému rozmezi fisobeni kazdého jednotlivého faktoru, hiiuee
o jeho ekologické valenci, kterate byt pro wtity faktor relativré Siroka - druhy
euryvalentni, nebo relati¢n Uzk& - druhy stenovalentni. NejvysSi zdatnosti,
tj. schopnosti rozmnozit se, dosahuje organismysasmu ekologického optima
pusobeni faktoru aip dostaténé gFitomnosti zdraj. Pro niku populaci plati vySe
uvedené per analogiam (Begon et al., 1990).

Jestlize utity faktor pisobi mimo optimalni hodnoty fylogeneticky
zakodované v rostlin tedy zatZuje rostlinu nad é&nou urové (Pulkrabek et al.,
2005) a naruSuje jeji homeostazu, vyvolava étiam stres, byva klasifikovan
jako stresor, tj. fvodce stresu (Kovaik, Kovalcikova, 1974).

Stresory pisobi na celou rostlinu, tj. na #emy, nadzemniast i na vyvijejici
se semena. Rostliny jsouizpiasobeny k vykonavéni vSechildzitych Zivotnich
funkci za pomirné znaného kolisani faktar vne¢jSiho prostedi. Ri ptsobeni
stresofi maze rostlina dosahnout nového rovnovazného stavaakéad cinnosti
kompenzanich proces. P nezvladnuti vlivu stresérdojde az k uhynuti rostliny
(Bldha et al., 2003).
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2.1.3 Piibéh stresové reakce

Piasobeni stres@r vede k mobilizaci obrannycki napravnych zazeni
(Kovalkik, Kovalcikova, 1974), tedy ke stresové reakci, kterd prébib ¢tyiech
fazich, a to ve fazi poplachové - fazi restitu- fazi rezistence - fzi ¥grpani.

Poplachova faze je zahajena bezpesbt po &inku stresoruci spisSe
kombinace stresar kdy jsou jejich isobenim narusSeny b&meé struktury a Zivotni
funkce rostliny. V restiténi fazi, nedojde-li ovsem kigkrateni letalni meze rostliny
a jejimu Uhynu, zmou pracovat kompen&ai mechanizmy. Tyto mechanizmy
smetuji ke zvySené odolnosti rostliny ve fazi rezisendci pasobicim stresdm.
Pfi dlouhodobém a intenzivnimuapobeni stresér nemusi byt zvySena odolnost
rostliny vzdy trvalého charakteru aua#e dojit ogt k jejimu poklesu ve fazi
vycerpani (Blaha et al., 2003).

Vysledkem stresové reakce je cits Urover adapténi schopnosti.
Prechodr se niize zvysSit i Urové odolnosti Wici biotickym stresaim - tento jev se
nazyva aklimatizacekada rostlinnych druhse dokaZe vyhnoutipobeni stresér
vétSinou se v3ak rostlina pokousi o nastoleni totrafici stresu (Blaha et al., 2003)
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2.2 Stimulace, elicitace a rostlinna imunita

2.2.1 Elicitace

Piasobeni biotickych a abiotickych stredoovliviiuje u rostlin tvorbu
sekundarnich metabalit které mohou obsahovatciané latky s vyuzitim
ve farmaceutickém pmyslu. Paklize stresor pozitigrovliviiuje tvorbu Zadoucich
latek, Ize chépat jeho efekt pozitivnjako stimulaci, nabuzeni obrannych
mechanisna rostliny. Elicitory indukuji v ramci rostlinnychboannych mechanisin
tvorbu nizkomolekularnich sekundarnich metabdijtoalexini, jako jsou nafklad
terpeny, flavonoidy, kumariny, isoflavonoidy, stely stilbeny a dalsi.
Vyuziti stimula&niho efektu specifickych latek se nazyva elicita@@icosmo,
Misawa, 1985).

KuZzel et al. (2005) pak elicitaci definuji jakadnkci obrannych mechanism
rostlinného organismu, n#glad zvySeni tvorby sekundarnich metalightyvolanou
aplikaci vrejSiho stresového faktoru chemického, biologickémgtelného,
tepelnéhai mechanického charakteru.

Blaha et al. (2003) oztaji elicitor naproti tomu v uzsim smyslu jako latku
kterd se vytv po proniknuti patogenu do organizmu rostliny ausi obrannou
reakci rostliny. Elicitory dli na exogenni, které jsou metabolity patogenu,
nag. nekteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidy, eadogenni,
které se uvaluji z naruSovanych bgbnych stén organisnd, nag. oligoglukany,
oligomery chitinu, oligogalakturonany.

Radman et al. (2003) roddji elicitory na fyzikalni a chemicke,
ty pak na abiotické a biotické, a ty poté na eigit komplexniho slozZeni

a definovaného slozeni.
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tab.¢. 1 - Rostlinné elicitory (Radman et al., 2003)

TABLE 1
Elicitors of plants
Elicitors Reported effects on)
Physical Injury p
Elicitors
- Metal ions (lanthanum europium, calcivm silver,
Abiofic [ cadmium), galate Pe
Complex Yeast cell wall, Mycelia cell wall, Fungal spores Pc F
Composition
Alginate Pc.EB
LBG F
Polysaccharides | Pectin Pc.F
(Carbohydrates Chitosan Pc
Guar Gum Pc
Mannuronate F
Chemical | Biotic -  og| Stiluronate F
B Oligosaccharides Mannan F
Defined Galacturonides Pc
Composition Peptides Glutathione Pc
Proteics Proteins Celhulase, Elic- Pc
itins, Oligandrin
Lipids Lipopolysaccharides Pc
Glycoproteins Not characterized Pc
Volatiles CsLro Pc

Abbreviations: P, plants; P, plant cell culture; B, bacterial cell culture; F, fungal cell culfure.

2.2.2 Abiotickeé elicitory

Abiotické elicitory jsou sedem meéé intenzivniho zajmu neZ biotické
(Radman et al.,, 2003) V praxi se ¢&gtji vyuziva chemickycistych slodenin,
anebo jednoduchych sleenin obvykle aplikovanych ve vodném roztoku o velmi
nizké koncentraci (Duékova, 2006).

2.2.2.1 Vzacné kovy jako abiotické stresory

Mnoho kovovych prvik se v rostlinném organismuéb® nachazi.
Z makroelemerit jsou to hacik a vapnik, z mikroelemeintpak Zelezo, molybden,
mangan, kobalt, zinek, &, lithium, olovo ad. Tyto prvky, které se v rostigm
organismu vyskytuji v pod@bionti, organickych a anorganickych soli, ché&lat

¢i oxida, pasobi mnohdy jako katalyzatory enzymatickych reakci,

uplatiuji se napiklad @i transportnich pochodeati pii neutralizaci organickych
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kyselin, jsou nepostradatelné pro fotosyntézu, yitiézu chlorofylu a respiraci,
ovliviiuji také metabolismus rostlinnych hornfiofiNovaiek, 2009).

Obsah &chto prvki v rostline se v pfibéhu casu pirozere meni.
Perspektivni vysledky by v budoucnu mohly nabidnayzkumy zandiené
na studium kombinovanéhougobeni gkolika abiotickych elicitoit zarove,
korelace mezi obsahem iteho mikroprvku v rostlinném organismu &innosti
rozlicnych koncentraci na jeho bazi zalozenych eligitarztahu mezi biorytmy
rostlin a délkou periody aplikace elicitoru.

Wu et al. (2001) nafklad prokazali zvySeni obsahu taxolu v suspenzni
kultuie @i pouziti lanthanu na 280 % bez znatelnyckéam produkci biomasy.

Mnohé dalSi vzacné kovy maji stimémd (¢inky na rostlinny organismus,
respektive v nizSich koncentracich podporuagtrkultury, ve vyssSich jej potiaiji.
Tento efekt byl sledovan¥igptsobeni ioni europia v kalusové kulta reveg dlanité
(Rheum palmatu(Lu et al., 1997§i po pidani ionti ytterbia do kalusové kultury
koptisuc¢inského Coptis chinensijs(Lu et al., 1998).

Produkci flavonoid ovliviuji dle Duska et al. (1999) elicitory v podob
chloridu rtwnatého, chloridu kademnatého, siranédmatého, siranu manganatého
a dustnanu olovnatého.

2.2.2.2 Vliv titanu na rostlinny organismus

Titan je velmi dlezitym fytogennim prvkem, ktery se v rostlinnydetjvech
nachazi ve stopovém mnoZstiddime jej tedy mezi mikroelementy (10 10° %
obsahu susiny) (Novéak, 2009). V sotasné dob se pouziva jako slozka
komplexnich hnojiv obsahujicich mikroelementy siladi na list. Lze jejradit
mezi uziténé prvky, nebt m4 kladny vliv naist, potazmo vynos, jehoz zvyseni
bylo pro izné plodiny po foliarni aplikaci roztoku titanu mwavano o 10 - 20 %
(Pais, 1983). Osa&ini rostlin roztokem titanu se projevilo i zvySenkwoncentrace
n¢kterych zakladnich stopovych piivkStimulace gijmu ionti (drasliku, h&ciku,
medi, zinku, Zeleza a manganu) rostlinou patsouvisi se stimulaci fotosyntézy
a navazujici syntézy sacharja tim i zvySené ptgby ionfi pro katalyzujici enzymy
(Pais, 1974).

Tento vyzkum potvrdili Giménez et al. (1990), fkttaké sledovali benedni

(cinek titanu na zvySeni koncentracekierych esencialnich prikv rostlinach.
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Carjaval et al. (1994) prokazali zvySeni obsahwrdfylu a i b @isobenim titanu.
Daood et al. (1988) a Simon et al. (1988) potvrxiji titanu na zvySeni aktivity
enzymi. NiZSi koncentrace titanu mohougobit i jako ochrana rostlin proti stresu
zpasobenémuezkymi kovy (Lesko et al., 2002).

Pri  vySSich koncentracich ide titan psobit toxicky a zfisobovat
nag. chlor6zy a poruchyastu (Hruby et al., 2002). Kibovym momentem je tedy
volba koncentrace,ipniz je pozitivni fisobeni obrannych mechanigmyvolanych
piitomnosti titanu silgSi, nez jeho toxicky vliv na rostlinné tkan
Tento jev spdivajici v rozdilném fisobeni toxinu, respektive stresoru, v zavislosti

na koncentradii intenzit se v toxikologii nazyva hormese.

obr.¢. 1 - Hormetickd - kiivka (True, Gies, 1903)
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Hormetick& p - kiivka znazoiiuje rozdilné fyziologické stugnodpowdi
organismu naizdni ¢i davku toxinu, respektive stresoru: a = smrteloadentrace,
b = preziti s depresivnimi dinky na organismus, ¢ = neutralni vliv v porovnani
s kontrolou, d = akceleracdéstu oproti kontrole, e = neutralni vliv v porovnani
s kontrolou (True, Gies, 1903)

Kuzel et al. (2003) navrhli néasledujici souhrnnigorii piasobeni titanu
v rostlinach. Titan se po proniknuti do rostlinnérganismu navaze na koordina
aktivni mista dlezitych biomolekul (naip nukleové kyseliny) a vysni tak givodns
vazané prvky (jako jsou Fe, Mg, Zn) z jejich vazgiin mist. Rostlina je nucena
zahdjit detoxikani proces zahrnujici syntézu titan chelatizujiciiandi -

organickych a-hydroxykyselin a kyseliny askorbové. Ma (2000) gappodobny
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mechanismus interni detoxikace hliniku s tvorbou Altratu u hortenzii a tvorbou
Al-oxalatu u rostlin akumulujicich hlinik.

Souwasti procesu detoxikace je zvySeni syntézy  chlbiofy
a nitratreduktazové, Fe (lll)-reduktazove, peroxmé&e a katalazové aktivity,
coz pati k obvyklym ukazatéim stresu rostliny. ZvySena aktivita nitratreduktazy
poskytuje rostlig dostatek dusiku pro funkci vSech metabolickych ¢eastnicich
se detoxikéaniho procesu. Dochéazi také ke zvySenémiijmp Fe a Mg,
ktery pomaha vratit komplexotvornou rovnovahuétzplo normalniho stavu.
Proto se &inky titanu jevi jako benefni jen v nizkych davkach, kdy vyvolané
obranné reakcerpkonaji jeho toxickéigsobeni (Kuzel et al., 2003).

Fe je wvytsiovano ze svych ipozenych vazebnych mist, proto Ize
pii intoxikaci Ti (IV) ocekavat fyziologické projevy analogické deficience,F
jako jsou exkrece kyselé fosfatdzy f&novym systémem, zvySeni aktivity
Fe’* reduktazy na povrchu keni, které zpsobuje redukci F& piitomného
v Zivném roztoku na E& jen? nasledh tvoii barevny komplex s Ferrozinem,
dale exkreci riboflavinu keny do Zivného roztoku a mobilizaci ¥ev rostlin
jako disledek aktivace Péreduktazy a zvySenéhdijmu Fe rostlinou (KuZzel et al.,
2003).

2.2.3 Biotické elicitory

Zivé organismy ve svém Zivotnim predi BZn¢ vstupuji do iznych vztah
s dalSimi organismy svého druhu i mezidruhoMezi biotické stresory je mozné
fadit  patogenni  mikroorganismy, jako jsou tap viry, bakterie
a jiné mirkoorganismy, houby, dale hmyzi a Z%0é Skidce, ale také rostliny.
Biotické elicitory komplexniho sloZzeni pak byvajejtastji homogenaty vii,
bakterii a hub (Hnitika et al., 2003).

Marinelli et al. (1994) najklad prokazali zvySeni akumulace flavonid
v suspenzni kulie jehlice rolni QOnonis arvensjs elicitaci homogenatem
z usmrcenych butk z Escherichie coli a kropidlaka zemnil#spergillus terreus

Biotické elicitory na béazi organickych sk®nin gedstavuji druhou,
velmi Sirokou skupinu latek se stimatami €inky, pficemz p@et nov objasrnych

molekularnich struktur rozinych biotickych elicitoit v posledni dob stale stoupa.
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Radime semtzné proteiny, glykoproteiny, oligosacharidy rostlinné hormony
(Anderson, 1989; Hahn et al., 1989).

Elicitaci samotnou organickou latkou vyuzili veésv experimentu dmova
a DuSek (2000), ktetak prokazali vyznamnou elicitai aktivitu kyseliny linolové
vedouci ke zvySené tvarbfytoalexini (isoflavonoidi) v listech rostliny fazolu
obecnéhoRhaseolus vulgar)s Pisobeni kyseliny linolové jefigitano blizkosti jeji
struktury ke struktte kyseliny gama-linolenové, jez je prekurzorem kpge
jasminové, jejiz methylester je fytohormonem v obém metabolismu rostlin
(Longland et al., 1987).

Optimalni koncentraci stejného elicitoru izmych kultur in vitro v pipac
jeho pozitivniho fisobeni nelze zevSeobecnit a je specificka, mimopgio tu kterou
kulturu a dobu elicitace. dihnost elicitace zalezi na mnoha faktorech,
které ¢asto fisobi synergicky, jako jsou s$takultury, fyziologicky stav rostliny,
koncentrace elicitoru a v jakyckasovych periodach byl elicitor podéavan.
Velice dilezitou podminkou je, aby elicitor nesnizoval Zesthopnost kultury,
proto se obechuZzivaji nizSi koncentrace elicito(Pexidr, 2004).

Doposud stale neni uspokdjiwyswtlen mechanismus¢inku biotickych
a abiotickych elicitak, jakoz ani struktura biosyntetickych drah sekund#@r

metabolismu rostlin (Siatka, KaSparova, 2007).
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2.3 Ostropestec mariansky - popis rostliny

2.3.1 HRivod

Ostropegdtc mariansky ilybum marianunt..) je jednou z nejdéle znamych
lé¢ivych rostlin na evropském kontingnts pivodem v oblasti $e€domdi,
odkud se pozfji rozSiil po celém swté. Aredl jeho roz$eni zahrnuje oblast
Kavkazu, iranu, Syrie (Stary 2000), severni Afriktanarské ostrovy, Pyrenejsky
poloostrov, Madeiru, byl zawen i do Ameriky a Austrédlie (Husakova, Lhotskéa
1981). Dnes je ostropést mstovan na plantdzich v mnoha evropskych zemich,
severni Africe, Severni a Jizni Americejedi a zapadni Asii a jizni Australii
(Chiavari et al., 1991; Morazzoni, Bombardelli, 89€arrier et al., 2002).

Ostropegiec byl vZzdy povazovan za jednu z riin¢jSich I&€ivych rostlin
a zminky o 8Bm najdeme tégf ve vSech vyznamnych hetibéh od dob sedowku,
jako napiklad v herb& abatySe Hildegerdy z Bingenu, Hieronyma Bocka,
Mattioliho a dalSich (Jegorov, 1996). Jiz od doktikgn byl pouzivan jako
jaterni tonikum.

Ostropedec byl v Evrog také pgstovan v zahradach jako zelenina,
mladé listy se pouzivaly do salatako nahrada za Spenat, mladé stonky
se upravovaly na figob cliestu, kdeny se nechavalyi@s noc namiené ve vod,
aby ztratily hakost, a jedly se v Opravach jakeerny kden, kwtni lizka
piipominajici artyoky byla gipravovana jako artyoky (Hedrick, 1919; Grieve,
1931)

Rodové jméno Silybum patrre vzniklo zieckého ,silybon* — gtapec,
podle tvaru a velikosti Uboru. Druhové jméno vydh&zlegendy o bilém
mramorovani na listech, které&lo byt mlékem Panny Marie (Stary, 2000).

2.3.2 Botanicka charakteristika

Ostropedec mariansky Silybum marianumL.), synonymg Carduus
marianus zceledi hwzdnicovitych QAsteraceag je bylinou podobnou pckiam
a bodlakm (Husakova, Lhotska, 1981). Podobnost s bodlakeyjadiuji
i cizojazyné nazvy, anglicky ,milk thistle®, francouzsky ,cfteon Marie”, mecky
.Mariendistel“ (Stary, 2000). Na naSem Uzemi sengd jednoletou bylinu,
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vyjimecné dvouletou (Spitzova, 1997). Vrignivych klimatickych podminkéch
je ozimého charakteru, v naSich podmink&chetérady vymrzajici (Kubinek, 1987).

V teplych zahrarinich oblastech je velmi vyznamnou plevelnou rostlin
(Husékova, Lhotska, 1981), jeho nizka odolnostipnoazu jej vSak u n&sni pouze
vzacnou plevelnou rostlinou (Kubinek 1987). Ostslige gechodr zplaiuje

na rumistich, pustych mistech ikatych a kamenitych stranich (Husékova, Lhotska,
1981).

Ostropesec rychle a spolehliv klici (Stary, 2000). Vzchazet tne
v optimalnich podminkach i po 5 dnechjmperné vSak 2 - 3 tydny po vysevu.
Prizemni fizice velkych, lalénatych listi s dozZluta zabarvenymi trny (Stary, 2000)
se vytvdi do dvou ndsial po vysevu (Kubinek, 1987). Tato faze ma vyznamiiy v
na tvorbu a sloZzeni silymarinového komplexu (Groémoet al., 1993).
Rostlina pechazi do generativni faze ¢adkem dlouzivého astu (Stary, 2000)
a rychlé tvorby rozstvené, keétonosné lodyhy, kterd dosahuje koné vysky
1 — 2 metry, maximat 2,5 metru (Kubinek, 1987). Lodyha podobna benadikt
je silnd, dole hustolisténa, v horni polovit bohat vétvena aidceji olistena.

Listy svym tvarem date svadji vodu ke kdenim (Stary, 2000), jsou zelené,
sttidavé, tuhé, lesklé, objimavé (Husakova, Lhotsk#B81l), podlouhle eliptické
a na okrajich ostritzubaté (Opletal, Volak, 1999), na Zilngtibile mramorované
(Jarta, Zentrich, 1995). Zpravidla je s#iwvyvinut killovy kofen (Spitzova, 1997).

PowtSinou jednotlivé mohutné ubory, velké 5 az 8 cmpit®va 1997),
jsou cervenofialoe kvetouci (Stary, 2000)fidka s bilymici bledé fialovymi kvéty
(Opletal, Volak, 1999), s lysym, kulovitym zakroveanostni¢ zubatymi listeny,
které vybihaji v mohutné, Zlabkovité, nazmhnuté ostny (Husakova, Lhotska,
1981). Ostropettc kvete v zavislosti na terminu vyseviervenci az za (Moudry
2012), je cizosprasny, hlavnimi opyl@vgsou Wela ac¢meldk. Ostropestc pati
mezi vyznamné medonosné rostliny (Spitzova, 199Razdém uboru jefiblizné
190 semen, coz viméru z jedné rostliny §d 94% Klicivosti a hmotnosti jednoho
semene 22 mg dava 6350 semen (Sindel, 1991).

Plodem ostropeiste je tmavoh&da, Zihana nazka dlouha 6 — 7 mm a Siroka
3 mm (Spitzova, 1997). Pokud je v obdobi tvorbydplalestivé a chladné pasi,
jejich obaly se mnohdyiec nezbarvi (Czabajska et al., 1989). Semenalesijiy
bily chmyr, ktery je u baze srostly a dlouhy asi-1a5 mm (Husakova, Lhotska,

1981). Semena se vyuZzivaji i s obaly, jelikoZ &ane latky nachézeji bezprostire
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pod osemenim (Jaros, 1992§icpmz relativi nejwtSi mnozstvi dinnych latek je
v semenech z vrcholovych uliofGromova et al., 1993). Droga mé n#étiou chu’
a je bez pachu (Opletal, Volak, 1999).

obr.¢. 2 - Detail k¥tu ostropeste marianského

Foto: Jintich Petr

2.3.3 Rstovani

2.3.3.1 Ridni a klimatické podminky

Ostropedtc mariansky lzegstovat v Sirokém pasmuignich a klimatickych
podminek diky jeho relatién vysoké pizpasobivosti. Podminkytepaského
vyrobniho typu se nejvice podobaji klimatickym padkam arealu jehogvodniho
rozSieni (Spitzova, 1997). Jeho optimalidpi prostedi je bohaté natni humus,
ve staré fidni sile, s neutralnitpni reakci a dostatkem vidhy. Nevhodné jsaikén
piité, Serkovité a kyselé fdy, stejk jako vysusné jizni svahy, na kterych neméa
rostlina dostatek vody zvla@stv kritickém obdobi pechodu do generativni faze

spojeného s prudkym nitem biomasy v podébkvétonosnych lodyh (Moudry
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2012). Mimo jiné je ostropastic @i nedostateném viahovém rezimu nachysi

k napadeni {dnimi houbami zrodu srpowka (Fusarium). Nepemokené

a neutuzenéctké mdy lze k jeho pstovani také vyuzit, ovSem na ukor nizsiho
vynosu oproti pdam kvalitrgjSim (Dvaakova, 2006), tedy hlubSim hlinitymigam

s velmi dobrou zasobou Zivin (Ryant, 2005).

2.3.3.2 Seti

Swtld az tmavd semena ostrogiest jsou svym tvarem a velikosti blizk&
osivu obilnin. Hmotnost tisice semeémi 25 — 30 g. S rostouci délkou skladovani
klesa jejich ki¢ivost, proto se nedopatuje pozivat osivo skladované déle nez
2 roky (Kubinek, 1987).

Vhodnymi gedplodinami jsou zlepSujici plodiny jako legumindzy
¢i organicky hnojené plodiny (Moudry, 2012), ovSera jej za@adit i po obilnirg.

Priprava midy pred setim spfiva v hluboké podzimni o#h podmitce
po sklizni gedplodiny, na silé proschlé dy Ize dopordtit i valeni (Dvdakova,
2006).

Vysev je realizovanigsnymi secimi stroji do Sirokydiddki. Norma vysevu
se pohybuje mezi 5 az 8 kgthavysev se provadi podle gasi a regionu vileznu
az dubnu (Spitzova, 1997)ipeplo pady minimalre 5° C. \Lasny vysev zajtllje
dostatek vlahy § vzchéazeni a ochranuigd tracheomykdzou (Kubinek, 1987).
Naproti tomu vysev na konci dubna vede k niZ8i Wyonadzemni biomasy,
coz usnatluje mechanizovany sh Zrani Obok se vtomto fipad presouva
do susSSiho a teplejSiho obdobi, a tim se zvySugalolsilymarinu v semenech
(Gromova et al., 1993). Hnojeniiugly ve spojeni s poz@Eim vysevem ma
také pozitivni efekt na vynos semen, obsah silymara podil nenasycenych
masnych kyselin (Andrzejewska, Skinder, 2007)

Hloubka vysevu by #a byt 2 — 3 cm. HIubSi vysev do 5 cm za &mného
zvySeni normy vysevu aZ na 12 kg'tja opodstatény v suchych podminkéach asm
by byt doprovazen vélenimigy (Moudry 2012).

Vhodny spon gstovani je mezi 30 x 30 cm az 40 x 40 cmégigedind na
1 n? by se il pohybovat mezi 6 -12 (Kubinek, 1987). Pro makijiele se

doporwiuje spon SirSi (Gromova, et al., 1993).
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Schulte (1999) uvadi, Ze mnoZstvi postrannich er@tich) stonk
ostropedte zavisi na hustdtvysevu a klimatickych podminkach. Studie doklada,
Ze ostropegec vysety v nizké hustotl10 rostlin na metrétvereni vytvai
10 - 16 lateralnich stoiik Dvojnasobny vysev snizi et postrannich stoiiko vice
nez polovinu. Ve Spaisku bylo dosaZeno nejvy3sich vyfogii hustot vysevu
40 - 50 rostlin na metitveretni, v Némecku fi 20 - 30 rostlinach na mettveresni.

Byly provadiny experimenty s velmi nizkou hustotou, 5 - 7 lnegta metr
stveresni, kde jedna rostlina pokryva plochu 1500 - 206 a vynosy se pohybuiji
od 0,7 do 1,4 t.hh(Foldesi, Barsi, 1983; Carruba, la Torre, 2003;idraigi et al.,
2003; Geneva et al., 2008).

Pti hustot 30 rostlin na met&tvereni je plocha rostliny 190 - 370 ém
tj. pétkrat az osmkrat mensifipemz vynosy byly srovnateln® vySSi (Rumhska,
1991).

obr.¢. 3 - Vyzrald semena ostropi&st marianského

e

Foto: Jana Dviakova
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2.3.3.3 Hnojeni a vyZiva

Aplikace mineralnich hnojiv aistovych regulatdr obvykle vede k rozvoji
vegetativnichiasti rostliny diky nastartovani primarniho metatli (Chernyadev,
1994). Pozitiv ovliviuji rast, pd@et postrannich lodyh a pet dbofi na jednu
rostlinu. Tyto zmny jsou spojené s pozmnou dobou kveteni, kvaligsim
dozravanim semen a zvySenym vynosem. Vliv na pradflavonoidi a latek
silymarinového komplexu byl sledovan také kladnyeii@va et al., 2008).
Presto niize vést v Bkterych gfipadech aplikace hnojiva na list k mobilizaci Zivin
do karenmi (Wojcik, 2004).

Prestoze maji hnojeni ai@ni podminky vyznamny vliv naist a vynos
porosti ostropedte, bylo prokazano, Zze mnozstvi srazekdm kritického obdobi
pusobi na vynos ostropé&sé mnohem vice (Kubinek, 1987).

Pozorovani v severnim Egypprokazala pozitivni vliv hnojeni dusikem
a fosforem na vynos nazek, obsah oleje a silymarirastliné (Omer et al., 1998).
NejvhodrgjSim zpisobem hnojeni se ukazal&leha aplikace siranu amonného
ve dvou terminech (Omer et al., 1996). Vysoké dalksikatych a draselnych hnojiv
vedou k vyS§Simu vynosu naZek, nicrdé@bsah oleje a silymarinu v nazkach neni
vysokymi davkami ovliviin (Omer et al., 1993; Omer et al., 1995).

V nasich podminkach se dopouje cElené hnojeni davkou 60 — 90 kg N
na hektar, polovina az duietiny se aplikuji i jarni preds€ové gipraw pady,
zbytek ve fazi 6 - 8 pravych ligtv suchych a teplych oblastech v&edgvysevem.
Spol&n¢ s podzimni hlubokou orbou je vhadreapravit i organicka hnojiva
(Kubinek, 1987). Pausainize aplikovat peds&ové 300-400 kg NPK na hektar
(Ryant, 2005).

Ramcova metodika Zemklského vyzkumného Ustavu Krehiz, s.r.o.
(Ramcova metodika, 2003) proégpovani ostropeste marianského dopafuje
aplikaci 45 - 60 kg N, 17,5 kg P a 33,2 kg K nathekcoz v praxi znamena aplikaci
200 kg NPK (19-19-19) na hektar. \fipad vysoké nebo velmi vysoké zasoby
drasliku v fid¢ pak navrhuje aplikovat 100 kg Amofosu na ha nazpndNa jde je
potom vhodné hnojit 100 az 150 kg duminu amonnéhoipd setim nebo ihned
po zaseti. Jako nejvhogli regiony pro pstovani ostropeste marianskeho jsou zde
popisovany zewudelska vyrobni oblastepaska nebo obilngka s hlubsi hlinitou

pudou a s velmi dobrou zasobou Zivin.
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2.3.3.4 Ochrana proti plevaim

Ostropesec je konkuretné velmi silnou rostlinou, nejnebezpejSimi
druhy plevel jsou pro & merliky, lebedy, oves hluchy, kace, ohnice, vydrol
fepky a obili, vytrvalé plevely jako pyr a pe&ha dalSi méhcasté plevele, které jej
pienistaji ve fazi listové rzice. Pro redukci plevél se doportiuje mechanicka
kultivace meziadki. Vhodné je plékovani roténimi pleckami na cukrovku.
Po zapojeni porostu je negativni vliv plavemezen na minimum (Kubinek, 1987).

Herbicidni gipravky vyuzZivané k ochrg&rostropedte zahrnuji Gesagard 80,
1,2 - 2 kg.hd a Amfalon 80, 1,5 - 2 kg.Ha oba @&inkuji proti dvoudloZznym
plevelim a aplikuji se preemergesiirtedy do 3 di po zaseti. Proti jednékbZnym

plevelim se uzivaji vhodné graminicidy (Ramcova metod2®)3).

2.3.3.5 Ochrana proti chorobam

Za nejzavazgjSi chorobu ostropeste je povazovana tracheomykoéza — cévni
vadnuti (Kubinek, 1987). tRodcem této choroby jsou houby rodu srpokai
(Fusariun), které za vhodnych podminek, tj. v kyselém, socth@rostedi,
za teplot s optimem mezi 26 - 28° C & pelkovém oslabeni rostlin, napadaji
ostropestc a zgsobuji viceci mént zavazna posSkozeni, ktera mohou vyustit
az v uhyn rostliny. Nejefektiwjsi ochranou je §asny vysev biologicky hodnotného
osiva, které je vhodné rib (Kubinek, 1987). Chemicka ochrana
proti tracheomykdze se jevi pro praxiili nakladna. K mieni se doporiuje
nagiklad pipravek Fundazol (Moudry, 2012).

Zavazné problémy obzvl&v podhorskych oblastech igobuje plisg Seda
(Botrytis cinerea (Spitzova, 1997). Tento saproparazitigpbuje na rostlinach
ve fazi kveteni a zrani Kdnuti, ¢ernani, zasychani az upadavani celych wbor
Vhodnou ochranou je taktéZasny vysev mieného osiva (Kubinek, 1987).

Mezi choroby ostrope&te s marginalnim vyznamem ig&li padlicekankoveé
a skvrnitosti zpsobené druhy rad cem (Alternaria) a branénatka Geptorig
(Kubinek, 1987).

NejvyznamijSimi zivatiSnymi Skidci jsou msSice, housenky polyfagnich
Skidci a babdky bodlakoveé (Spitzova, 1997). Semena mohou po\sgibbavat
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bazanti, dozravajici plody jsou lakavé pro ptakkedevsim pro zvonky a vrabce
(Kubinek, 1987).

2.3.3.6 Sklizé

Sklizen ostropedte je pravépodobré nejproblematitéjSim agrotechnickym
zadsahem, nelfo rozhodujici mdrou limituje kvalitu a vynos drogy.
Ubory ostropeste dozravaji postugn odshora ddi, pricemZz semena v tUborech
dozravaji od $edu k obvodu (Spitzova, Placr, 1994).

Ve fazi zralosti vyvstava dalSi komplikace v podlatna&ného mnoZzZstvi
veget&ni vody v rostlig. Sklizer pouze zralych semen s optimalni koncentraci
Zadoucich latek je tudiz technicky nemozna. Polgstse ndl sklizet @i 30%
zastoupeni ifgzralych rozekenych Gbai, zbylé Ubory by rély v té dok& zasychat.
Sklizet by se ®lo pomoci techniky pro sklize obilovin, tj. vhod@ upravenou
sklizeci mlatikou (Kubinek, 1987). VIhkost nazek by s& pucni sklizni nela
pohybovat mezi 13 az 18 % (Gromova et al., 1993).

Nejvhodrjsi dobou pro sklizge se jevi vihké péasi, kdy se Ubory uzaviraji
(Moudry 2012). Desikace neni dopodowana vzhledem Kkriziku obsahu rezidui
v droze (Spitzova, Placr, 1994; Kubinek, 1987). \Bmlatu se semena #gti,
zbavi se chmyru a dosousi se (Opletal, Volak, 1999)

Andrzejewska et al. (2010) dosahli ve svém pokpgimérného vynosu
plodia 1,23 t.hd, ti. 26,5 kg silymarinu na hektar.fiProzdilnych vlhkostnich
a teplotnich podminkach dosahovaly vynosy flod 0,55 do 1,68 t.Haa vynosy
silymarinu od 13,3 do 35,4 kg.haPozdjsi vysev v fice dubna nei na vysi
vynosu Vliv, ovSem zvySil se obsah silymarinu o G# a vynos silymarinu
0 5,3 kg.hd. Zvyseni vysevu z 12 na 24 kghaedlo k mirnému zvyseni vynosu
(40 kg.hd), obsah silymarinu nebylipvy$sim vysevu ovliven. Pemerny podil
silymarinové slozky v semenech byl 2,18 %. Rosilydianinu k silychristinu byl
1:2,2 a porr k silydianinu k suré silybinu a isosylibinu dosahl hodnot 1 : 3,3.

Na bohatych, hlubokych a zZivinami delzasobenychgaach mohou vynosy
semen dosahnout a7 2 thavsak na bohatychiplach obzvlagtpo silnych letnich
desStich dochazi k masivnimiistu vegetativnicltasti rostliny, které 2¢uji sklize
(Schulte, 1999; Haban et al. 2009).
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2.4 Einné latky
2.4.1 Lignany

Lignany tvai skupiny, dnes jiz vice nez 500 znamyckirqunich slodenin
(Beran, 2007), které vznikaji jako produkty sekund@ metabolismu cévnatych
rostlin. Skladaji se ze dvou fenylpropanovych jdadkp které jsou spojeny
pies centralniff) uhliky obou postrannidcfetzci (Slanina, 2000).

Lignany byly nalezeny ve vSe¢stech rostlin, obzvlaSmarkantni je jejich
piitomnost ve tkw a kife stronii, kde rekteré z nich slouzi k syntéze ligninu.
U nékterych druli nahosemennych a dvaildznych rostlin byl nejvysSi obsah
zaznamenan v pryskigich ¢i semenech (Slanina, 2000).

Pritomnost lignaf byla prokazéna i v krvi a nmid savdi, kde vznikaji
piemenou rostlinnych lignai ptijimanych v potrav.

Tyto slokeniny maji vyrazny antimikrobialni, antibioticky,nt@virovy,
antioxida&ni a antinutdni potencial. Nepolarni charakter pak uigz lignamim
prostoupit buscnou sténou, a ovlivnit tak celoutadu biologickych &u.
Jejich vyuziti ve farmaceutickém gpnyslu saha od prevence kardiovaskularnich
onemockni az po vyvoj léiv pasobicich proti viru HIV (Slanina, 2000).

Existuje Sirok& Skala latekipuznych s lignany, které se nazyvaji neolignany.
Sestavaji také ze dvou fenylpropanovych jednotd&rékjsou ale spojeny jinou
vazbou nez fes centralni [{) uhliky alifatickych fettzci (Slanina, 2000).
| tyto latky nabizeji vyznamné moznosti farmacekélto uplatini. Konoshima et
al. (1991) prokazali n&fklad inhibiéni &inky neolignari izolovanych z rostliny
Sacholanu Nlagnolia officinali§ na virus Epstein-Barrové a poukazali na moznost
jejich vyuziti @i protinadoroveé lébe.

DalSi skupiny slotenin, které maji jednucast molekuly tvéenou
fenylpropanovou jednotkou a druh@gst jinou pirodni latkou, zahrnuji najklad
kumarinolignany, flavanolignany a lignin-iridoidgkanina, 2000).
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2.4.2 Flavanolignany

Flavonoidy jsou latky polyfenolické povahy 8rpzenym vyskytem ve vSech
castech rostlin. V roce 1952 bylo objeveno, Ze akiiv latkami semene ostropist
jsou pra¥ flavonoidy, gi¢emz struktura silybinu a silydianinu byla popsanaace
1960. Smis vSech flavonoill je nazyvana silymarin, ktery mimo shora uvedené
obsahuje i silychristin a iso-silybin. Tyto latkgou tvdeny flavanonem taxifolinem,
k némuz je oxidativni adici fppojena molekula koniferylalkoholu, jenz je&Zmou
soutasti ligninu. Proto byl tento typ flavondidouhrng pojmenovéan flavanolignany
(Jegorov, 1996). Latky silymarinového komplexu jg@k v procentuatnejvyssim
zastoupeni, asi 70-80% i@&h, Walterova, 2005), obsazeny v oplodi a osemiediip
(Indrak, Chytilova, 1992).

Podil flavanolignah, tj. silymarinu, v suSi& se pohybuje négastji
od 1 do 3 %, ale fize dosahnout az 4 % (Koztowski, Hobka, 1985; Chiavari et
al., 1991).

Semena ostropégste mimoto obsahuji bilkoviny (25 - 30 %), flavahpi
(taxifolin, kvercetin, kemferol), aminy (tyramin,istamin), steroly (kampesterol,
stigmasterol, beta-sitosterol), tokoferol (0,6 %®lgj (20 - 30 %) tvieny gedevsim
kyselinou linolovou, olejovou a palmitovou (Opleteblak, 1999).

Indrak, Chytilova (1992) jeStdophuji obsah sachanig malého mnozstvi
silice a konkretizuji sloZzeni olejového podilu n® 66 kyseliny linolové,
15 - 26 % kyseliny olejove, 2 % kyseliny linolecad - 12 % nasycenych mastnych
kyselin.

Z terapeutického hlediska né&jan¢jSi slozku silymarinového komplexu
piedstavuje silybin, tv@ny silybinem A a silybinem B,#lizn¢ v pormeru 1 : 1
(Stary, 2000). Nejmén aktivni slozku patré tvori iso-silybin (Jegorov, 1996).
Sersen et al. (2006) zjistili, Ze proti fenylglykeyym ketylovym radikalm
a radikalim DPPH je ze slozek silymarinu n&janéjSi silychristin.

PresrgjSi metody analyzy a separace ukazaly, Ze silynsestava z velkého
mnozstvi flavanolignaih zahrnujicich mimo silybin (SBA, SBB), isosilybifSBA,
ISBB), silydianin (SD) a silychristin (SC) i dal&&vanolignany jako dehydrosilybin,
desoxysilychristin, desoxysilydianin, silandrin, lybinome, silyhermin
a neosilyhermin. Diky svym antioxiélaim a stabilizanim vlastnostem chrani tyto

slozky rozléné organy a hiky proti poragnim (Kvasnéka et al., 2003).
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Nyiredy et al. (2008) ii8li s celou Sk&lou novych derivatziskanych
z variety ostropeste s bilymi  kéty, kterou nazvali Silymiran.
Za proklamovaného pouziti chromatografickych metpdpsali latky ziskané
z bilokwté variety jako cissilybin, isocissilybin, isosidm A a B, cissilandrin, ad.
Jejich vysledky vSak pdpli Kien et al. (2010).

Flavanolignany pak byly izolovdny i z mnohych detS rostlin,
jako nap. ztisu zapadoamerickéhdgxus brevifoliq (Arslanian et al., 1995),
ostropse @nopordum corymbosyn{Cardona et al., 199@ ovsa setéhoAvena
sativg (Wenzig et al., 2005).

2.4.3 Silyb

Hlavnim zamirem pstovani ostropeste je produkce kvalitni drogy
s vysokym obsahem latek silymarinového komplexwutd il je vSak komplikovan
nejen vlivem vijSich podminek a obtiZjsi agrotechnickou praxi zejména v obdobi
sklizr¢, ale u neSlechhych rostlin i nizkou koncentraci cianych latek,
nag. silybinu 0,2-0,6 %. Z tohoidodu byla vySlechkha silybinova chemovarieta
s obsahem silybinu asi 2,5 % a silychristinu 1,5 Z% absence silydianinu,
jez byla zapsana do Listiny povolenych iodirv roce 1988 pod nazvem Silyb
(Indrak, Chytilova, 1992). i vyuziti nejnowjSich farmakologickych poznaik
muze cilené Sleckhi pomoci dosahnout standardni produkce kvalitadtom mozna

nejhodnotgjSich surovin pro farmaceutickyjmysl.
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2.5 Farmakologické &inky

Ostropesec mariansky je vyuzivan v evropské medicipo staleti
v 60. letech 20. stoleti. Wagner et al. (1967) péprolovali silymarin ze semen
ostropeste, gicemz pozdji odhalili, Ze se nejedna o jednu latku, ale dedynplex
flavanolignai. Byly u¢inény pokusy ziskat silymarin biotechnologickymi
metodami, vysledky zatim nedokazuji, Zze by v blizkédoucnosti mohlo dojit
k nahrazeni polni plodiny ostrop&st jako zakladniho zdroje farmaceutického
materialu (Cacho et al., 1999; Alikaridis et alQ0R; Sanchez-Sampedro et al.,
2008).

Produkce silymarinu a na jeho bazi zalozenycli iédosétové stale roste,
mezi nej¥tsi producenty skadiCina, Spasisko, Ceska republika, Indie a Brazilie.

Ocaiovan je pedevSim fiznivy (€inek na obnovu a stabilizaci btimych
léki  zahrnuji  pedevSim  toxickometabolické alterace jater (steatdzu
polékovéa poskozeni, otravy) a akutni hepatitidyrfier et al., 2000).

Latky silymarinového komplexu cinkuji pozitivne pii  bakterialnich,
virovych, mykotickych onemoemich a akutnich otravach jaternimi jedy tim,
Ze pohlcuji volné radikdly, inhibufiinnost oxidaz a peroxidaz, vazi se nadsné
membrany a pronikaji i do b&nych jader, kde stimuluji syntézu bilkovin,
¢imz dochazi k oprav poskozenych buwk a tvorl® novych jaternich enzyim
Tyto inky jsou @icinou vyjime:ného vlivu flavanolignai na jaterni parenchym
a jeho regeneraci (Jegorov, 1996).

Studie prokazaly ifiznivé &inky silymarinu v prevenci a &&¢ rakoviny
prsou, prostaty atke (Pepping, 1999), jakoz i rakoviny tlustéhi@ea (Hogan et al.,
2007)¢i plic (Agarwal et al., 2006).

Lidové I&itelstvi vyuzivd semena, ken i listy ostropeste ve fornd odvan
¢i tinktur. Odvar z kéene pomahaip bilém vytoku a p slabé menstruaci, odvar
z listd pak @i Zloutence, zatu pohrudnice a plic a Ztnikovych kamenech (Jéa,
Zentrich, 1999). Semena se mohou vyuZivat celatandiedrcena. Jedn&ajova
IZicka drogy se nechariplizné dvacet minut louhovat a poté seé¢dwinuty vai
(Jaros, 1992).
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2.6 Metody stanoveni obsahudinnych latek v rostliné

2.6.1 Chromatografie

Chromatografické metody, jako jsou midgad vysokodinna kolonova
kapalinovA  chromatografie = (HPLC), plynovd chromaafig (GLC)
¢i chromatografie na tenké vrstTLC), slouzi k dleni a identifikaci mnoha
organickych a anorganickych latek obsazenycltinognich i technickych s#ésich
v Sirokém koncentgaim pasmu. Jedna se tedy o jedny zieqtejSich
analytickych a sepataich metod (Drbal, Kzek, 1999), jejichZz vystupem jsou
kvalitativni a kvantitativni udaje o vzorku (Coufé004a). Mimo peet a kvalitu
latek ve vzorku, umailje fada metod prokazat i mnozstiitpmnych latekSi tyto
latky izolovat (Chmel et al., 1987).

Jednotlivé slozky se rozldiji mezi pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou
(stacionarni) fazi. Stacionarni faze, amana  jako sorbent,
vytvari tzv. chromatografické loze, kterym protékd mobilaze, ozn&ovana také
jako eluent. Jako mobilni faze slouzi kapakihalyn, jako stacionarni faze pak tuhé
casti o velikosti wadech mikromefr, kapalina na povrchu inertniho n@sii film
kapaliny na vnitni s€n¢ kapilary (Drbal, Kizek, 1999).

P¥i néastiku vzorku do chromatografické kolony se nejprveiveyi snes
jednotlivych slozek, které se pak pohybuji mobilidizi snérem k sorbentu,
tzv. vyvijeni, s rozdilnou rychlostjmz dochazi k jejich separaci. Interakce vedouci
k jejich oddleni mohou byt nap adsorgni, rozdlovaci ¢i iontove vymenne.
Tento proces je &Sinou podmisn vice mechanismy, v praxi se pouziglareni
na plynovou a kapalinovou chromatografii (Drbatj2€k, 1999).

Jednotlivé latky v podab eluatu, tj. roztoku v mobilni fazi, se pohybuji
kolonou, az dosahnou jejiho konce a jsou zaznanyedatektorem, ngeZz opusti
kolonu. Jsou unaSeny odliSnou rychlosti v zavislost distribéni konstant
mezi olgma fdzemi, na n¢ zadrZzeni ve stacionarni a mobilni fazi (Chmedlet
1987). Jejich cestu popisuje tzv. @i pik (Drbal, Kizek, 1999), jehoZz vrchol &wje
konkrétni latku (kvalitativni analyza) a plochacuje jeji koncentraci ve sBi
(kvantitativni analyza). Udaje jsou vyhodnocovaryrqwnanim s tzv. standardni
smési (Chromatografie, 2009).
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Vysledkem piitoku mobilni faze soustavou je chromatogram, ktagysvij
start na z&tku chromatografickéhoiph. Misto, kde se v daném okamziku nachazeji
slozky s nulovou aktivitou &&i stacionarni fazi, které byloapodné na startu,
se nazyvaelo mobilni faze. Mista vyskytu ostatnich jednotti sloZzek se nazyvaji
pasy, zOny ad&kdy téz skvrny (Hubdek, 1988).

2.6.1.1 Vysokodinna kapalinova chromatografie HPLC (high performance

liquid chromatogramy)

HPLC je jednou z nejdokonalejSich forem sloupc@kaonové) kapalinové
chromatografie vyuzivanych k ¢éni snesi  velmi gibuznych latek.
Jeji vznik souvisel s rozvojemtiptrojové techniky, fedevSim v oblasti detekce
chromatografovanych latek. Velké pozitivum této odgt sp@iva ve vysoké
acinnosti a rozliSovaci schopnosti, které jsou vSgkoupeny vysokou cenou HPLC
chromatograf (Sklenak, 2003).

HPLC probiha v uzaeném systému, Kidovou roli ma mobilni faze,
ktera je kapalnd a e byt do kolony vedenargs odplyiova: a vysokotlaké
cerpadlo (pi isokratické eluci), neboips smSova a cerpadlo (pi gradientové
eluci). Cerpadla se pouzivaji pulzujici membraneiaistova (Drbal, Kizek, 1999).

Tlaky v kolort se Wzrn¢ pohybuji od 1 do 60 MPa, i{oky od
0,1 do 10 ml.mift, délky rovné kolony od 10 - 100 cm, &&$gji 10 - 20 cm
s vnitnim piimérem od 0,2 do 2 cm, velikost zrn sorbentuiénych vysoce
homogennimi ¢asticemi (Sklenak, 2003) se pohybuje mezi 3 - ffn.
Vzorky se davkuji mikrogikackou pomoci tzv. stop flow ventilu. (Drbal,ikek,
1999). Jako kolony se vyuzivaji skéme, kovové (Sklenak, 2003) kiemenné
trubice (Stern, 2003).

V separéni koloré sloZzené ze sorbentu a eluentu dochazi Kkledd
jednotlivych  slozek. Jejich rychlost gioku mize byt tak rozdilna,
Ze vytvdeji oddlené zony, které odpowdit postupr kolonu ve fornd eluatu.
Jejich vyvoj popisuji na WjSim chromatogramu elni kiivky, tzv. elwni piky
(Koptiva, 2002), jejichz plocha je (dm& mnozstvi sloZzky (Garaj et al., 1987).

Na vystupu z kolony protéka eluat detektorem, ykjer nefasgji v podoke
praitokového fotometrického detektoru, fluorimetrickéhetektoru ¢i tepelrg
vodivostniho detektoru (Drbal,iikZek, 1999). Garaj et al. (1987) rozliSuji detektor
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HPLC na koncenttmi, kam spadaji diferencialni refraktometry a foetrické UV
detektory, a selektivni, mezi¢h pati elektrochemické detektory, infrarveny
detektor a flouresceéni detektor. Velmi innym reSenim detekce je i hmotnostni
spektometr, ktery je vdak technicky a fisafivelmi nar@ny (Stern, 2003).

Detektor byva spojen se zapisovacim a vyhodnodovaedizenim.
V souwasné dob mohou automatizované systémy HPLC za pomoci digieanych
zarizeni pro registraci a vyhodnoceniipthu analyzy uskutait az rekolik set
analyz za den (Drbal, ek, 1999).

2.6.1.2 Chromatografie na tenké vrst¢ TLC (Thin Layer Chromatography)

Chromatografie na tenké wvrstvje rychlou a jednoduchou metodou
kapalinové chromatografie, jejiz podstatou je memsioZstvi stacionarni faze,
které umo#uje rychlejSi analyzu (Coufal, 2004b). K tomutéelis se vyuZivaji
stacionarni faze se zrnitosti 5 - g4, jako nap. silikagel, celul6za, iontoémice
¢i polyamid, nanasené na inertni podlozky ze gkkaliniku. Mobilni faze v podob
toluenu, cyklohexanu, acetonu, etanolu, metanaddyyamoniaku kyseliny octové
¢i jejich smesi (Coufal, 2004b) vzlina vrstvou sorbentu a ramulil rychlosti unasi
jednotlivé a¢tlené slozky chromatografickou komorou (Drbatj€k, 1999).

Detekce se provadi vysuSenim chromatogramu a dmste nanesenim
vhodnéhoinidla, prohlizenim v ultrafialovém stle ¢i jinou technikou (Drbal,
Kiizek, 1999). Tyto metody detekce zobrazi na chrogramu rozdilné skvrny,
jejichz porovnavanim se standardnimi vzorky zangtd) podminek se kvalitati¥n
vyhodnocuje chromatogram (Coufal, 2004b). Stanowralyti Ize provést fimo
na chromatogramu pomoci fotodozimetru (densitomé@oufal, 2004b).

Metoda HPLC v porovnani s TLC vykazujeikazné rozdily ve vysledcich
analyzy, které mohou byt az dvaceti procentni. dezagic¢inéno predevsim
skute&nosti, Zze fi TLC nedochazi na vrstv silikagelu k separaci silybinu
od isosilybinu, zatimco u HPLC k ni dochéazi. Poutstai faktory ovliviiujicimi
vysledek analyzy jsou také stup@imleti vzorku, doba ponechani mleté drogy
pied dalSi extrakci, Zigob u&sreni baiky, zpisob extrakce a kvalita pouzitého
extrakeniho ¢inidla a standardnich latek. Vzhledem Kupgrné koncentraci silybinu

v droze, kter&ini 2 %, miZze mit nepesné ndfeni vlivem nevhodiizvolené metody
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¢i nedodrZzeni podminekipravy vzorku k analyze i vyznamné ekonomické rdiste
(Indrék, Chytilova, 1992).

2.6.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je velmi rychlou elektragracni metodou s vysokou
rozliSovaci schopnosti (Coufal, 2004c). Aplikujerssasgji ve vodnych roztocich
a vyuziva rozdilné pohyblivosti nabitycastic ve stejnostmném elektrickém poli
(Drbal, Ktizek, 1999).

Kapilara je ne naptma zakladnim elektrolytem a jeji konce jsou pemy
do zasobnik elektrolytu spolén¢ s elektrodami zinertniho  materialu.
Mezi elektrody se aplikuje vysoké rdp (10 - 30 kV) a fotometricky detektor
zachycuje pohyb nabityatéstic, ktery je vyhodnocovan v podoelektroforegramu
podobného chromatogramu. Poloha piku viggga kvalitu, plocha a vySka kvantitu
(Klouda, 2003)

2.6.2.1 Kapilarni zonové elektroforéza (CZE)

Kapilarni zénova elektroforéza (Capillary Zone ditephoresistili kapilarni
elektroforéza ve volném roztoku (Free Solution CQapyi Electrophoresis) vyuziva
elektroosmotického toku iointv kapil&e snérem k detektoru (Drbal, #Zek, 1999).
Oba konce kapilary jsou poremy v tlumivém roztoku, kapilara z tavenéherkene
je potazena ochrannym polyamidovym poviakem, ktedglce rkolika milimetri
chybi na katodovém konci, aby byla um&ia fotometrickd detekce.
Kapilara je dlouha od 25 do 100 cm (Klouda, 2008)aEzn¢ pramér 25 - 75um
(Drbal, Ktizek, 1999).

Na anodovém konci je do kapilary nasavan vzorekneZstvi piblizne
tisickrat mensim nez u chromatografickych metod 10 nl). Okolni prostor by th
byt striktre termostaticky. Svorkové n&p dosahuje hodnot 10-30 KV,
coz zapicinuje velmi vysokou rychlostipnaSenych ioit(Drbal, Kiizek, 1999).

Separace ioit uvnitt kapilary je dana jejich rozdilnou elektroforeticko
rychlosti (Coufal, 2004c), kvalita separace je pakovana délkou kapilary,
pohyblivosti @lenych ionti a rychlosti elektroosmotického toku, ktera je ghvi
na teplo¥ a pH roztoku (Drbal, KZzek, 1999).
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Presnost a ginnost metody kapilarni zénové elektroforézy bybrgvnavany
s metodou HPLC (Quaglia et al., 1999; Kv&kai et al. 2003; Velikinac et al.,
2004). Bylo prokazano, Ze ®lmetody poskytuji obdobné vysledkyjggmz HPLC
stanovuje miré vysSi obsah flavanolignaroproti CZE, nebt udava vyssi arove
silydianinu a silychristinu. Obsah silybinu je u oob metod podobny.
Analyza kapilarni zénovou elektroforézou je dvakmathlejSi nez metodou HPLC.
Metoda CZE umaluje na rozdil od HPLC separaci diastereameosilybinu,
je tedy citliwjsi.
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3. METODIKA - VLASTNI POKUS

Cilem prace bylo studiuméiinku elicitora na stimulatory rostlinné imunity
ve smyslu ovlivini obsahu &kterych biologicky aktivnich latek ve vybrané rasil
ostropestc mariansky$ilybum marianunt..).

Za timto @¢elem byl proveden maloparcelkovy pokus v roce 204 @ahrad
v Hluboké nad Vltavou. Viphodnych fazich istu za vhodného pasi byly
aplikovany roztoky elicitar (ELITIC a Elitic Jack) o dopokiené koncentraci
na zvolené parcelkyCast z nich byla ponechana jako kontrolni (K) a st
provadn pouze vodou.

Pouzity elicitor ELITIC je pedmétem spoléného vyzkumu AGRA GROUP
a.s. Stelské Hostice a Jikeské univerzity v Ceskych Budjovicich.
ELITIC je pomocny rostlinny iipravek, ktery obsahuje v optimalnim p&non
biokompatibilni  vodorozpustny komplex titanu a hylgeat bilkovin,
jejichz pisobenim dochéazi v rostlinach ke specifickému o¥linrzvysSené tvorby
sekundarnich metabalit Hydrolyzat aminokyselin navic podporuje tvorbwiat
a cytokynini, které maji vliv na vitalitu atst rostlin. Ripravek dale obsahuje
emulgovanyiepkovy olej, ktery zlepSuje pronikantianych latek pes kutikulu,
a to i v obdobi fsuski, kdy je ochranna voskova vrstva listu Sgaprostupna.
Pripravek obsahuje téZz draslik v citratové féynktery stabilizuje pH. ELITIC
vyznamt iniciuje tvorbu sekundarnich metabdlisstimuluje @leni burgk a tvorbu
chloroplast, podporuje fotosyntézu a tim vyznaiprispiva k vysoké a stabilni
kvalit¢ produkce. U chmelu vyznamrovliviiuje predevsSim mnozstvi alfa-Hoych
kyselin v pozadovaném sloZzerasténs zvySuje i fiirozenou odolnost rostlin
vici chorobam (dle udéjuvedenych na etik&preparatu ELITIC).

Druhy pouzity elicitor Elitic Jack je seasti know how vyzkumného
kolektivu a v sotasné dob je predmétem patentovehdizeni, tudiz neni mozné
podat o 8m konkrétrjSi informace.

Vypéstovand semena analyzovala na obsah latek silyovatio komplexu
a taxifolin Ing. Iveta MareSova na katedaplikovanych rostlinnych biotechnologii
ZF JU metodou HPLC natigtroji Varian, a byly tak ziskany udaje o obsahu

nekterych &innych latek v zavislosti na konkrétnim elicitoru.

37



3.1 Maloparcelkovy experiment

Cilem této prace bylo prdsdnictvim maloparcelkového pokusu odzkousSet
vliv vybranych elicitofi na obsah ¢&kterych @&innych latek v ostropest
marianském$ilybum marianunh..)

Maloparcelkovy experiment byl proveden v roce 2@&0zahrad v Hlubokeé
nad Vitavou, Hosinska 1212, v okreséeské Budjovice. V roce 2009 byla
provedena navazkaigy do hloubky 30 cm. ®ini typ je h&da pida, pdni druh
sttedni pmida - pisitohlinitA. Na podzim néasledovala podzimni orba.
Pro (tely pokusu byl vytvéen zahonek o velikosti 9 x 1 metr s jihozapadnioziq,
ktery byl rozparcelovan na 9 parcelek o velikostt 1 metr s ochrannymi zénami
0,5 m mezi parcelkami a 1 m okolo pokusu a vysesmema oOstropdasie
marianského oddy Silyb poskytnutda za ¢&lem pokusu panem Martinem

Grbavicem z firmy Seva Flora Valtice, s.r.o0., dle nixedeného schématu.

obr.¢. 4 - Schéma maloparcelkového pokusu

E K EJ E K EJ E K EJ

| E-ELITIC | EJ- Elitic Jack K - kontrola |

Agrochemické zkouSeniud provedené firmou AGRO-LA, spol. sr.o.
mezi 24.4.2010 a 3.5.2010 stanovilo pH(Ga@bidy na 6,15. Dale analyzadila
nasledné gimérné obsahy Zivin vié v prepaitu na 100% susSinu:

tab. ¢. 2 - Pimérné obsahy Zivin v ¢ (dle protokoh o zkousSce:. 31-P-2010/J
a 32-P-2010/J)

Fosfor (P) 73,5 mg.kY
Draslik (K) 60 mg.kg
Hoi¢ik (Mg) 337 mg.ki
Vapnik (Ca) 3466,5 mg.kp
Dusik totalni (N tot) 0,35%
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Stanoveni dushanového a amonného dusiku ad§¢ bylo provedeno
vlaboratsi na Katede chemie Jihgeské univerzity dle metodiky.
Obsah dushanového dusiku vipnich vzorcich pmérné dosahoval hodnoty
11,98 mg.kg, obsah amonného pakipnsrné &inil 45,66 mg.kd-

Dle Komplexni metodiky vyZivy a hnojeni rostli/{1990) je pro sedni druh
pady optimalni m@dni reakce vyjdgna v pHKCI rovna hodnét 6,5.
Vzhledem ke zji&nému pH byla ufena poteba melioraniho vapgni CaO na
1,4 t.ha, udrzovaci davka vapni ¢ini 350 kg.hd.rok?, celkova davka CaO tedy
vychazi 1,75 t.ha tj. 175 g.nf. Zasob P byla vyhodnocena jako zasolradsi,
pottebnd davka P je pro tentofigad stanovena normativy na 88 kgha
Pro vybrany zpsob hnojeni §Os &ini tedy poteba hnojeni 46,3 g 19% SPFPm
Zasoba K byla vyhodnocena jako velmi mala. Mnoz$tyikteré bylo patbné
do pidy dodat,cinilo 200 kg.h&, ve zvolené podabK,O se jednalo o 33,3 g
60% DS.nf. Zasoba Mg byla stanovena jako velmi vysoka, rebyédy
tteba aplikovat hi@cnatd hnojiva (Komplexni metodika hnojeni, 1990).
Potebu N jsme stanovili na 60 kg-haj. 28,6 g (NH),SO,.m™>.

Potebné hnojeni a vapni bylo provedeno zapravenim hnojiv dédy
pied zaloZzenim pokusu po obdrzeni vysiedknalyz fidy a stanoveni pieby
hnojeni. Aplikace byla realizovana stydennimi agdgt a to nejprve hnojeni
superfosfatem, poté draselnou soli a nakonec sirameonnym ve vySe stanoveném
MNOZstvi.

Vysev semen ostropéseé marianského byl proveden 27.4.2010
do jiz urovnané a fipravené jdy — minuly rok vapéni a hluboka orba.
Na kazdou parcelku bylo vyseto pé&tipsemenech do sponu 50 x 50 cm, s hloubkou
seti 3 cm. Rebyt&né rostliny byly po vykkeni odstraény, aby bylo dosazeno
pozadované hustotytyii rostliny na 1 m. Tim byl dosaZen celkovy pet
36 sledovanych rostlin, 12 s aplikaci preparatu THL] 12 s aplikaci preparéatu
Elitic Jack a 12 kontrolnich bez aplikace eliditgpouze s aplikaci vody.

Aplikace elicitofi ELITIC a Elitic Jack byla na fslusnych parcelkach
provedena na list po dobu vegetace celkefikrat, bu’ v dopolednich
¢i podveternich hodindch za suchého a tepléh&apd Prvni posik byl uskuté&nén
9.7.2010, druhy 31.7.2010ti 20.8.2010.

Redni obou preparétpro tento pokus bylo stanoveno na 0,400 ml preépara

na 1 | vody. To odpovida hektarové davce 100 fnhlopjemu posikové kapaliny
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250 |. VZzdy na jednu skupinu, tj.fitparcelky, bylo pouZito 5 | vody s
2,000 ml elicitoru.

Sklizei byla uskuténéna po dozrani vSech Glin21.9.2010. B sklizni bylo
pozorovano nerovnoémé dozrani jednotlivych rostlin étsina rostlin, na & byly

aplikovany roztoky elicitar, byla v té dob jiz znan¢ seschla, zejména odspodu.

obr.¢. 5 - Ostropesec mariansky - faze zralostigul rozevenim tboru

Foto: Jintich Petr
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3.2 Hiprava extraktu

Extrakce (Uprava vzorku) t@d stanovenim analytu je povaZzovana
za nejdilezitejSi akon, ktery vede k finalnimu zji&ti obsahu latky v matrici
(Rouhova et al., 2004). Dochazii mi k separaci zalozené na kontaktu dvou
makroskopicky etelrt odctlenych nemisitelnych fazi &asto i k naslednému
zakoncentrovani analytu do malého objemu extréilocinidla (Sima, 2004).

Semena pro fijpravu extraki byla vybrana ze sklizenych semen
maloparcelkového experimentu v co mozna nejvys$upns dozrani. Semena byla
rozdklena na ii skupiny podle pouZitého elicitoru, resp. vody.Zda skupina
zahrnovala dvanéct vzarlsemen jednotlivych rostlin.

Vrchotova et al. (2002) shrnuji, Ze volba postuptrakce je problematicka
a mela by se volit i dle povahy analyzovanych latekizRe zmisoby extrakce
spa:ivaji nagiklad v odliSném pouZziti extrékihocinidla, dok& extrakce atd.

Zajimavé je zji&ni, Zze vysSSicistota extraktu ostropdst vykazuje nizSi
antioxidani silu, vyjadenou jako tzv. TAS - total antioxidant status. Taukazuje
na moznost, Ze extrakt obsahuj&iitdr neistoty, které maji #Si antioxidani
potencial nez identifikované flavanolignany (Kvasai et al., 2003).

Za &elem extrakce byl do odimé baiky o objemu 25 ml navazen
1 g jemré pomleté drogy ostropdgse marianského. K navazce byldan 1 ml vody
(redestilované) a s#és se ponechala 1 hodinu stat. Pak bylidgno 23 ml srsi
acetonu (p.a.) a metanolu (p.a.) (26:20, v/v). dgkipravena srs byla michana
1 hodinu pomoci ultrazvuku, poté nasledovala 12 ifex& macerace.
Aceton - metanolova frakce byla filtrovan@ep nylonovy filtr a extrakt byl 6 x

ziedén (100 pl vzorku + 500 pl metanolu).
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3.3 Analyza vzorku

Extrakty byly analyzovany pomoci vysokeéhiné kapalinové chromatografie
sreverzni fazi (RP-HPLC) ve spolupraci sling. dwet MareSovou
na Katede aplikovanych rostlinnych biotechnologii Jiéeské univerzity.
Separace probihala na kotoNucleosil C 18 o roz#rech 4,6 x 250 mm (zéni 5
pum). Kolona byla spojena $qukolonounaplrenou sorbentem stejnych vlastnosti
jako v kolore.

Jako mobilni faze byla uzita $smmmetanolu, acetonitrilu a vody Hgavkem
kyseliny fosforéné. Mobilni faze A: 22 % C¥DOH (metanol) + 15 % C}CN
(acetonitril) + 63 % KO + 0,5 % HPQO, mobilni faze B: 40 % C§OH +
20 % CHCN + 40 % HO + 0,5 % HPQO,. Gradient byl nasledujici: 0 min. — 100 %
A; 30 min. 100 % B; 35 min. — 100 % A. Celko¥gs analyzy byl 40 minut.
Rychlost ptitoku mobilni faze kolonou byla 0,9 ml/min. Objemviévaci smyky
byl 20 pl.

Detekce  byla  provedena  pomoci diodového pole [@OPA
Data byla zpracovanaiipvinové délce 288 nm a vyhodnocena pomoci softwaru
Interactive Graphics Version 6.5. Kvantitativni hodeni bylo provedeno pomoci
externi kalibrace s pouzitim standardnich roitok

Pro kalibraci kvantitativniho stanoveni silymaribyly pripraveny zé&sobni
roztoky taxifolinu (TX), silychristinu (SCH), silydninu (SD), silybinu A a B
(SB A,B) a isosilybinu A a B (ISB A,B) v metanold.téchto zasobnich roztdkbyl
piipraven smisny standard, jehoz feknim byly dale pipraveny smisné standardni
roztoky o koncentracich: 2,219 — 142 pg'm¥X; 1,625 — 104 pg.rift SCH;
3,313 — 212 pg.ri SD; 3,563 — 228 pg.MISB A a B; 0,836 — 53,50 ug.tiSB A
a 0,352 — 22,5 ug.MlISB B. Podminky analyzy byly totoZzné jakdi stanoveni

silymarinovych extraki.
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4. VYSLEDKY

Cilem maloparcelkového experimentu bylo studiundinku elicitori
na stimulatory rostlinné imunity ve smyslu ovlém obsahu &kterych biologicky
aktivnich latek v rostlié ostropesti marianském. Jejich stanoveni bylo provedeno
metodou vysokafinné kapalinové chromatografie (HPLC). Byly sledoya
piedevsim tytocinné latky: taxifolin, silychristin, silydianin, lsin A, silybin B,
isosilybin A+B. Po provedeni analyzy byly né&mné vysledky vyhodnoceny
a statisticky zpracovany. Zifené koncentrace byly za timt@elem gepaitany
na mg.g- 100% susiny. Vysledné koncentrace jednotlivyainiych latek byly
otestovany na normalitu (Shapiro — Wilktest). ProtoZe byla u mnohych vzork
v pfipade mnoha dinnych latek normalita naruSena, byl k analyze gatzit
Kruskal-Walligiv test (neparametrickdA ANOVA). Z tohotoiwbdu je v grafech

znazotiovan median, kvartily a neodlehlé/odlehlé hodnagxisémy.

4.1 Vysledny obsah &innych latek

Extrakty ze semen odebranych z jednotlivych rosgidnotlivych skupin
(E, EJ, K) byly pipraveny dle zvolené metodiky a analyzovany metodou
vysokolinné kapalinové chromatografie s naslednym vyhodnou ziskanych dat
o koncentraci &kterych biologicky dinnych latek.
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tab.&. 3 - Obsah &innych latek v mg.gv rostlinach s aplikaci preparéatu Elitic Jack

kod taxifolin silychristin silydianin silybin A sybin B isosilybin A+B| Ucinné latky susina
vzorku | (mg.9) (mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g’) (%)

1EJ 3,096 16,271 2,687 19,666 31,072 5,503 78,295 95,897
3,229 16,967 2,802 20,507 32,402 5,739 81,645

2EJ 1,247 9,747 1,611 12,239 19,589 3,477 47,911 95,843
1,301 10,169 1,681 12,770 20,439 3,628 49,989

3EJ 1,021 7,114 1,110 8,692 14,392 2,515 34,844 95,923
1,064 7,417 1,158 9,061 15,003 2,622 36,325

4EJ 0,696 4,745 0,619 5,688 9,500 1,666 22,914 95,713
0,727 4,958 0,647 5,943 9,926 1,741 23,941

5EJ 1,377 8,513 1,389 9,883 16,664 2,852 40,679 95,887
1,436 8,878 1,449 10,307 17,379 2,974 42,424

6 EJ 1,892 10,092 1,759 12,275 19,692 3,473 49,183 95,895
1,973 10,524 1,834 12,800 20,535 3,622 51,289

7EJ 1,103 6,576 1,012 7,520 12,862 2,204 31,277 96,659
1,141 6,803 1,047 7,780 13,307 2,280 32,358

8 EJ 1,539 8,325 1,039 9,847 16,462 2,956 40,168 97,208
1,583 8,564 1,069 10,130 16,935 3,041 41,322

9EJ 1,504 6,163 12,673 5,491 8,309 2,968 37,107 95,861
1,568 6,429 13,220 5,728 8,668 3,096 38,709

10 EJ 0,768 5,812 0,878 6,601 12,467 2,083 28,609 95,930
0,801 6,059 0,915 6,881 12,996 2,171 29,823

11 EJ 3,261 6,926 1,045 7,852 13,863 2,376 35,323 97,291
3,352 7,119 1,074 8,071 14,249 2,442 36,307

12 EJ 1,202 5,685 0,807 5,410 12,520 1,934 27,559 95,802
1,254 5,934 0,843 5,647 13,069 2,018 28,766

(ginné latky — silymarin suma + taxifolin
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tab.&. 4 - Obsah &innych latek v mg.g v rostlinach s aplikaci preparatu ELITIC

kod taxifolin silychristin silydianin silybin A sybin B isosilybin A+B| Ucinné latky susina
vzorku | (mg.9) (mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g’) (%)

1E 1,060 7,087 1,094 8,005 14,758 2,467 34,472 95,511
1,110 7,420 1,145 8,382 15,452 2,583 36,092

2E 1,203 6,707 1,046 8,186 13,550 2,333 33,025 96,530
1,246 6,948 1,084 8,481 14,037 2,417 34,212

3E 1,247 7,443 1,151 8,522 14,853 2,501 35,717 96,596
1,291 7,706 1,192 8,823 15,376 2,589 36,976

4E 1,007 6,379 0,995 7,661 12,952 2,203 31,198 95,858
1,051 6,655 1,038 7,992 13,512 2,298 32,546

5E 0,713 4,585 0,569 5,145 9,015 1,532 21,558 95,208
0,748 4,816 0,598 5,404 9,469 1,609 22,643

6 E 1,913 8,931 1,547 10,931 18,302 3,104 44,727 95,337
2,007 9,367 1,623 11,465 19,197 3,255 46,915

7E 2,814 7,885 1,295 9,243 16,515 2,739 40,491 95,652
2,942 8,243 1,354 9,663 17,266 2,864 42,331

8E 2,018 9,748 1,681 9,702 21,242 3,273 47,664 95,079
2,122 10,253 1,768 10,204 22,341 3,443 50,131

9E 1,800 9,330 1,510 9,017 20,310 3,175 45,141 95,269
1,889 9,793 1,585 9,465 21,318 3,333 47,383

10E 2,988 6,392 0,932 8,014 13,216 2,313 33,855 95,262
3,136 6,709 0,979 8,412 13,873 2,428 35,538

11E 2,425 7,241 1,126 6,984 16,186 2,466 36,428 94,601
2,563 7,654 1,190 7,382 17,110 2,607 38,507

12E 1,000 6,597 0,894 6,103 14,903 2,268 31,765 94,576
1,058 6,976 0,945 6,453 15,757 2,398 33,587

(ginné latky — silymarin suma + taxifolin
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tab.&. 5 - Obsah &innych latek v mg.g v rostlinach kontrolni skupiny s aplikaci vody

kod taxifolin silychristin silydianin silybin A sybin B isosilybin A+B| Ucinné latky susina
vzorku | (mg.9) (mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g") (%)

1K 1,782 11,229 1,841 10,601 25,193 3,829 54,475 95,620
1,864 11,743 1,925 11,086 26,347 4,005 56,971

2K 2,813 12,330 2,245 13,000 26,848 4,147 61,382 95,469
2,946 12,915 2,351 13,617 28,122 4,344 64,296

3K 1,243 6,703 1,087 7,590 13,683 2,277 32,583 95,953
1,295 6,986 1,133 7,910 14,260 2,373 33,957

4K 1,924 8,149 1,309 7,831 17,582 2,739 39,534 96,289
1,998 8,463 1,359 8,133 18,260 2,845 41,058

5K 1,362 7,295 1,192 7,100 16,056 2,496 35,502 95,855
1,421 7,611 1,243 7,407 16,751 2,604 37,037

6 K 1,044 6,892 0,982 6,647 15,926 2,415 33,905 96,038
1,087 7,176 1,022 6,921 16,583 2,514 35,304

7K 1,264 8,490 1,345 8,050 19,211 2,886 41,245 96,138
1,315 8,831 1,399 8,373 19,983 3,002 42,902

8 K 0,989 8,183 1,220 8,114 18,404 2,817 39,726 96,278
1,027 8,500 1,267 8,428 19,115 2,925 41,262

9K 1,006 6,713 0,905 6,544 15,227 2,327 32,722 94,741
1,062 7,086 0,955 6,908 16,072 2,456 34,539

10 K 1,387 8,240 1,397 8,176 18,535 2,810 40,546 96,352
1,440 8,552 1,450 8,485 19,237 2,917 42,081

11 K 0,919 6,309 0,897 6,204 14,716 2,250 31,295 96,640
0,951 6,528 0,928 6,419 15,228 2,328 32,383

12 K 1,713 9,668 1,514 9,340 21,949 3,309 47,493 96,866
1,769 9,980 1,563 9,642 22,660 3,417 49,030

(ginné latky — silymarin suma + taxifolin
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4.2 Vliv elicitori na obsah &innych latek

Rozdil koncentrace celkové sumyinhych latek (latky silymarinového
komplexu a taxifolin) u vzork skupiny rostlin s aplikaci preparatu Elitic Jack,
skupiny rostlin s aplikaci preparatu ELITIC a kati skupiny nebyl statisticky
prikazny (Kruskal-Wallis; H = 0.87; p = 0.65; olir.6).

Podob® rozdil ve zjisénych koncentracich jednotlivych sledovanych latek
mezi vzorky skupiny rostlin s aplikaci preparatulBC, skupiny rostlin s aplikaci
preparatu Elitic Jack a kontrolni skupiny s aplikaady nebyl statisticky fikazny
u Zzadné dinné latky (silybin B: Kruskal-Wallis; H = 4.54; p 0.1; vSechna ostatni
p > 0.48). Grafy vyjatlijici zavislost obsahu jednotlivyckianych latek na aplikaci
elicitort jsou sodasti gilohy 1.
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obr.&. 6 - Zavislost celkového obsahéininych latek (silymarin suma + taxifolin) v mg-ga aplikaci elicitoi
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5. DISKUSE

V predloZené praci byl sledovan efekt aplikace prepdatTiC a Elitic Jack
na tvorbu sekundarnich metaboliostlinami ostropete marianského v porovnani
s kontrolni skupinouipmaloparcelkovém pokusu v Hluboké nad Vitavou.

Preparéat ELITIC je tviien komplexem titanu a hydrolyzatu bilkovin s daiSim
piidavnymi latkami. B aplikaci preparatu ELITIC bylo u chmele oité&ho
prokazano zvyseni obsakthorkych kyselin o 20 — 30 % oproti kontrole a zvySeni
vynosu Sistic az 0 46 % (Kuzel et al., 2006).

Preparat Elitic Jack je v s®asné dob predmétem patentnihorizeni,
blizSi GUdaje o jeho sloZeni tedy neni mozné poBetparat Elitic Jack vykazuje
v paralel@ provadgnych pokusech vliv na vynos a kvalitu ozimé pSenice
oziméiepky a jarniho jgmene (Ustni sdeni vedouciho prace).

Vlivem ptsobeni elicitol na rostlinu ostropeigc mariansky se zabyvala
i Dvoradkova (2006), ktera sledovala u poloprovozniho erpmtu statisticky
prikazny pozitivni vliv dtedni  koncentrace elicitoru ASA - kyseliny
acetylsalicylové (18 mol.lIY) na obsah &nnych latek v semenech rostlin
ostropeste marianského (pouze 1 rok). V opakovaném malefiaaeem pokusu
vSak také nebyly zemy v koncentracich dinnych latek statisticky [ikazné
pro Zadnou ze zvolenych koncentraci.

Taktéz Gramanova (2009) pozorovala pro porost pesice marianského
statisticky pfikazny vliv vysoké koncentrace elicitoru ASA {(dénol.I*) ve smyslu
navyseni obsahucinnych latek. Na paraletnprovadgném pokusu na pozemcich
v jiné lokalitt vSak taktéZ nesledovala statickyikezny vliv Zadné ze zvolenych
koncentraci téhoz elicitoru.

Maloparcelkovy experiment procély této prace byl proveden v roce 2010
a ziskané extrakty ze semen byly nastednalyzovany metodou vysoksinné
kapalinové chromatografie. Zj&té rozdily v koncentracich ¢imnych latek
mezi vzorky skupin s aplikaci elicitibra kontrolni skupiny s aplikaci vody nebyly
statisticky ptikazné.

Vynos semen ostropést maridnského a obsaltinnych latek zavisi
na mnoha progmnych faktorech fsobicich komplex

Neprokazatelny vliv prepar@mohl byt zapi¢inén neoptimalnim zdravotnim

stavem porostu. Na rostlinyagobi abiotické stresory v podblpribéhu paasi,
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nadmdské vysky, emisniho a imisniho stavidpi zasobenosti vldhou a Zivinami,
swtelnych podminek a mnoha dalSich faktpodilejicich se naistu rostlin (Pexidr,
2004). V gipack, Ze je rostlina jiz nucena stresu odolavatizen dalSi aplikace
elicitoru vést k piliSné zatzi organismu projevujici se snizenim obsakiinnych
latek a vijSimi fyziologickymi poruchami.

Pricinou neprokazatelnosti vlivu prepatataké mohla byt jejich zvolena
koncentrace, doba aplikace aépbopakovani aplikace, nebaplikace rostlinnych
elicitora pri parcelkovém pokusu je velmi citivym zasahem. [EBvé fedeni
preparai miaze vést vsouladu steorii hormese k toxickému, tralimu
¢i stimulagnimu &inku na sledované rostliny.

DalSim problematickym momentem je zavislost obsakliinnych latek
silymarinového komplexu na stupni vyzrani semen laddm K jejich
nerovnomdrnému dozravani (Spitzova, Placr, 1994)ildZitou roli pro tvorbu
a slozeni silymarinového komplexu ma i délka tvoebytrvani faze uzice listi
(Gromova et al., 1993),fpniz byly rostliny vSech skupin vystaveny shodnému
pusobeni vijSich fakton.

Pramérny celkovy obsah dinnych latek (silymarinu + taxifolinu)ippaiteny
na 100% susinainil na kontrolnich parcelkach bez aplikace elinitd2,568 mg.d.
Rostliny, na 8z byl aplikovan elicitor Elitic Jack vykazaly obsplimérny celkovy
obsah dinnych latek 40,253 mg’y U rostlin s pouZitim elicitoru ELITIiC byl
namtieny obsah silymarinu relatignnejmensi aginil v praméru 38,072 mg.d.
Uvedené koncentrace koresponduji s vysledky iBkavé (2006), ktera stanovila
v letech 2004 a 2005 v maloparcelkovych pokuseémgmé obsahy sumycinnych
latek v semenech ostropist marianského na 47 mg.g 31 mg.g a Gramanové
(2009), ktera nasftila v maloparcelkovych pokusech roku 2007irpérné obsahy
sumy &innych latek v semenech ostrogestmarianského 37 mg'@ 47 mg.g.

Zmény v obsazich jednotlivych ¢innych latek, které nastalyupobenim
elicitord nebyly diskutovany vzhledem k jejich statisticképrikaznosti ve srovnani
s kontrolou. Bylo mozné sledovat negativni trendsggbeni preparato zvolené
koncentraci na porost ostropest marianského, nebaplikace preparatElitic Jack
snizila pimérné obsah sledovanycktiinnych latek v semenech o 5,44 % a aplikace
preparatu ELITIC snizila obsah sledovany@maych latek v semenech o 10,56 %
oproti kontrole. Uvedené trendy vSak nejsou siakigt prikazné a maji pouze

orienta&ni charakter.
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6. ZAVER

Cilem pgedlozené prace bylo studiuméidku elicitoi na stimulétory
rostlinné imunity ve smyslu ovliwmi obsahu &kterych biologicky aktivnich latek
ve vybrané rostli&i ostropesec mariansky Silybum marianunl.) a odzkouSeni
jejich vlivu prostednictvim maloparcelkového pokusu, jakoz i vypracoMiterarni
reSerSe se zaffenim na fisobeni elicitoi na obsah ¢kterych ®&innych latek
v ostropesti marianském Kilybum marianumL.) nebo v jinych vybranych
rostlinach, botanickou charakteristiku, igpb pgstovani, agrotechniku, hnojeni
a ochranu fed SKidci a proti chorobam ostropést marianského Silybum
marianum L.), a chemické a dinné latky v ostropesiti marianskem Silybum
marianumL) a metody jejich stanoveni.

Za timto @elem byla vypracovana literarni reSerSe na starfouémata.
Dale byl vroce 2010 na 9 parcelkach zalozen poosstopedte marianského,
ktery byl v gihodnou dobu oS&ivan preparaty ELITIC a Elitic Jack,
pificemzZ tetina parcelek slouZila jako kontrolni a nebyl na aplikovan Zadny
prepardt se stimwaimi &inky. Odebrané vzorky semen byly analyzovany
na Katede aplikovanych rostlinnych biotechnologii Jileské univerzity metodou
vysokoinné kapalinové chromatografie. Naslédoyla ziskana data zpracovana,
vyhodnocena a kvantitatigrshrnuta v tabulkact 3,¢. 4 ac. 5.

Vzhledem k narusené normalit piipace mnohych vzori pro mnohé &inné
latky byl pro statistickou analyzu dat pouzit KrakkVallisiv test (neparametricka
ANOVA). Zm¢na koncentrace celkové sumyininych latek u vzork jednotlivych
skupin rostlin nebyla statisticky ijtazna. Rozdil ve zji8hych koncentracich
sledovanych latek mezi vzorky skupiny rostlin dlkaai preparatu ELITIC,
skupiny rostlin s aplikaci preparatu Elitic Jackantrolni skupiny s aplikaci vody
nebyl statisticky pikazny u Zzadnédinné latky.

Pouzivani vybranych elicitor o zvolené koncentraci se tedy jevi
jako neinné.
¢i nevhodr zvolenou koncentraci sledovanych eliditoale mize byt zgisoben

mnohymi vrgjSimi abiotickymi ¢i  biotickymi vlivy, které na porost rostlin
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v maloparcelkovém pokusu nespecifick§ispbi, a tim ovliviuji i vysledny obsah
acinnych latek.

S ohledem na skuteost, Ze pokus nemohl byt opakovan v dalSim roce
a s ohledem na vysledky parakelprovadnych pokud prokazujici pozitivni efekt
elicitora na vynos a kvalitu &kterych rostlin a &éinnych latek, by bylo vhodné
v opakovaném badani, z&reném bliZe i na vliv koncentrace sledovanych eligit
na vysledny obsah c¢innych latek, potvrdit ¢i vyvratit dosazeny zav

0 jejich nedinnosti.
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PRILOHY

Ptiloha 1 - Grafy vyjatljici zavislost obsahu jednotlivycitianych latek na
aplikaci elicitoi

Ptiloha 2 - Etiketa preparatu ELITIC



Priloha 1:
Vliv aplikace elicitora na koncentraci taxifolinu
Mezi rostlinami s posikem Elitic Jack, ELITIC a kontrolni skupinou nelgisten signifikantni rozdil v obsahu taxifolinu (Kruskalallis;

H=0.24; p = 0.88).

obr.¢. 7 - Vliv aplikace elicitot na koncentraci taxifolinu
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Vliv aplikace elicitora na koncentraci silychristinu

Mezi rostlinami s posikem Elitic Jack, ELITIC a kontrolni skupinou nelgjisten signifikantni rozdil v obsahu silychristinu (Kkad-Wallis;
H = 1.46; p = 0.48).

obr.¢. 8 - Vliv aplikace elicitoll na koncentraci silychristinu
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Vliv aplikace elicitora na koncentraci silydianinu
Mezi rostlinami s posikem Elitic Jack, ELITIC a kontrolni skupinou nelgjisten signifikantni rozdil v obsahu silydianinu (Kruskéallis;
H=0.67; p=0.72).

obr.¢. 9 - Vliv aplikace elicitol na koncentraci silydianinu
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Vliv aplikace elicitora na koncentraci silybinu A

Mezi rostlinami s posikem Elitic Jack, ELITIC a kontrolni skupinou nelgjiStn signifikantni rozdil v obsahu silybinu A (Kruskalallis;
H =0.09; p =0.95).

obr.¢. 10 - Vliv aplikace elicitak na koncentraci silybinu A
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Vliv aplikace elicitora na koncentraci silybinu B

Mezi rostlinami s posikem Elitic Jack, ELITIC a kontrolni skupinou nelgjistn signifikantni rozdil v obsahu silybinu B (Kruskalallis;
H =4.55; p = 0.10).

obr.¢. 11 - Vliv aplikace elicitak na koncentraci silybinu B
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Vliv aplikace elicitora na koncentraci isosilybinu A+B

Mezi rostlinami s posikem Elitic Jack, ELITIC a kontrolni skupinou nelgjistn signifikantni rozdil v obsahu isosilybinu A+B (kskal-
Walllis; H = 1.06; p = 0.59).

obr.¢. 12 - Vliv aplikace elicitak na koncentraci isosilybinu A+B
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Priloha 2: Etiketa preparatu ELITIC

ELITIC

Pomocny rostlinny pripravek

Wrobce: AGRA GROUP a.s. Stelské
Hostice, Tovarni 9, 387 15 $tIské HosStice

Cislo rozhodnuti o registraci: 2501

Chemické a fyzikalni vlastnosti:

Vlastnost Hodnota
Celkovy dusik jako N min 0,14 %
Suma volnych min 1,0 %
aminokyselin

Oxid draselny (KO) 4,0 %
Hodnota pH 50-7,0

Obsah rizikovych prvki v hnojivu
Neprekrauje limitni hodnoty stanovené
vyhlaskoue. 474/2000Sh.

(Cd < 50mg/kg * Pb <15 mg/kg * Hg < 1
mg/kg ¢ As < 10 mg/kg ¢ Cr < 150 mg/kg)

ROZSAH A ZPUSOB POUZITI

ELITIC je pomocny rostlinny ifpravek do
chmelu, ktery obsahuje v optimalnim pémn

biokompatibilni vodorozpustny komplex
ttanu a  hydrolyzat  bilkovin, jejichz
pisobenim dochazi v  rostlinach ke
specifickému  ovlivéini  zvySené  tvorby
sekundarnich metabdiit Hydrolyzat
aminokyselin navic podporuje tvorbu aukin
a cytokynirii, které maji vliv na vitalitu aust
rostlin.

Pripravek dale obsahuje emulgovany
fepkovy olej, ktery zlepSuje pronikani
Winnych latek pes kutikulu, a to i v obdobi
prisuski, kdy je ochranna voskova vrstva
listu Spats prostupna.

Pripravek obsahuje téz draslk v citratové

forme, ktery stabilizuje pH.
ELITIC vyznamp iniciuje tvorbu
sekundérnich  metabdiit stimuluje dleni
burtk a tvorbu chloroplagdt podporuje

fotosyntézu a tim
k vysoké a stabilni
chmelu vyznam& ovliviuje  pedevSim
mnoZzstvi alfa hikych kyselin
v pozadovaném slozeniCast&né zvySuje i
piirozenou odolnost rostlinii chorobam.
Pokyny pro bezpe&nost a ochranu zdravi
p¥i praci

Uchovavejte  mimo  dosah ¢d  (S2).
Uchovavat odéler¢ od potravin, napéj a

vyznamin prispiva
kvadit produkce. U

APLIKACE
Plodina |Déavka |[Mnozst | Termin
nalha |vi aplikace
vody
Chmel 0,5 I/lha | 1500- prvni
2000 | aplikace -
vody zacatek
kveteni
chmele
druha
aplikace -
cca 14 dni
po prvni
aplikaci

krmiv (S13). Zamezit styku suki a @&ima

(S24/S25). B zasazeni & okamzit
dikladre  vyplachte vodou a okamt
vyhledejte lekéskou pomoc (S26).

Uchovavejte pi teplo€ negesahujici 35°C
(S47).

Doba pouZite Inosti: 24 n¥siai pri dodrzeni
podminek skladovani vapodnich obalech
Baleni:

Datum vyroby:



