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Abstrakt

Kotvi¢nik zemni (Tribulus terrestris L.) je jednoleta rostlina z celedi
Zygophyllaceae (kacibovité). Pro své 1é¢ivé ucinky se jiz dlouho pouziva v tradi¢ni
¢inské a indické medicin€ k 1écb¢ rliznych onemocnéni. Bylo prokazano, ze ucinné
latky, mezi které lze zaradit steroidni saponiny, glykosidy, flavonoidy, fytosteroly a
alkaloidy vykazuji ucinky na reprodukci, ucinky afrodiziakalni, antibakterialni,
antikarcinogenni, antioxidac¢ni, diuretické, antidiabetické, kardiovaskularni a mnohé
dalsi. Cilem této diplomové prace bylo ovéfit vliv elicitori na obsah vybranych
ucinnych latek v kotviéniku zemnim. Elicitorem v této praci byla kyselina
acetylsalicylova o trech riznych koncentracich aplikovand postfikem. Pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie a hmotnostniho spektrometru byl u plodi a
naté¢ stanoven obsah diosgeninu, protodioscinu, ruscogeninu. U vSech tfech
sledovanych latek byl pozorovan pozitivni vliv elicitoru na jejich obsah, nicméné je
potieba vzdy ptihlédnout na koncentraci elicitoru.

Kli¢ova slova: Kotvicnik zemni, Tribulus terrestris, stereoidni saponiny,

elicitory, elicitace, kyselina acetylsalicylova

Abstract

Puncturevine (Tribulus terrestris L.) is an annual plant of the Zygophyllaceae
family. Its medicinal properties have long been used in traditional Chinese and Indian
medicine to treat various diseases. It has been shown that active substances, among
which we count steroid saponins, glycosides, flavonoids, phytosterols and alkaloids
have effects on reproduction, effects aphrodisiac, antibacterial, anti-carcinogenic, anti-
oxidant, diuretic, antidiabetic, cardiovascular, and many other effects. The aim of this
work was to verify the effect of elicitors on the content of selected active ingredients
in Puncturevine. The elicitor in this work was acetylsalicylic acid of three different
concentrations applied by spraying. Using high performance liquid chromatography
and mass spectrometry were in fruits and stems determined the content of diosgenin,
protodioscin, ruscogenin. For all three compounds was observed positive effect of the
elicitor on their content, however, it is always necessary to take into account the
concentration of elicitor.

Keywords: Puncturevine, Tribulus terrestris, streoidal saponins, elicitors,

elicitation, acetylsalicylic acid
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1. UVOD

Historie vyuzivani 1é¢ivych rostlin sah4 tisice let nazpét. Nejstarsi zpravy pochazi
z Ciny, Egypta, Indie a Mezopotamie. Ve starém Egypt& byla jisté velkd spotfeba na
bazi 1éCivych rostlin ur€enych k balzamovani a mumifikovani mrtvych at’ uz lidi ¢i
dokonce zvitat. V Indii nalezneme kolébku Ayurvédy, ktera se zaklada na komplexnim
léceni a podpote zivotnich cykli Clovéka vyhradné na 1écivych rostlinach. Ve
sttedoveéku se poznatky o 1é¢ivych rostlindich zaznamenavaly do herbarda. Jednim
Z vSeobecné znamych je Herbaf neboli bylinaf Pietra Andrea Mattioliho vydany roku

1562.

Flora stfedni Evropy zahrnuje desitky rostlin fazenych mezi 1€¢ivé rostliny.
Pouzivéa se pro né tfada dalSich nazvia: 1é¢ivé byliny, bylinky, 1é¢ivky, zelinky apod.
Odborné¢ se tato druhové velmi pestrd a nesouroda skupina rostlin, které se sbiraji ve
volné ptirodé nebo se zamérné péstuji, nazyva: 1écivé, aromatické a kotfeninové

rostliny (LAKR). (MITACEK et al. 2010)

V celosvétovém meéftitku jsou LAKR vyuzivany ve 20 % k farmacii jako 1é¢ivo
nebo surovina, 50 % spotieby zahrnuje potravinarsky primysl na napoje, lihovarnictvi
a potraviny. Kosmeticky primysl a farmacie spotfebovava ve svéteé 25 % LAKR pro
dekorativni a 1é€ebnou kosmetiku a zbyvajicich 5 % ptipada na ostatni odvétvi (funkce

esteticko-ekologicka, zdravotné-hygienicka, vodohospodaiska aj.)

Farmaceuticky primysl v Ceské republice zpracovava cca 240 druhti LAKR.
S ohledem na geografické podminky je mozné v CR péstovat cca 190 druhtt LAKR a
vymera péstovanych ploch se u nas v poslednich letech pohybuje v rozmezi 6 az 11

tisic ha. NEUGEBAUEROVA 2006)

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) definuje 1é¢ivé rostliny takto: Lécivé
rostliny jsou rostliny, obsahujici v n€které ¢asti latky, které maji terapeutické u€inky
nebo slouzi jako surovina pro farmaceutickou vyrobu. Lécivé rostliny se nejcastéji

upravuji na nalevy, extrakty nebo tinktury a extrahované ¢isté chemické latky.
Pod pojmem droga WHO rozumi casti 1€Civych rostlin nejCastéji suSené a
mechanicky zpracované za ucelem zmenSeni objemu pro lepsi skladovatelnost a

dopravu. V obchodni praxi se pouzivaji nasledujici nazvy drog: Bulbus/cibule,

Cortex/ktlira, Flos/kvéty a kvétenstvi, Folium/listy, Fructus/plody nebo jejich ¢asti,
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Herba/nat’, Radix/kofen, Rhizoma/oddenek, Semen/semena, Tuber/hliza (MITACEK
et al. 2010).

K [é¢beé v humanni a veterindrni medicin€é se pouzivaji piimo i1 nepiimo.
V cerstvém stavu, piimo, spiSe vyjimecné napiiklad ve formé vylisované stavy.
Castgji se upravuje napiiklad sugenim pro stabilizovani obsahovych latek a stava se
z ni droga. Nepiimo jsou 1éCivé rostliny surovinou pro vyrobu lé¢iv, hromadné
vyrabénych léCivych ptipravkl, pro izolaci alkaloidl, silic nebo oleji a jsou

prekurzory pro syntézu novych lé¢ivych latek.

Mnozstvi a slozeni chemicky a terapeuticky rozdilnych latek, které droga
obsahuje, zalezi na wvnitinich a vné&jSich faktorech. Mezi vnitini faktory nalezi
geneticka vybava, faze ontogenetického vyvoje apod. Za vnéjsi faktory oznacujeme
pfedevs§im pidni a klimatické podminky ptirozeného vyskytu nebo péstovani rostliny,
termin sklizn€, zptsob suSeni, doba skladovani atd. Nékteré z téchto faktort lze

ovlivnit také p&stebnimi postupy. (NEUGEBAUEROVA 2006)

Bohuzel je mozné konstatovat, ze vétSimu rozsiteni vyuziti 1é¢ivych rostlin brani
také silna farmaceuticka lobby. Nikoliv z obavy o lidské zdravi, ale kvili opravnéné
obavé o ztratu ¢asti ziskli z prodeje 1éCiv. Jen trvale 1éCeny Clovek totiz pfinasi
ekonomicky profit. (HEMZAL 2014, MITACEK et al. 2006)

Jednou z mnoha 1é¢ivych rostlin uzivanych v tradi¢ni i soucasné medicing je
kotviénik zemni (Tribulus terrestris). Diky fad¢ velmi aktualnich 1é¢ivych ucinku se
dostava do poptedi zajmu védeckého zkoumani a je jednou z nejdiskutovanégjSich bylin

souc¢asnosti. (NAVRATILOVA, PATOCKA 2013)
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2. KOTVICNIK ZEMNI

2.1 Popis rostliny

Kotvi¢nik zemni latinskym nazvem Tribulus terrestris L. ¢eled” Zygophyllaceae
(Kacibovité), anglicky Puncturevine, Land Caltrops, goathead, cat's-head, devil's
thorn. V ceském jazyce se vyskytuje nékolik lidovych nazvi: bylinna viagra, zelena
viagra, trojhrotnik, zemni hvézdic¢ka, zazraény kotviénik. (JAHODAR 2006;
RYSTONOVA 2007; PUNCTUREVINE 2010)

Latinské jméno Tribulus pravdépodobné vychazi fetiny, odvozeno od slov tri-
tii a belos-jehla, hrot. Slovem tribolos se oznacoval plod kotvice plovouci (Trapa
natans) neboli vodni kaStan, se svymi charakteristickymi rdzkatymi vyrastky a
trojbokym tvarem. Toto slovo se vsak ujalo i pro kotviénik a obecné se tak nazyvala i
pichlava rostlina ¢i bodlak. Ztejmé na zakladé jisté podobnosti s plody kotvice vznikl
i ¢esky nazev pro kotvicnik. Ve stfedoveéku pak slovo tribolos ¢i tribulus oznacovalo i
zbran znamou c¢esky jako nasSlapny jezek a v anglictiné fe¢enou caltrop, z ¢eho se
odvinul i jeden ze soucasnych anglickych nazvii. (NAVRATILOVA, PATOCKA
2013)

Obr. 1 Kotvicnik zemni (Foto: Bc. Pavel Bartos)
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Kotvi¢nik zemni je jednoletou poléhavou bylinou od zakladu vétvenou. Listy jsou
vstiicné, pfitiskle chlupaté, lichozpefené, velmi kratce fapikaté, podlouhlé nebo
obkopinaté. Listy tvofi 4-9 jafem. Kvéty jsou Zluté, oboupohlavni, jednotlivé, v uZlabi
listend, stopkaté a péticetné. Plody se skladaji z péti trojbokych vice semennych
pladki s ostie $picatymi okraji. (JAHODAR 2006; JABLONSKY, BAJER 2007).
Plod je 0,8-1,5 cm veliky a obsahuje 2-5 semen. V plné zralosti se rozpada na
jednotlivé pladky. (NAVRATILOVA, PATOCKA 2013). Nejprve je zeleny, nasledng
Sedohnédy, zraly pak hnédy a velmi tvrdy. (HEMZAL 2014)

Jedna rostlina je schopna vyprodukovat 200-500 plodta. Pifi hlub$im ulozeni
v pidé mohou semena setrvat ve stavu dormance po dobu 3-6 let. Rostlina dortsta
délky az 2 m, lodyha se bohaté vétvi do délky 20-60 cm. (PUNCTUREVINE 2014)
Kvete priibézné od ¢ervna do srpna a plody zraji od Cervence do zaii. (HEMZAL 2014)

2.2 Piivod a vyskyt

Za puvodni oblast vyskytu kotviéniku zemniho je pravdépodobné mozné oznadit
Cinu, J aponsko, Indii, Indonésii, Sttedozemi a Blizky vychod. V soucasnosti 1ze nalézt
na fad¢ mist po celém svéte. Kromé ptivodnich oblasti se hojné vyskytuje v Severni a
Jizni Americe, kam byl nejspiSe zavleCen s dobytkem exportovanym ze Stfedozemi,
V jizni a vychodni Africe, v Australii. V Evropé pak roste nejcastéji v Bulharsku,
Recku, Rumunsku, Mad’arsku, nalezneme jej také napiiklad v severni Francii nebo na
jiznim Slovensku. V Ceské republice se objevuje spise vzacné na rekultivovanych

vysypkéch a nadrazich. (PACANOSKI et al. 2014; JABLONSKY, BAJER 2007)

Terapeutické vyuziti Kotviéniku je staré pfiblizn€ 5000 let. Pouzivan byl v tradi¢ni
¢inské mediciné pod jmény Ci Ji Li, Bai Li Ji nebo Ji Li. V 4jurvédské mediciné pod
jménem Gokshura a také ve starém Recku. (HEMZAL 2014; PACANOSKI et al.
2014)

Kotvicnik je dobfe piizplisobeny pro rist v mirném, stfedozemnim, sub
tropickém, tropickém a teplém mirném klimatu. Vyzaduje pomérné€ vysoké teploty pro
rust a je prevladajici v oblastech s teplymi I€ty a je nesndsenlivy vici teplotam pod
bodem mrazu. Lze ho nalézt v Sirokém rozsahu podminek. Dafi se mu na suchych,
piscitych pidach, prosperuje v blizkosti pise¢nych dun, na navaté volné ptdé podél
ulic, silnic, Zeleznic, na rumistich i na okrajich poli. Roste vSak také v tézsich pudach,
a to zejména v piipadé, ze jsou bohaté na ziviny a vlhké. Soucasné na zhutnénych
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padach jako jsou okraje cest nebo hiist. Kotvi¢nik je misty povazovan za agresivni
druh, ktery ma potencial zranit zvifata, snizit kvalitu sena a hodnotu viny. Snizuje
biodiverzitu svou schopnosti rychle napadnout a vytésnit pavodni druhy. Vzhledem
ke své schopnosti ziskat vlahu z velké hloubky v ptd¢, konkuruje dobie v mnoha
plodinach. Tato rostlina je ¢astecné problematicka, nebot’ ma plevelny potencial. Byla
prohlasena za plevel v nejméné 37 zemich svéta a alespon 21 plodinach jako bavina,
kukufice, ve vinicich a sadech. Krom¢ svého invazivniho a plevelného potencialu je
kotvi¢nik zemni povazovan za velmi uzite¢nou bylinu. Jedna se o bylinny 1€k, ktery

se pouziva pro rizné ucely v lidovém lécitelstvi. (PACANOSKI et al. 2014)

2.3 SlozZeni a ucinné latky

Pro 1é¢ebné tidely se z Kotviéniku zemniho vyuZziva cela rostlina. Uginné latky
jsou obsazeny ve stoncich, listech, kvétech, plodech i kofenech. Druh a mnozstvi
obsahovych latek je zavislé na konkrétni ¢asti rostliny. Stejné tak je zavislé na oblasti
pestovani, podminkach rastu, zptsobu sklizn€, zpracovani a skladovani. (HEMZAL

2014; HAN et al. 2008)

Rostlina obsahuje fadu biologicky aktivnich latek. Nejdulezitéjsi z nich jsou
steroidni saponiny furostanolového, v menSim mnozstvi 1 spirostanolového typu, dale
flavonoidy, alkaloidy, glykosidy, fytosteroly, derivaty kyseliny skoficové
(terrestriamid), lignany, mastné kyseliny (kyselina palmitova, stearova, olejova,

linoleova), aminokyseliny a sacharidy. (NAVRATILOVA, PATOCKA 2013)

Listy a nat’ obsahuji cca 12,1 % bilkovin, 2,6 % tuku, 40,8 % sacharidi, 27,8 %
vlakniny a 16,7 % mineralnich latek v suSin€. Rostlina obsahuje také tfisloviny,

pryskyfice a taniny. (VALICEK et al. 2012)

Ze suchych plodi byly pomoci spektralni analyzy izolovany také estery mastnych
kyselin, kyselina ferulova, vanilin, B-sitosterol, hydroxybenzoové kyseliny. (WU
1999)

2.3.1 Saponiny

Saponiny obsahuji jako sacharidickou slozku rtzné monosacharidy nebo
glukuronovou kyselinu. Nesacharidickd sloZka je oznacovéna jako sapogenin nebo
sapogenol a je dvojiho typu. Steroidni s 27 atomy uhliku nebo cCastéji triterpenoidni

s 30 atomy uhliku utvatejici skelet s péti cykly. (KALAC 2001)
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Saponiny jsou riznorodou skupinou heteroglykosidu, které se vyskytuji prevazné
v rostlinach. Vykazuji nékteré spolecné vlastnosti, napt. hotka chut, detergencni
ucinky, hemolytické ucCinky, reaguji se zluCovymi kyselinami, cholesterolem.
Koncentraty saponint se pouzivaji jako pénotvorné latky, emulgatory, antioxidanty.
Objevuji se bézné i v kosmetickych vyrobcich. Za priznivé Gi¢inky saponint Ize oznacit
ucinky fungicidni, antioxidacni, antikarcinogenni. Dale maji také pozitivni vliv na
snizeni hladiny cholesterolu v krevni plasmé, stravitelnost bilkovin, resorpci
mineralnich latek a vitamini v zazivacim systému, preventivné pusobi na
kardiovaskularni onemocnéni. Vybrané saponiny jsou toxické. Toxicky ucinek
spociva v hemolyze erytrocytl a jinych bunék. Zasadni pfic¢inou je interakce saponinti
s cholesterolem v buné¢nych sténach. Poskozeni jater a selhani dychani miZe nastat
pii poziti vysokych davek toxickych saponini. Mnozstvi saponinti je pak zavislé na

druhu rostliny a klimatickych podminkach.

Saponiny obsahujici v molekule jako aglykony steroidy nazyvame steroidni
saponiny. Skladaji se z aglykont zalozenych na strukturach Ca7 spirostonalu nebo
furostonalu vzniklych modifikaci postranniho fetézce cholesterolu. (VELISEK,
HAJSLOVA 2009)

Soucasné jsou saponiny povazovany za bioaktivni slou€eniny, které rostlina

produkuje proti patogentim a bylozraveim. (AUGUSTIN et al. 2011)

Skupina steroidnich saponinil je méné rozSifena neZ saponiny triterpenoidni.
Vyskytuje se zejména u jednodé€loznych rostlin, z dvoudéloznych naptiklad u rodu
naprstnik a lilek. NejvyznamnéjSim steroidnim saponinem je diosgenin, ktery se
ziskava predevS§im z kofenli smldince. Piedstavuje dualezitou latku pro syntézu
podobnych steroidnich alkaloidl. Dalsi saponiny tohoto typu digitonin a gitogenin

obsahuje naprstnik a agave, tigogenin obsahuji agave, juka a lilek. (NOVACEK 2009)

Typicky se dale nachazeji v jednod€loZnych rostlinach z celedi ¢esnekovitych,
chiestovitych a lipnicovitych, z dvoudéloznych v rostlindch z celedi bobovitych.

(VELISEK, HAJSLOVA 2009)
V kotvi¢niku jsou ze saponinl zastoupeny diosgenin, gitogenin, neogitogenin,
tigogenin, chlorogenin, ruscogenin, protodioscin, hecogenin, neohecogenin,

tribulosin, tribestin, prototribestin, terrestriamid, sarsapogenin a furostanol glykosid
C. (NAVRATILOVA, PATOCKA 2013)
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Uinnymi latkami z extraktd Kotvi¢niku jsou dale steroidni saponiny:
Terrestrinins A a B, Terrestrosins A, B, C, D, E, Tribulosaponin B, lignanamidy
Tribulusamides A a B, Tribulosaponin B, flavonoidy rutin. V bulharskych rostlinnych
extraktech se vyskytuji komponenty dioscin, metylprotodioscin. (IVANOVA 2014)

Dominantni slozkou kotvi¢niku je povazovan protodioscin. Rozdilny je obsah
saponind podle zemé ptivodu. Saponiny typu gitogenin nejsou piitomny v kotviéniku
indického a bulharského ptvodu, zatimco saponiny typu tigogeninu, gitogenin a
hecogenin pievladaji v kotviéniku z Ciny. Siranovy spirostanol a furostanolové

saponiny byly izolovany pouze z kotvi¢niku bulharského puvodu. (DINCHEV et al.
2008)

Obr. 2 Protodioscin (GAUTHAMAN, GANESAN 2008)
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Rozdilné obsahy saponinii furostanolového typu jmenovité protodioscinu,
prototribestinu a pseudoprotodioscinu byly rovnéZ zaznamenany V rostlinach

z riiznych oblasti Mad’arska, Bulharska, Spanélska a Turecka (DINCHEV et al. 2010)

Jednotlivé ¢asti rostliny se také 1i§i obsahem saponinil. Nejvice saponinti obsahuji
semena, nasleduji listy a kofen, nejméné pak stonky. (MATHUR,
SUNDARAMOORTHY 2013)

Nové saponiny 5,6 dihydroprotodioscin, neoprotodioscin a jejich sulfaty byly
detekovany v roce 2003. (DE COMBARIEU et al. 2003)
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2.3.2 Alkaloidy

Alkaloidy jsou dusikaté bazické latky, které vznikaji metabolickou pfeménou

aminokyselin, pfipadné jinych prekurzori piedevsim v rostlinach. (HRDINA et al.
2004)

Nejcastéji se vyskytuji ve smési latek ptibuzné struktury, jako volné latky, N-

oxidy, soli karboxylovych kyselin, jejich amidy nebo estery, ptipadné jako glykosidy.

Nachazeji se v riznych ¢astech cévnatych rostlin, ale také u urcitych druhti mechii,
hub, bakterii i nékterych bezobratlych zivoc¢ichli a obratlovci. Hraji dulezitou roli
v ochrang rostlin pted elicitory, patogeny a v evoluci rostlinnych druhti. Nékteré jsou
povazovany za produkty detoxikace, rezervni formy dusiku, reguléatory riistu, ptirodni
toxické aminokyseliny, biogenni aminy nebo piirodni barviva. Rada z nich vznika také
pfi termickém zpracovani potravin ze zékladnich Zivin. (VELISEK, HAJSLOVA
2009)

Velmi Casto se jedna o komplikované chemické slouceniny s charakteristickym
ucinkem na lidsky organismus. Témét vSechny spojuje piisobeni na centralni nervovy

systém a zpravidla jsou az toxické. (MITACEK et al. 2010)

Alkaloidy lze rozd¢lit do 3 zakladnich skupin: pravé alkaloidy, pseudoalkaloidy a
protoalkaloidy. Pravé alkaloidy byvaji heterocyklické dusikaté baze odvozené od
aminokyselin. Jejich spektrum fyziologickych Uc¢inki je velmi Siroké a jsou casto
velmi toxické pro ¢loveéka nebo Zivocichy (napf. nikotin). Pseudoalkaloidy jsou rovnéz
heterocyklické dusikaté baze, ale jejich prekurzory jsou terpenoidy nebo puriny.
Toxicita je nizs§i nez u pravych alkaloidt, ptikladem muze byt kofein. Bazické aminy
odvozené od aminokyselin, kde dusik neni sou¢ésti aromatického systému, nazyvame

protoalkaloidy. Je jim napfiiklad kapsaicin vyskytujici se v palivych paprikéach.

Bézné¢ se uplatiuje také klasifikace jednotlivych skupin alkaloidii podle
heterocyklickych sloucenin, ze kterych jsou odvozeny jejich zakladni skelety. Dale se
mohou alkaloidy dé€lit dle ptivodu. Naptiklad mezi tabdkové alkaloidy se fadi nikotin.

(VELISEK, HAJSLOVA 2009)

Kotvi¢nik zemni je zdrojem tfi B-karbolinovych derivati: harman, harmalin,
harmin. Vyjmenované alkaloidy jsou silnymi inhibitory MAO (monoaminoxidazy).

Vyuzivaji se jako antidepresiva, nicméné mtize nastat i stav intoxikace v davkach nad
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1 mg/kg télesné vahy s pfiznaky typu nauzea, zvraceni, bledost klize, tfes, agresivita,

v dal$im prabéhu i polospanek s halucinacemi. (HRDINA et al. 2004)

DalSimi zastoupenymi alkaloidy B-karbolinového typu jsou norharman, harmol,

tribulusterin, perlolyrin. NAVRATILOVA, PATOCKA 2013)

2.3.3 Glykosidy

Glykosidy jsou derivaty cyklickych forem monosacharidi, piipadné
oligosacharidt. V nich je vodik poloacetalového hydroxylu nahrazen substituentem
rizného charakteru. V rostlinach jsou hojné rozsiteny. Nékteré maji hotkou chut a
slouzi tak jako souc¢ést ochrany proti konzumentiim. Jiné se vyznacuji vyraznou vini,
a proto se pouzivaji do kofeni nebo ochucovadel. Rada z glykosidti ma 16¢ivé ucinky.

(KALAC 2001)

Vybrané glykosidy maji bakteriocidni a mykocidni G¢inky nebo charakter barviv.
Mohou byt i1 velmi jedovaté. Ve fyziologickych davkach vsak na lidsky organismus
pusobi pfiznive.

Hydrolyzou glykosidi vznika glycid a aglykon. Ten je tvofen riznymi
alifatickymi i aromatickymi latkami. Podle nich se glykosidy déli do n¢kolika skupin.
Nejdulezitéjsi jsou: alkoholické, fenolické, kumarinové, steroidni, kyanové,
antrachinové, flavonové a fenanthrenové. Vyjmenované glykosidy néaleZi do skupiny
O-glykosidu, kdy alkoholova slozka reaguje s cukrem prosttednictvim OH-skupiny.
Fyziologicky diilezitou skupinou jsou N-glykosidy, ke kterym patfi nukleosidy, kdy
s pomoci NH-skupiny reaguje alkoholova slozka s cukrem. (NOVACEK 2009)

Pfirozenou slozkou v potravinach jsou také S-glykosidy neboli thioglykosidy.
Mezi vyznamné zastupce rostlin s obsahem thioglykosidi néalezi ¢eled’ brukvovitych,
ktera zahrnuje hospodarsky vyznamné plodiny fazené mezi olejniny, zeleniny nebo
pochutiny. Thioglykosidy jsou mimo jiné zodpovédné za typickou Stiplavou chut’
semen fepky, aroma hoicice a kienu, fedkve a podobnych druhd. V krmivech pro
hospodatska zvifata jsou fazeny mezi antinutri¢ni faktory. (VELISEK, HAJSLOVA
2009)

Kyanogenni glykosidy obsahuji kyanohydrinovou slou€eninu. Hydrolyzou a
enzymatickym $tépenim vznika kyanovodik, ktery je prudce jedovaty. (NOVACEK

2009) Mezi zastupce kyanogennich glykosidi fadime napiiklad linamarin obsazeny
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V manioku jedlém nebo v semenech Inu seté¢ho. V naSich podminkach pak je
nejvyznamngéj$i amygdalin spoleéné s prunasinem a sambunigrinem, nebot’ jsou
pritomny v rostlinach Celedi rizovitych. Znamymi zdroji jsou hoiké mandle nebo
pecky merunck, broskvi, Svestek a tfesni. Obsazeny jsou ve vSech Castech bezu

gerného. (VELISEK, HAJSLOVA 2009)

Ke glykosidim fadime také tzv. C-glykosidy. Zastupcem téchto glykosidi jsou
né&ktera ptirodni barviva. (VELISEK, HAJSLOVA 2009)

V kotvi¢niku byly objeveny a izolovany nové furostanolové glykosidy v roce
2003. (CONRAD 2004). V roce 2010 vychazi zprava o objevu dalSich 5
furostanolovych glykosidi. (XU 2010). Dalsi dva nové pojmenované terrestrinones
Al/A2 byly pozitivné hodnoceny na indukovanou produkci oxidu dusnatého. (HONG
2013)

2.3.4 Flavonoidy

Flavonoidy jsou velmi rozsdhlou skupinou rostlinnych fenolti obsahujici
v molekule dva benzenové kruhy spojené tfi uhlikovym fetézcem. Jejich soucasné
znamy pocet se odhaduje na 5000 a stile jsou nachdzeny nové slouceniny. Jsou
uvadény jako samostatnd skupina rostlinnych barviv. Zakladni struktury flavonoidii se
déli dle stupné oxidace Cz a jeho substituce na: katechiny, leukoanthokyanidiny,
flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly a anthokyanidiny. Pficemz v tomto
uvedeném potadi roste oxidacni stupenn sloucenin a soucasné intenzita jejich barvy.

Déle z flavonoida rozezndvame chalkony, dihydrochalkony a aurony.

Nejvyznamngjsi flavonoidni barviva jsou Zluté flavony a flavonoly a zejména
anthokyany poskytujici zIuté, oranzové, fialové a modré pigmenty. Chalkony i

dihydrochalkony jsou barviva Zlutd, aurony barviva zlatozluta.

Nékteré flavonoidy jsou vyznamné i pro svoji chut’ (trpké a hotké latky nebo jejich
prekurzory), ptipadné maji vyznamné biologické ucinky. Jednim z nejbohatsich zdrojii
flavonoidil je napt. zeleny ¢aj. Rozhodujici pro antioxidacni aktivitu flavonoidil je
pocet hydroxylovych skupin v molekule a jejich poloha. (VELISEK, HAJSLOVA
2009)

~~~~~

fyziologicky stav zvitat. (CHRISTEV et al. 2011)
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Z flavonoidi a glykosidi jsou Vv kotvi¢niku zastoupeny kaempferol, kaempferol-
3-glukosid, kaempferol-3-rutinosid, kaempferol-3-gentiobiosid, kaempferol-3p-
kumaroylglukosid, tribulosid, isorhamnetin-3-glukosid, isorhamnetin-3-gentiobiosid,
isorhamnetin-3-gentiobiosid-7-glukosid, isorhamnetin-3-rutinosid, isorhamnetin-3,7-
diglukosid, isorhamnetin-3-p-kumaroylglukosid, kvercetin-3-glukosid, kvercetin-3-
gentiobiosid-7-glukosid,  kvercetin-3-gentiotriosid,  isorhamnetin-3-rutinosid a
isorhamnetin-3,7-diglukosid. (NAVRATILOVA, PATOCKA 2013)

2.3.5 Fytosteroly

Steroly se deli dle vyskytu v prirod¢ na nasledujici kategorie: zivocisné steroly
(zoosteroly), rostlinné steroly (fytosteroly) a steroly hub (mykosteroly). Zakladnim Cz7

sterolem je povazovan cholesterol.

Steroly jsou v organismech nezbytnou slozkou lipoproteind a tukovych membran.
U zivocicht jsou zvlast’ dilezité v nervovych tkanich nebo pii transportu lipida. Télo
¢lovéka si vétSinu potfebného cholesterolu dokaze syntetizovat. Pii nadmérném piijmu
cholesterolu mohou v8ak nastat zdravotni komplikace. Prokazalo se, ze fytosteroly
maji jisty vliv na biosyntézu cholesterolu a pro sniZeni mnozstvi cholesterolu v krevni
plasmé& se doporutuje piijmout s potravou asi 250 mg fytosteroli. (VELISEK,
HAJSLOVA 2009)

Z fytosterolli jsou nejbéZnéjsi sitosterol, stigmasterol a kampesterol. Pomér
obsazenych fytosterolii je charakteristicky pro kazdou rostlinu a lze tak naptiklad
vyuzit pfi identifikaci ptivodu potravinatskych oleji. (KALAC 2001)

V kotviéniku zemnim jsou z fytosterolti zastoupeny B-sitosterol, stigmasterol a

kampesterol. NAVRATILOVA, PATOCKA 2013)

Fytosterol B-sitosterol-D-glukosid spole¢né s tribulosinem, coZ je spirostanolovy
typ steroidnich saponint byl izolovan z vodného vyluhu. V roce 2002 je uvadéna prvni

zprava o jejich protihlistové aktivité. (DEEPAK et al. 2002)

r rwe

2.4 Farmakologické ucinky

Na na$i planeté roste odhadem vice nez 700 000 druht rostlin, z toho lidé
hospodaisky dovedou vyuzit asi 17 000 druhii rostlin, asi 5000 se pak péstuje uméle.

Lécivych rostlin je na celém svété vice nez 100 000. V Ceské republice roste piiblizné
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4000 rostlin, které maji potencial vyuziti ve fytoterapii. Pouziva se jich jen asi 400,

z toho nejbéznéjsich je okolo 100. (RYSTONOVA 2007)

Fytoterapie je definovana jako pouziti rostlin nebo rostlinnych vytazka, které
nejsou obvykle soucasti lécebnych prostfedki. Odkazuje se na tradicni lidové
1écitelstvi a bylinkafstvi. Bylinné pfipravky jsou pravidelné¢ uvadény na trh jako
standardizované produkty jedné nebo vice rostlin, €asti rostlin v surovém nebo
zpracovaném stavu. N&kdy jsou zahrnuty také plisiiové, vceli produkty a mineralni
latky. Tyto piipravky se obvykle piipravuji pomoci macerace, perkolace nebo
destilace a nasledn¢ jsou podavany ve velmi koncentrované formé, aby byl zajistén
jejich terapeuticky ucinek. Fytoterapie nebo bylinné 1éky vzdy hraly dtlezitou roli v
tradi¢ni mediciné a v soucasné dobé¢ jeji vyznam opét roste. Rostliny stale vyznamné
ptispivaji k primarni zdravotni péci. Podle Svétové zdravotnické organizace brani
chudoba pfistupu k moderni medicin€ a asi 65-80 % ze sv€tové populace Zzijici v
rozvojovych zemich v Africe, Asii a Latinské Americe je v podstaté zavisla na
pouzivani tradiéni mediciny zalozené na rostlindich. Mnoho pacientli také preferuje
bylinné ptipravky, protoze maji dobrou snasenlivost. Nicméné i bylinné 1éky nejsou
vzdy bezpecné a bez vedlejsich ucinkl, nebot mohou obsahovat slozky, které jsou

velmi toxické. (HORAK 2014)

2.4.1 Afrodiziakalni vlastnosti

Kotvi¢nik zemni je jiz dlouho pouzivan v tradi¢ni ¢inské a indické medicing jako
prostiedek pro zlepSeni sexualni funkce u €lovéka. Sexudlni chovani a intrakaverndzni
tlak (ICP) byly studovany u normalnich i kastrovanych krys za uc¢elem prozkoumani
ucinku protodioscinu jako afrodisiaka. 40 dospélych kastrovanych i nekastrovanych
krys bylo rozdéleno do péti skupin po 8, kterym byla podavana destilovana voda
(nekastrovanym a kastrovanym), testosteron (nekastrovanym a kastrovanym) v davce
10 mg/kg té€lesné hmotnosti a extrakt z kotviéniku kastrovanym jedincim v mnozstvi
5 mg/kg télesné hmotnosti jednou za dva tydny po dobu 8 tydni. U kastrovanych
jedinct bylo pozorovano snizeni télesné hmotnosti, hmotnosti prostaty a ICP. Doslo
také k celkovému snizeni ve vsSech sledovanych parametrech sexualniho chovani.
Naproti tomu u kastrovanych krys, kterym byl podavan testosteron nebo extrakt

z kotviéniku doslo ke zvySeni hmotnosti prostaty, zvyseni ICP a sexualnich parametrti

chovani. (GAUTHAMAN et al. 2002)
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Afrodiziakalni u¢inky byly provéfeny v fad€ experimentl u zvirat, proto se jeden
vyzkum zaméfil na posouzeni u¢innosti u zen v porovnani s placebo efektem.
K vyzkumu byly vybrany Zeny, které spontanné uvadély ztratu libida. Na zacatku i na
konci vyplnily dotaznik FSFI (Female Sexual Function Index) ¢itajici 19 otazek
Z oblasti intimniho zivota. Sledovani probihalo po dobu 4 tydni, kdy jedné ¢asti Zen
byl podavan extrakt z kotvi¢niku v davce 7,5 mg na kg zivé vahy a druhé preparat bez
ucinku. Zavéreéné vyhodnoceni FSFI prokazalo vyznamné zlepS$eni v oblasti touhy,

vzruseni a podobnych sexualnich ukazatelich. (AKHTARI et al. 2014)

2.4.2 Utinky na erekci

Erektilni dysfunkce (ED) je jednou z nejcastéjSich muzskych sexuélnich poruch a
jeji vyskyt se zvySuje s vékem. Jedna studie uvadéla, Ze ptiblizn€ 40 % muzi starSich

40 let a az cca 67 % ve véku nad 70 let trpi ED. (KAM et al. 2012)

Hormonalni vliv kotvi¢niku a jeho role v fizeni muzské erektilni dysfunkce byli
vyhodnoceny u primati, kralikt a potkand. Extrakt z kotviéniku byl podavan v davce
7,5; 15 a 30 mg/kg u primatd. Kralikim bylo podano 2.5; 5 a 10 mg/kg extraktu po
dobu 8 tydnt. Vzorky krve byly analyzovany na testosteron (T), dihydrotestosteron
(DHT) a hladinu  dehydroepiandrosteron-sulfatu ~ (DHEAS)  pomoci
radioimunoanalyzy. U primat bylo statisticky vyznamné navyseni T (52%), DHT
(31%) a DHEAS (29%) pti davce extraktu 7,5 mg/kg. U kralikd, jak T a DHT byly
zvySeny ve srovnani s kontrolou, nicméné pouze zvySeni DHT (0 30% a 32% pii 5 a
10 mg/kg), bylo statisticky prikazné. Z téchto vysledki vyplyva, ze kotvi¢nik zvysuje
obsah nékterych pohlavnich hormont v krvi, pravdépodobné v dusledku piitomnosti
protodioscinu v extraktu a mize byt uzite¢ny pro mirné az stiedné tézké piipady
erektilni dysfunkce. (GAUTHAMAN, GANESAN 2008)

Objektivné je vSak nutné uvést i studii, kterd srovnavala ucinek extraktu na ED
V porovnani s placebo efektem u vybrané skupiny 30 muzi starSich 40 let stézujici si
na problémy s erekci. Ke zlepSeni stavu sice skutecné doslo, ale toto zlepSeni bylo

pfipisovano prave tzv. placebo efektu. (SANTOS et al. 2014)

2.4.3 Utinky na reprodukci

Mezi ucinky na reprodukei 1ze zatadit ochranny Gcinek extraktu z kotviéniku na

indukované zmény spermatogeneze (tvorba muzskych pohlavnich bunék-spermii),
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poctu spermii a oxidacni stres vlivem Metronidazolu (MTZ). Pokus byl proveden na

30 dospélych mysich rozdélenych do 6 skupin po dobu 28 dnil.

Skupina 1 a 2 slouzila jako kontrolni neoSetifend a oSetfena vehikulem, skupiné 3
byl podavan MTZ (500 mg/kg télesné hmotnosti/den), skupiné 4: extrakt z kotvicniku
(200 mg/kg télesné hmotnosti/den), skupiné 5: MTZ (500 mg/kg télesné
hmotnosti/den) + kotvi¢nik (100 mg/kg télesné hmotnosti/den), skupiné 6: MTZ (500
mg/kg télesné hmotnosti/den) + kotvicnik (200 mg/kg télesné hmotnosti/den). 24
hodin po poslednim oSetfeni byla vSechna zvifata usmrcena pro studium

histologickych zmén ve varlatech a poétu spermii v nadvarlatech.

Metronidazol zpusobil vyrazné zmény v hmotnosti varlat, spermatogeneze,
aktivity antioxidac¢nich enzymi, laktatdehydrogenazy, alkalické fosfatazy a poctu
spermii. Tyto zmény byly ¢aste¢né obnoveny po soucasném podani 500 mg/kg télesné
hmotnosti/den MTZ a 100 mg/kg télesné hmotnosti/den kotvi¢niku. Pokud vSak byl
myS$im podén spole¢né s MTZ kotvi¢nik 200 mg/kg télesné hmotnosti/den, zmény se
vratili zpét uplné. Je tedy mozné konstatovat, Ze extrakt z kotviéniku zmiriiuje MTZ-

indukované zmény ve varlatech. (KUMARI, SINGH 2015)

Zajimavym piikladem vyuziti kotvi¢niku je jeho stimula¢ni u¢inek na vejcorodou
¢innost vcel. VSechny hlavni procesy ve vcelstvu jsou tzce spojeny s nektarodarnou
vegetaci V dané oblasti. Vejcoroda ¢innost véelich kraloven je ptimo zavisla na toku
nektaru a pylu ve véelstvu. Kdyz se piisun zvedne, vede to ke zvySeni vejcorodé
¢innosti kraloven a tim se zvySuje vykon kolonie. Stimulace krmeni cukrovym sirupem
v nepfitomnosti prisunu pylu ma maly vliv na kladeni vaji¢ek kraloven. Proto byl
v Bulharsku v pribéhu roku 2009 proveden pokus s cilem ovéfit Gcinky komeréné
proddvaného ptipravku Startovit ur¢eného ke stimulaci a urychleni rozvoje vcelstev
Vv porovnani s extraktem z kotvi¢niku pfidaného do cukrového sirupu. Veelstva byla
rozdélena do tii skupin, pfi¢emz prvni (kontrolni) skupiné€ byl poddvan cukerny sirup,
druhé skupiné cukerny sirup s pfidavkem extraktu z kotviéniku v mnozstvi 10 mg na
1 kg vcel a treti skupiné cukerny roztok s ptidavkem ptipravku Startovit v mnozstvi
lgna 2 1. Vysledkem pokusu bylo zjisténi, Ze oproti kontrolni skupiné dochdzi u obou
pfidavkil ke zvySeni vejcorodé aktivity veelich kraloven. Konkrétn€ v priméru o
zvySeni 38,61 % u ptidavku kotvicniku a 23,45 % u pfidavku Startovitu.
(HRISTAKOQOV 2012)
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2.4.4 Antibakterialni vlastnosti

Odborna literatura nabizi nékolik pfikladt pouziti extrakti Kotvi¢niku obsahujici
saponiny pro piipravu antibakterialnich prostiedk. Jsou popsany metody pro ptipravu
dermatologickych kréma pouzivajici pravé tyto extrakty s antibakteridlni,
protizanétlivou, protivirovou aktivitou pro mistni pouziti na kizi a tkan. Nékteré z
téchto dokumentti odkazuji na vyuziti zahrnujici lokalni podavani proti svédéni, ¢imz

se zvysuje propustnost a zlepSuje citlivost ktize.

Nicméné problémy vznikaji pfi vybéru materialu, ktery ma byt pouzit. Extrakty
rizného piivodu se mohou vyrazné liSit zejména s ohledem na obsah u¢innych latek.
Jedna z odbornych praci pouzila extrakt z Kotvi¢niku ze tfi komeréné dostupnych
vyrobkll na italském trhu s deklarovanym miniméalnim obsahem saponinti 40 % a

porovnala jejich biologicky u¢inek jako biocid.

Me¢teni obsahu saponind pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) potvrdilo rozdilny obsah saponinti. Dale byla testovana ucinnost extraktu jako
ptisada ptipravku pro intimni hygienu k zesileni Gi¢inka proti kvasinkam. S ohledem
na rizny obsah saponinll bylo dosazeno riznych vysledkl v porovnéni s ptipravkem
na bazi Triclosanu, coz je silné protibakteridlni a protihoubové ¢inidlo, pfidavané
napiiklad do mydel (0,15 - 0,30 %), deodorantd, past na zuby, holicich krémd, ustnich

vod a ¢isticich prostiedkal.

V soucasné dob¢ vSak existuji rostouci obavy o jeho Sifeni ve vodnim prostredi.
Bezpecnost Triclosanu pro ¢lovéka je také v poslednich letech zpochybiiovdna a
pouzivani tohoto ptipravku bude pravdépodobné v blizké budoucnosti snizeno. Na
ptirodnich produktech. Tato problematika je podstatna naptfiklad pro osoby trpici
cukrovkou, kdy vzhledem k jejich $patné glykemické kontrole kvasinky snadnéji
kolonizuji vaginu a kone¢nik. Zde se proto nabizi moznost vyuziti extraktl
z kotvi¢niku, jejichz pozitivni ucinek na potencialné patogenni kozni floru byl
prokazan. (DI SANSEBASTIANO et al. 2013)

Antimikrobidlni aktivita organickych a vodnych vytazka z plodu, listl a kotenti
kotviéniku zemniho, pouZivaného v irackém lidovém Ié€itelstvi, byla zkoumana u 11

druhti patogennich a nepatogennich mikroorganismu: Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis, Bacillus cereus, Corynebacterium diphtheriae, Escherichia coli, Proteus
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vulgaris, Serratia marcescens, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans. Vsechny vytazky z riznych casti
rostliny  vykazovaly antimikrobialni  aktivitu proti vétSiné  testovanych
mikroorganismu. Vzhledem k tomu, Ze byla tato aktivita prokazana u nejrozsifenéjsich
gramnegativnich bakterii zplsobujici infekce mocovych cest, je mozné kotvi¢nik

vyuzit k jejich 1é¢bé. (AL-BAYATI, AL-MOLA 2008)

2.4.5 Antibiotické vlastnosti

Antibiotika jsou pouzivany po celém svéte v subterapeutickych davkach v
dribezarském prumyslu, aby podporovala riist a zabranila patogenim dribeze.
Antibiotické rustové stimulatory zvysSuji rychlost rustu v dusledku zlep$eni zdravi
stiev, coz vede k lepSimu vyuziti Zivin a poméru konverze potravy. AvSak kontinualni
subterapeutické pouziti antibiotik v krmivu ma za nasledek vyvoj bakterii odolnych
vuci antibiotikiim, zbytkim 1¢ka v téle ptakl, a nerovnovahy normalni mikroflory. V
dusledku toho se probiotikim a prebiotikiim rostlinného ptivodu dostava zvysené
pozornosti jako mozné nahrady antibiotickych stimulatort rastu. Vzhledem
K uvedenym skute¢nostem byla provedena studie s cilem vyhodnotit dopad kotvi¢niku
zemniho na ristové vykonnosti, parametry téla a imunitni odpovédi U brojlerovych
kufat. Jednodenni kufata brojlertt Ross 308 byla nahodné rozdélena do ¢tyt skupin po
12. Jedna skupina byla kontrolni, nasledné¢ druhé bylo podavano 4,5 mg
flavofosfolipol/kg (antibiotikum), tieti a ¢tvrta dostavala 1 g a 5 g kotviéniku na 1 kg
krmné davky. Pokus nemél zadny vyrazny vliv na spotfebu krmiva. Doplnéni 1 g
kotviéniku do krmiva vyrazné zvysilo télesnou hmotnost ve staii 14 dnt. Uginek
experimentalni stravy na imunitni reakce je uveden v nasledujici tabulce a potvrzuje
zlepSeni imunitni reakce kufat. (YAZDI et al. 2014)

Tabulka 1 Ucinky kotvicniku zemniho a antibiotik proti Viru Newcastleské nemoci,
chripkovému viru a protilatek SRBC. (YAZDI et al. 2014)

Dietary New castle (logy  Influenza (log,) SRBC (log,)

freatments

Control 3.57° 3.37° 6.71°
Antibiotic 6.37°" 425% 7.25%
TT (1 g/kg) 6.00% 6.62° 8,28"
TT 5 g/kg) 7.42° 6.00° 7.14%
SEM 0.41 0.17 0.57
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2.4.6 Kardiovaskularni ucinky

V tradi¢ni ¢inské mediciné se plody kotvi¢niku pouzivaji k 1é€bé vysokého
krevniho tlaku a ischemické choroby srde¢ni. Proto byl proSetien antihypertenzivni
mechanismus a aktivita ACE v aort¢, srdci, ledvinach a plicich u krys. ACE
(Angiotenzin konvertujici enzym) se podili na fizeni krevniho tlaku. Po dobu 4 tydna
zvirata dostavala jednu denni davku 10 mg extraktu ziedéného v 0,5 ml destilované
vody na kg své vahy. Ukéazalo se, Ze ACE aktivita byla podavanim kotvi¢niku vyrazné
snizena ve vSech sledovanych tkani u zvifat s vyvolanou hypertenzi. Tato zjisténi
potvrdila, ze kotviénik snizuje krevni tlak, naptiklad prostfednictvim inhibice aktivity
ACE. (SHARIFI et al. 2003)

Vyznamné snizovani krevniho tlaku a rozsifovani cév potvrdila dalsi védecka
prace zkoumajici methanolické i vodné extrakty z kotvicniku u spontanné
hypertenznich krys. Pficemz s rostouci davkou se efekt zvySoval a soucasné se vodné

extrakty projevily jako u¢inngjsi jak uvadi nasledujici graf. (PHILLIPS et al. 2006)

Obr. 3 Ucinky methanolického a vodného extraktu z kotvicniku na krevni tlak u

spontanné hypertenznich krys. (PHILLIPS et al. 2006)
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Vyzkum také prokézal, ze saponiny extrahované z kotvicniku chrani bunécné a
molekularni mechanismy v bufikach hladké svaloviny cév pied aterosklerézou. (LI et
al. 2013)
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2.4.7 Urologické vlastnosti

Zdravotnim problémem velkého poctu lidi jsou ledvinové kameny. Tyto kameny
jsou sloZzeny mimo jiné ze $t'avelanu vapenatého. V tradi¢ni indické mediciné se pro
1é¢bu ledvinovych kamenil pouziva také kotvicnik zemni. Proto byl ovétfen inhibicni
ucinek vodného vyluhu z kotvi¢niku na rast krystali stavelanu vapenatého in vitro.
Tento Gc¢inek byl jednoznacné prokazan a je diky tomu mozné, uvazovat o provedeni

dal$ich pokust in vivo. (JOSHI et al. 2005)

2.4.8 Antikarcinogenni vlastnosti

Slibné vysledky ziskané v bylinné terapii proti rakoviné podnitily dalsi vyzkum
1é¢ivého vyuziti rostlin. Rostlinné saponiny jsou jiz bézné pouzivané v 1¢kaiské praxi
pro jejich potencidlni zdravotni vyhody. Nové ditkkazy ukazaly, ze saponiny obsazené
v kotvicniku maji cytostatickou aktivitu proti rakovinnym buikam. Nicméné
potencidlni protirakovinné Uc¢inky u clovéka jsou stale jesté do znaéné miry

neprostudované.

Oblast ultrafialového zatfeni UVB je jiz dlouho uznavana jako nejvyraznéjsi
rizikovy faktor pro vyvoj rakoviny kuze. Bylo dostate¢né prokazano, ze lidské
keratinocyty podstupuji programovanou bunécnou smrt po vystaveni UVB. V této
souvislosti je cilem soucasného vyzkumu zjisténi G¢inkt saponint z kotvi¢niku v boji
proti koZznim nadorim. Studie ukazaly, Zze saponiny z kotvi¢niku vyrazné zvysily
odolnost keratinocytii proti UVB zafeni a tim sniZily moZnost vzniku nadoru kize.

(SISTO et al. 2012)

Hepatocelularni karcinom je jednim z nejcastéjSich nadorti po celém svété.
Vysoky vyskyt rakoviny jater je zptisoben napiiklad pietrvavajici infekci hepatitidy B,
konzumaci alkoholu nebo kontaktem s karcinogennimi latkami jako nitrosaminy,
aflatoxiny. Studie ukazuje experimentalni diikaz, ze extrakt z kotviéniku ma klinické
1é¢ebné ucinky proti rakoving, kdy silné inhibuje rist rakovinnych bunék lidskych
jater. Naznacuje velky potencial pro vyvinuti nového 1€ku pro pacienty s rakovinou

jater. (KIM et al. 2011)

2.4.9 Redukce cholesterolu

Zakladni aktivni slou¢eninou kotvi¢niku jsou steroidni saponiny, které zahrnuji

rizné typy terrestrosinu, majici hypolipidemicky ucinek.
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Byla provedena studie, ktera méla za cil, prozkoumat ucinky dlouhodobého
uzivani extraktu z Kotvi¢niku pfi podavani stravy bohaté na cholesterol v cévach krali¢i
mozkové kury. Kralici byli rozdéleni do tfi skupin a sledovani po dobu 12 tydnd.
Experimentalni skupina 1 byla krmena pouze stravou bohatou na cholesterol, skupina
2 navic extraktem z Kotvi¢niku v mnozstvi 5 mg / kg / den, tieti skupina byla kontrolni.
V obou skupinach vedlo podavani stravy bohaté na cholesterol k ur¢itym poskozenim
cév. Ve skupiné krmené extraktem Kotvi¢niku, v§ak byla pozorovana zvys$ena ochrana

struktury cév v kralicim mozku. (BERKMAN et al. 2009)

Dalsi studie zkoumala u novozélandskych kralika 7-8 mésict starych, vazicich
3,5-4 kg obsah cholesterolu a triglycerida v Krvi a dale bunééné poskozeni stény biisni
aorty pii krmeni potravou bohatou na cholesterol. Osmnact kralika bylo rozdéleno do
skupin po Sesti, pfiCemz prvni skupiné (EG-I) byla podivana strava bohata na
cholesterol, druhé skupiné¢ (EG-II) navic s pfidavkem extraktu z Kotviéniku a tieti
skupina byla kontrolni (CG). Strava bohata na cholesterol sestavala ze standartni
stravy s piidavkem 1 % cholesterolu a strava obohacena o extrakt z Kotvi¢niku
obsahovala navic 5 mg extraktu na 1 kg védhy a den. Vzorky krve byly odebrany na
pocatku testu, poté po 4 a 12 tydnech pro stanoveni celkového cholesterolu (TC),
cholesterolu typu HDL, cholesterolu typu LDL a triglycerida (TG). Vysledky rozboru
krve s pozitivnim dopadem na hladinu cholesterolu a triglyceridi ukazuje nasledujici
tabulka. Soucasné byl prokézan regeneracni ucinek na stény bfi$ni aorty poSkozené

vlivem cholesterolu, byt v omezeném rozsahu. (TUNCER et al. 2008)

Tabulka 2 Lipidové profily skupin EG-I, EG-1l a CG Vv riznych obdobich experimentu
(mg/dl). (TUNCER et al. 2008)

Day O After 4 weeks  After 12 weeks

EG-I

TC 32.34+13.3 869.11+167.2 849.14-165.1

LDL-C 11.44+-6.4 414.5+237.3 433.7+-268.6

HDL-C 31.34+14.3 287.7+14.3 294.84+-17.2

TG 61.61-38.6 159.4143.4 179.34+72.3
EG-II

TC 31.1+12.1 787.9+285.1 278.34+119.2

LDL-C 10.24+3.6 418.7 +253.0 144.44-82.9

HDL-C 29.449.3 316.14+56.6 113.94-50.6

TG 42.7 +29.1 117+28.9 52.9434.9
CG

TC 30.3+12.3 32.2+14.1 33.14+13.1

LDL-C 12.24+3.9 10.242.1 14.1+10.0

HDL-C 28.5+4+11.4 32.4+15.2 30.5+15.3

TG 56.6+29.4 53.4+17.2 57.54+23.4

TC; total cholesterol, LDL-C; low density lipoprotein-cholester-
ol, HDL-C; high density lipoprotein-cholesterol, TG; triglyceride.
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2.4.10 Antidiabetické vlastnosti

Diabetes mellitus (cukrovka) je jednim z nejcastéjSich endokrinnich onemocnéni
na svéte, které postihuje vice nez 6 % svétové populace. Odhaduje se, Ze aktudlni pocet
cca 143 miliont lidi po celém svété s touto nemoci, se pravdépodobné do roku 2030
zdvojnasobi. Cilem jednoho z vyzkumi bylo zkoumat ochranny G¢inek kotvi¢niku pii
onemocnéni cukrovkou. Je znamo, ze cukrovka zvySuje reaktivni formy kysliku
(ROS) na troven, ktera nasledné pfispiva k patogenezi diabetu. Krysy byly rozdéleny
do skupin a 1é¢eny bud’ fyziologickym roztokem, glibenklamid nebo kotvi¢nikem
v davce 2 g na kg Zivé vahy po dobu 30 dni. Casti byl vyvolan diabetes a druha ¢ast

zustala kontrolni. Na konci experimentu byla provedena analyza séra a jaterni testy.

Testovany kotviénikovy extrakt vyznamné snizil hladiny alaninaminotransferazy
a kreatininu v séru u diabetickych skupin a snizil hladinu malondialdehydu v jatrech u
diabetickych 1 nediabetickych skupin. Na druhé stran¢ hladiny redukovaného
glutathionu se v jatrech vyznamné zvysily. Histopatologické vysetfeni odhalilo
vyrazné oziveni jater. Tyto vysledky naznacuji ochranny efekt kotviéniku u krys

s vyvolanym diabetem. (AMIN et al. 2006)

V dalsim experimentu na potkanech s vyvolanym diabetem byl srovnavan acinek
kotvi¢nikového extraktu s glibenclamidem jako standardem. Kotvicnik vyznamné
snizoval hladinu glukézy a glykovaného hemoglobinu v krvi, sniZoval soucasné
hladinu celkového cholesterolu, triglyceridii a LDL-cholesterolu. (NAVRATILOVA,
PATOCKA 2013)

2.4.11 Uéinky v pFipravcich pro sportovce

Kotvi¢énik zemni je oblibenym doplitkem sportovct, ktefi jej znaji zejména pod
riznym slovnim oznacenim obsahujici slovo Tribulus. Uzivan je zejména extrakt
z Kotvi¢niku. Kotvi¢nik zemni zvySuje aktivitu syntézy bilkovin a svalové hmoty a

umoziuje snadnéjsi regeneraci po fyzickém zatizeni.

Cilem jednoho z vyzkumi bylo zjistit, jaky vliv ma doplnék stravy s obsahem
kotvi¢niku na télesny vyvoj zavodniku, fyzické schopnosti a aerobni kapacitu, stejné
jako na né¢které krevni biochemické indexy. Do vyzkumu bylo piizvano 32
sportujicich muz ve véku 20-22 let. Prvni skupina se skladala z 20 jedinct, ktefi
uzivali jednu tobolku doplnku stravy Tribulus (Optimum Nutrition Company, USA)
rano a dvé tobolky vec€er po dobu 20 dni. Jedna tobolka obsahovala 625 mg prasku,
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takze sportovci spotiebovali 1875 mg za den. To odpovida ptiblizné 25 mg prasku na
jeden kg télesné hmotnosti. Kontrolni skupina se skladdala z 12 jedinct, ktefi

nekonzumovali Zadny potravinovy doplnék.

Studie ukazala, ze uzivani ptipravku Tribulus po dobu 20 dnt (1875 mg za den)
nema piili§ vliv na fyzicky vyvoj jednotlivet, ackoli se zvysila jejich sila. Svalova
kapacita testovanych osob pii vykonu 30 sekundovych praci vzrostla v disledku
konzumace Tribulusu. Pozitivné 1ze hodnotit sniZenou koncentraci laktatu v krvi
sportovcu i pti pracovni aktivité se stoupajici zatézi, acrobni kapacitu v mezich kritické
intenzity a aerobniho prahu, stejné jako funkéni kapacitu ob&hového a dychaciho
systému. Byl zde také patrny zvysSeny obsah krevniho testosteronu pti uzivani doplikt

stravy obsahujici Kotviénik zemni. (MILASIUS et al. 2010)

2.4.12 Ochranné acinky

Mezi jedny z farmakologickych G¢inkd Kotvi¢niku lze zafadit jeho ochranné
ucinky pti poskozeni ledvin. Samci krys byli podrobeni testu, ve kterém po dobu 13
dnd pfijimali extrakt z kotvi¢niku v davce 11 mg/kg. Ve 14. dnu byla vyvolana
indukovana ischemie po dobu 30 minut a nasledné reperfuze po dobu 24 hod. Po
uplynuti 6 hodin od konce reperfuze byly odebrany vzorky moci, krve a tkané ledvin.
Rozbory prokazaly, Ze oralni podavani extraktu z kotvi¢niku po dobu dvou tydni muze
snizit funkéni poruchu ledvin, oxida¢ni stres a reperfuzni poskozeni u krys. Piesné
stanoveni mechanismu G¢inki extraktu Kotviéniku v ledvinach vsak vyzaduje dalsi

vizkum. (NAJAFI et al. 2014)

Ochranna funkce Kotvi¢niku na ledviny byla zkoumana pii indukovaném
poskozeni ledvin vyvolaném pouZitim cisplatiny. Proti rakovinové lécivo cis-
diamminedichloroplatinum neboli cisplatina (CIS) je Siroce pouzivano pro lécbu
mnoha nadort. Z divodu, Ze Géinnosti dosahuje jen ve vysokych davkach, jsou bézné
vedlejsi ucinky, které omezuji klinické pouziti 1éku. I kdyz, nizké davky 1éku také
indukuji patologické ptiznaky u laboratornich zvitat. Nefrotoxicita je nejvyznamnéjsi
vedlejsi ucinek CIS, ktery se vyskytuje u vice nez 30% lécenych pacientli. Vzhledem
ke znamym pozitivnim ucinkiim Kotvi¢niku pfi ochrané ledvin, odstranovani pisku
z moc¢i a kament v mo¢ovém méchyti byl extrakt z kotviéniku pouzit jakozto ochranny
prvek na nefrotoxicitu vyvolanou CIS u mysi. V této souvislosti bylo t¥icet mysi

rozdeleno do péti skupin po 6. Prvni skupina (kontrolni) obdrzela fyziologicky roztok
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(0,9% NacCl), experimentalni skupina 1: CIS 5,5 mg/kg, skupina 2: CIS + 100 mg/kg
extraktu, skupina 3: CIS + 300 mg/kg extraktu, skupina 4: CIS + 500 mg/kg extraktu.
Ledviny byly odstranény po 4 dnech a bylo provedeno histologické hodnoceni.

Data ukazala, Ze neexistuji zadné vyznamné rozdily v télesné hmotnosti mysi pred
a po experimentech u skupin 3 a 4, zatimco télesna hmotnost byla snizena na konci
experimentt U skupiny 1 a 2. Hmotnost ledvin ve srovnani s kontrolni skupinou byla
u skupiny 1 vyrazné snizena. Histologické zmény na tkani ledvin ptasobenim CIS byly
rovnéz potvrzeny. Vysledky naznacuji, ze podavani extraktu z Kotviéniku ma kladny
dopad na ochranu proti nefrotoxicité u mysi, nicméng je potieba provést dalsi vyzkumy

pro objasnéni ucinki této ochrany. (RAOOFI et al. 2015)

2.4.13 Ostatni ucinky

Kotviénik zemni je piekvapivé mozné vyuzit také v oblasti rybi fiSe. Prozkouman
byl ucinek extraktu z kotvicniku na maskulinizaci (pfeména Zenskych znakd na
muzské) na rybicky z rodu cichlidti Kanc¢ik pti¢nopruhy (Cichlasoma nigrofasciatum)
s cilem zavedeni nové ekologicky Setrné metody. Rizné koncentrace (0,0; 0,10; 0,20
a 0,30 g/l) byly testovany na jejich G¢inek na zménu pohlavi ponofenim nové
vylihnutého potomstva jednou tydné po dobu 2 mésict do extraktu s vodou. Davka
0,30 g/l byla nejucinngjsi, pokud jde o maskulinizaci, coz me¢lo za nasledek maximalni
muzsky pomér 87,23 %. Poméry 79 a 85 % pti davce 0,10 a 0,20 g/l extraktu, v daném
potadi, byly také znaéné odlisné od ocekavaného pomeéru 1:1. Negativni ti¢inek na
miru preziti nebyl zaznamenan. Kromé toho vSechny skupiny oSetfenych ryb
vykazovaly Gspésné zrychleni ristu ve srovnani s kontrolni skupinou, ale pouze davka

0,30 g/l vyrazné zlepsila rychlost ristu. (CEK et al. 2007)

Komeréné dostupny bulharsky extrakt kotvicniku byl vybran pro test
s japonskymi kiepelkami. Pokusné skupiny (44 dni staré kiepelky krmené ad libitum)
dostaly do pitné vody testovany vyrobek po dennich davkach: 4 mg/kg télesné
hmotnosti (po dobu 10 tydni); 10 mg/kg télesné hmotnosti (5 tydnt); 10 mg/kg télesné
hmotnosti (10 tydnid). Pridavek extraktu zlepSil hodnoty hmotnosti celych vajec,
zloutky 1 bilku, dale hmotnosti a tloustky skotapky. Soucasné nezhorsil senzorické
hodnoceni vajec kiepelek. (NICKOLOVA, PENKOV 2010)
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U japonskych kiepelek byla také zaznamendna zvySend produkce vajec pii
podavani extraktu z kotvi¢niku do pitné vody v dennich davkach 10 mg/kg télesné

hmotnosti po dobu 10 tydna. (NIKOLOVA et al. 2015)

Pozitivné byl extrakt kotvicniku hodnocen pii 1€€bé syndromu polycystickych
vajecnikt (PCO) u krys. 15 dospélym krysam byl navozen PCO a byly ndhodné
rozdéleny do tii skupin. Podavani extraktu rozpusténého v destilované vod¢ v davkach
5 resp. 10 mg po dobu 62 dnii mélo za nasledek vyrazné sniZzeni poctu cyst na
vajecnicich a soucasné¢ zvyseni poctu zlutych télisek ve srovnani s kontrolni skupinou.
Pozitivné muze tedy puisobit na vyvolani ovulace a obnoveni ¢innosti vaje¢nikt. Tento

efekt je vSak nezbytné ovéfit jesté u jinych druhti. (DEHGHAN et al. 2012)

Ve svété¢ modernich technologii byl vodny vyluh kotviénikového extraktu
odzkouSen k syntéze nanocastic stiibra. Tento typ biosyntézy je perspektivni, i

s ohledem na $etrnost k zivotnimu prostfedi. (ASHOKKUMAR et al. 2014)

Jedna z védeckych studii uvadi také antioxidaéni vlastnosti kotviéniku.

(HAMMODA et al. 2013)

V literatufe je popsano i zlepSeni peristaltiky stfev, vylu€ovani zluc¢i a stimulace

sekrece zalude¢nich §tav. (VALICEK 2002)

2.4.14 Vedlejsi u¢inky a kontraindikace

Celd tada védeckych praci zkoumad a vesmés potvrzuje pozitivni ucinky
kotviéniku. Nicméné lze nalézt i zpravy se zdpornymi vlastnostmi. Piikladem mohou

byt otravy u ovci a koz.

Jedenact ovci, 1-2 roky staré, obou pohlavi bylo ndhodné rozdéleno do dvou
skupin, 6 ovci bylo uréeno jako experimentélni skupina a 5 slouzilo ke kontrole. Ovce
v experimentalni skupiné byly krmeny 80 % kotvi¢niku a 20 % sena z vojtésky a
pSenicné slamy, zatimco kontrolni ovce dostaly smés 40 % vojtéskového sena a 60%
pSeni¢né slamy. Pfi tomto testu byly pozorovany od prvniho dne zarudnuti a tvorba
krusty na tlam¢, nosu, uSich a o¢nich vickéach, deprese, hubnuti, zloutenka, zanét

spojivek a zluté zabarveni moci.

Laboratorni nélezy na tydennich vzorcich uvadi zna¢né rozdily v poctu bilych
krvinek, celkové plazmatické bilkoviny a fibrinogenu, bilirubinu v krvi. Pii pitvé

pokusnych zvifat byly zjistény ruzné stupné Zloutenky, otekla jatra a odbarveni
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zlucového barviva. Histopatologické vysetieni odhalilo rizna mnozstvi krystaloidniho
materialu ve zlucovych cestach a ledvinovych kanélcich, hepatocelularni degeneraci,

biliarni fibrozu, nekroézu ledvinovych kanalku a loZiskové nekrozy srde¢niho svalu.

(ASLANI et al. 2003)

Sedm jedno az dvou ro¢nich koz bylo krmeno susenym kotvi¢nikem po dobu 8
tydnt. Dvé testované kozy vykazovaly na konci pokusu klinické ptiznaky toxicity,
véetné ubytku hmotnosti, deprese, zloutenky, zvySené télesné teploty i zmény
vV krevnim rozboru. Pii pitvé byly nalezeny viditelné patologické zmény na jatrech,

zluCovych cestach, ledvinach a ledvinovych kanalcich. (ASLANI et al. 2004)

2.5 Péstovani

Kotvi¢nik zemni je bylina pivodem ziejmé z oblasti Stiedozemniho moie a

severni Afriky a rostouci v §irokém pasu mirného az tropického klimatu celého svéta.

(SEMERDJIEVA, EVSTATIEVA 2010)

Nejlépe prosperuje v pudach suchych, sypkych a pis¢itych, piipadné i tézsich pii
dobrém zasobeni Zivinami. (VERDU, MAS 2006)

Rostliné vyhovuje slunné stanovists, pidy lehké a propustné. (JABLONSKY,
BAJER 2007)

Jeho jednoduchy kotfen umoznuje rist i v oblastech s nizkou vlhkosti a vyklicit

nebo piezit v podminkach sucha. (SALAMON et al. 2006)

Kotviénik zemni lze péstovat i v klimatickych podminkach Ceské republiky a to
ve volné piidé na zahonech, v kvétinacich nebo ve skleniku. Pfi péstovani je potieba
se vyvarovat piili§ tézkych a vlhkych ptd, kde rostliny podehnivaji. (VALICEK et al.
2012)

25.1 Kliéeni

Kotvi¢nik je rostlina jednoleta, ktera se péstuje ze semen. Semena jsou ulozena
v plodech, jejichz slupka je dievitd a mimoradné tvrda. Plod se sklada z péti
hvézdicovité rozlozenych bradavi¢natych pludkut, ve kterych je ukryto jedno asi 1 mm
velké, kulaté, hnédé semeno. (KLUSAK 2013)

Velikost jednotlivych plidkd neni stejnd. Nejvetsi obvykle klici jako prvni.

Sekundarni a terciarni semena mohou vyklicit, ale vétSinou zistavaji v dormanci po
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dobu i delsi nez 3 roky. Kliceni nastavé az v okamziku, kdy primérna teplota vrchni

vrstvy pady je vice nez 15 °C po dobu dvou tydnt. (AFFELDT 2007)

V Ceské nebo Slovenské republice jsou uvadény podminky pro kli¢eni od réiznych
autorti: teplota kolem 20 °C a doba cca 10 nebo 14 dni. (HEMZAL 2014; KLUSAK
2013; SALAMON 2006) V oblasti Sahelu viak miize byt doba kli¢eni kotvi¢niku po
bouiich velmi rychla a dosahovat pouze 2-3 dny. (VERDU, MAS 2006)

Vzchazeni neni pravidelné. Nektera semena mohou vykli¢it i po vice mésicich
nebo nékdy i na podzim ¢i dokonce v dal$im roce. Rostlina se timto pravdépodobné

chrani pied nepiizni podasi a vymizenim. (HEMZAL 2014; KLUSAK 2013)

Uspé&snost umélého vysevu se pohybuje okolo 60 %, nebot’ semena maji velmi

nevyrovnané kli¢eni. JANOUTOVA 2014)

Semena kli¢i od jara do podzimu a rychle produkuji hluboky kotfenovy systém
béhem nékolika tydnt. Kvéty se mohou objevit béhem 3-4 tydnt po vzejiti a semena

nasledné do 2 tydnu poté. (PACANOSKI et al. 2014)

Rostlina kvete béhem vsech fazi ristu a posledni kvéty se mohou objevit jesté
v zafi. (SALAMON 2006)

Vzhledem k velké produkci a dlouhodobé Zivotaschopnosti semen se tento druh
miize za vhodnych podminek rychle rozifit. (VERDU, MAS 2006)
2.5.2 Seti

Vysit je mozné cely plod, ktery se v zemi rozd€li nebo vysit jiz rozdélené

jednotlivé pladky. Semena ochotné kli¢i a neni potieba je namacet. (KLUSAK 2013)

Obr. 4 Kotvicnik zemni — plod (Foto: Bc. Pavel Bartos)
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Pro urychleni kli¢eni se n¢kdy uvadi namaceni do prevaiené vychladlé¢ vody na
cca 10 hodin, ¢imz se narusi tvrdy obal semen. Pouziti chemickych pfipravka pro

urychleni kli¢eni neni nutné. (HEMZAL 2014)

Seti do vegetacnich nadob za ucelem pocatecniho nebo trvalého péstovani ve
skleniku se provadi od poloviny bfezna do konce dubna. (HEMZAL 2014) Uvadéno
je 1 obdobi do konce kvétna, piipadné i pozd¢€jsi vysevy az do konce ¢ervence. Naproti
tomu lednové nebo unorové vysevy nejsou pro kratkou délku svételného dne vhodné.

(KLUSAK 2013)

Na péstovani kotvi¢niku ve vegeta¢nich nddobach se vyuziva bézny zahradnicky
substrat. Doporucuje se novy nepouzity nebo také proplachnuty vodou vafici a
nasledné studenou. Do studené vody je mozné také ptfimichat ptipravek proti plisnim

pro odstranéni zarodku plisni v substratu. (HEMZAL 2014)

Z divodu, ze kotvi¢niku vyhovuje hlinitopiscita pida, je uzite¢né smichat substrat
s piskem v poméru 3:1. (HEMZAL 2014) Piimichavani pisku do substratu vSak neni
nutné. (KLUSAK 2013)

Do vegetacnich nadob se kotvi¢nik seje pfimo ve vzdalenosti cca 15 cm nebo se
do nich ptesazuje ze sadbovaci. Semena jsou v substratu seta cca 0,5 cm hluboko.

Semeno se do substratu lehce zamackne nebo se tenkou vrstvou substratu prekryje.

(HEMZAL 2014; KLUSAK 2013)

Od druhé poloviny dubna je moZzno vysévat kotvi¢nik ptimo do volné pidy. Spon

vysadby miize byt napiiklad 30 x 30 cm. (VALICEK et al. 2012)

Pokusné byl kotviénik také zaset zplsobem 4 semena do fadku po 25 cm

s naslednym vyjednocenim a ponechanim dvou sazenic na 1 m? (SALAMON et al.
2016)

2.5.3 Choroby a Skidci

Mladé rostliny jsou pomérné nachylné na padani klicicich rostlin. Dochazi
k zeslabovani stonku tésné nad substratem a naslednému zborceni rostliny, az uhniti.
Tento problém lze fesit pouzivanim fungicidu s uc¢inkem proti pidnim a listovym
chorobam. Dalsi moznosti je tzv. pikyrovéani. Pfepichovéani a piesazovani Cerstvé
vzeslych rostlin kazdé dva dny problém s padanim fesi téméf spolehlive. Preventivnim

opatfenim je zaji§téni optimalni vlhkosti ptidy. (KLUSAK 2013)
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Mezi Skidce kotviéniku se tadi svilusky a msSice. Vyskyt téchto Skudct je
pravdépodobnéjsi pti péstovani kotvi¢niku ve skleniku nez pti venkovnim péstovani.

(KLUSAK 2013)

Pfirozenym nepfitelem kotviéniku je brouk nosatec, jmenovité Microlarinus
piriformis a Microlarinus lareynii. Tito brouci piivodem z Indie, Francie a Italie se
vyuzivaji jako biologicka ochrana proti plevelnému $ifeni kotviéniku. Usp&sné pouziti
nosatcli bylo zaznamenano v Nevad¢, Kalifornii, Arizon¢, Texasu, Novém Mexiku a
Havaji. (PACANOSKI et al. 2014) Larvy nosatct se zivi semeny uvnitf plodt a vnitini
Casti stonkti. (AFFELDT 2007)

2.5.4 Sklizen

Nat’ kotviéniku lze postupné sklizet jiz v pribchu vegetace. Sbér semen probiha
pred koncem vegetace, kdy semena vypadavaji. (VALICEK et al. 2012) P¥i vysadbé
do skleniku v pribéhu bfezna byva prvni sklizen zacatkem cCervence. Sklizen
z &ervnové vysadby pak na zadatku zafi. Treti sklizefi je zavisla na pocasi. (KLUSAK
2013) Kotviénik se pfi sklizni ofezava vzdy po Ctyfech az Sesti tydnech. Posledni
sklizet miize probihat v&etné kotenti, které také obsahuji Gi¢inné latky. (JANOUTOVA
2014)

Rostlinné ¢asti se po vycisténi susi po dobu 10 az 15 dnil v tmavé mistnosti pfi

teploté 21-23 °C a relativni vlhkosti 40 az 60 %. (SALAMON et al. 2016)

Sesychaci pomér tj. pomér Cerstvé sklizené naté a suché naté€ lze vypocitat z idaji
vzeslych pii péstovani kotviéniku v Bulharsku. Napftiklad ¢erstva nat/sucha nat: 150
kg/43 kg, 600 kg/170 kg, 1000 kg/286 kg. Z toho vyplyva sesychaci pomér cca 1:3,5.
(SEMERDJIEVA, EVSTATIEVA 2015)

2.6 Zakladni formy zpracovani

Susenou drogu je nutné skladovat a chranit pted svétlem, oxidaci a vlhkosti.
Skladovani ve vlhkém prosttedi mizZe vyvolat vznik plisni. Drogu je vhodné skladovat
vV co nejvetSich kusech pouze nasekanou nebo drcenou, aby nedochazelo ke

znehodnoceni oxidaci.

Z rostliny Ize vyuzit vSechny ¢asti, at’ uz soucasné nebo samostatné list, kvét, nat’,

plod i kofen. Soucasti ususené naté byva list, kvét, stonky a plody. (HEMZAL 2014)
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Nejcastéji se uziva nat’ a z ni pfipraveny cCaj. Pfipravi se z jedné 1Zice suché a
rozemleté natg, zalije se vrouci vodou a nasledné se vati 30 minut. Po procezeni se pije

&tvrt az pal sklenky 3-4 krat denné puilhodiny pied jidlem. (VALICEK et al. 2012)

Dalsi moznosti ptipravy caje je odvar. Droga se zaleje vrouci vodou, poté se 5-10

minut vafi a nasledné¢ se necha 20 minut luhovat. (HEMZAL 2014)

Z kotvi¢niku se vyrabi také tinktura. Cisty ethanol 40-95 % se jako ¢inidlo misi
s drogou obvykle v poméru 1:4. Do tmavé, uzaviratelné nadoby se vlozi a pfiméfené
stla¢i kotvicnik zhruba do dvou tietin objemu. Zalije se ethanolem, tak aby veskera
droga byla ponofena. Uzaviend nadoba se umisti do temného mista s teplotou kolem
25 °C anecha se luhovat 30 dnii. Kazdy den se nadoba protiepe. Po 30 dnech se ethanol
slije, droga se znovu zalije ethanolem a postup se opakuje. Nakonec se ethanol z obou
¢asti slije dohromady. (HEMZAL 2014)

Farmaceuticky primysl zpracovava kotviénik formou extraktu. Léky nebo
potravinové doplnky se vyuzivaji napiiklad k 1é¢eni a profylaxi ateroskler6zy, snizeni
sekrece zalude¢nich $tdv, k aktivaci spermatogeneze, zlepSeni erekce, stimulaci

pohlavnich funkci. (VALICEK et al. 2012)
3. METODY STANOVENI UCINNYCH LATEK

3.1 Extrakce

Extrakce je piikladem separatni metody zaloZzené na kontaktu dvou
makroskopicky zieteln¢ oddélenych nemisitelnych fazi, pti¢emz tyto faze mohou byt
rizného skupenstvi. Extrakce byva obvykle provadéna tak, aby pfi ni doSlo nejen
Kk separaci, ale i ke zkontcentrovani analytu z relativné velikého objemu do malého

objemu kontaktni faze — extrakéniho c¢inidla.

Jednim z druha extrakci miize byt extrakce kapalinou (L-L extrakce). Pti této
extrakci se analyt pfevadi z vodného roztoku vzorku do organického rozpoustédla
(chloroform, benzen atd.). Extrakci lze provadét manualnim protiepavanim obou
kapalin v d¢licich nalevkach nebo v riznych extraktorech. K nasledné analyze se
pouzivd organicka faze. Tato metoda je vhodnd pro stanoveni téZkych kovl a
netékavych organickych latek. Latky iontové povahy davaji ptfednost vodné, polarni
fazi. Latky neiontové povahy pak fazi organické, nepolarni, a proto je nutno ionty kovti

pfed extrakci z vodné do organické faze pievést reakci s vhodnym chelakta¢nim
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¢inidlem do formy chelatu bez naboje. Uplatiiuje se zde Liebigovo pravidlo ,,podobné

se rozpousti v podobném*. (OPEKAR et al. 2007)

3.2 Chromatografie

Chromatografie je jedna z nejvyznamnéjsich separa¢nich metod, ktera umoziuje
d¢leni, identifikaci a stanoveni velkého mnozstvi organickych i anorganickych latek.
Principem chromatografie je déleni vzorku mezi dvéma fazemi tzv. mobilni a
staciondrni. Faze mobilni mtze byt plyn nebo kapalina. Faze stacionarni mize mit
velmi rozdilnou formu — ¢astecky tuhé faze o velikosti jednotek az stovek mikrometri,
kapalina umisténd na povrchu inertniho nosi¢e nebo film kapaliny na vnitini sténé
kapilary. Pro jakoukoliv formu stacionarni faze se uziva oznaceni sorbent. Ptes
sorbent, kterym je naplnéna kolana postupuje uréitou rychlosti mobilni faze. Pti styku
staciondrni a mobilni faze s délenymi latkami vzorku dochazi k vzédjemnym interakcim
rozhodujicich o prubéhu separaniho procesu. Podle typu interakci je dé€lime napft. na
adsorp¢ni, rozdélovaci, iontové vyménné ¢i gelové chromatografie. Celkovy pribéh
seperace je v fadé piipadi podminén dvéma i vice mechanismy, proto se nejbéznéji

V praxi pouziva ¢lenéni na plynovou a kapalinovou chromatografii.

Kapalinové chromatografie zahrnuje vSechny chromatografické metody, kdy
mobilni faze je kapalna. Oproti plynové chromatografii spociva rozdil v minimalni
kompresibilit€¢ mobilni faze, malém vlivu teploty na separaci a velmi vyznamné uloze
mobilni faze. Kapalinova chromatografie mize byt uspofadana v otevieném systému
(tenkovrstva a papirovd chromatografie) a v uzavieném systému (vysokoucinna

kapalinova chromatografie HPLC).

Mobilni faze je pii isokratické eluci vedena ze zasobniku do vysokotlakého
Cerpadla pres odplynovac, pti gradientové eluci se komponenty mobilni faze privadéji
ze zasobniku do sméSovace. Ve sméSovaci se programove misi ve zvoleném poméru
a az nasledné postupuji do Cerpadla. Z Cerpadla je mobilni faze vedena pies tlumic
pulzti do kolony. Bezprosttedné za kolonu je pfipojen detektor. Ten je spojen se
zafizenim pro registraci prubéhu analyzy (PC s vyhodnovacim softwarem). Za
detektor nékdy byva zatazen i tzv. sbéra¢ frakci mobilni faze, ktery umoziuje zachytit

separovanou slozku vzorku pro naslednou detailni identifikaci.

r~r

Kapalinovd chromatografie Casto pfinasi Setrnéj$i stanoveni nejriiznéjSich,

zejména organickych latek oproti plynové chromatografii, ktera s latkami pracuje
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obvykle za zvysené teploty. HPLC je vyhodnéjsi pouzivat spise pro hiife t¢kavé latky,

které se obtizné stanovuji plynovou chromatografii.

Kvalitativni vyhodnoceni chromatogramii je zalozeno na znalosti retencnich dat
chromatografovanych latek. Identifikace obnasi porovnani retencniho ¢asu neznamé
latky a standardu separovaného za stejnych podminek. Jeden z nejlepSich zpisobu
identifikace eluovanych latek je napojeni kapalinového chromatogafu na hmotnostni

spektrometr.

Plocha pod elu¢ni kiivkou je pak kvantitativnim tdajem detektorti. Nejbéznéji se
plocha méfi nasobenim vysky piku a Sitkou piku v poloviné vysky piku. Moderni

pristroje jsou jiz vybaveny softwarem s integratorem plochy pikd.

Metoda HPLC je v soudastnosti Siroce vyuzivana v prumyslu, zdravotnictvi,

farmacii a v dalsich oborech. (KRIZEK, SIMA 2015)
4. VLIV ELICITORU NA OBSAH UCINNYCH LATEK

4.1 Biotické a abiotické faktory pusobici na rostliny

V prubéhu vyvoje jsou rostliny vystaveny riznym vlivim okolniho prostiedsi,
které méni jejich zakladni metabolismus. Chce-li rostlina ispésné dokoncit svij
zivotni cyklus, musi se vyrovnat s ekologickymi omezenimi, zahrnujicimi patogenni
napadeni, extrémni vykyvy teplot, vodni deficit a vysokou intenzitu svétla. Pokud tyto
parametry piekro¢i kritickou mez, uvadi se, Ze rostliny jsou pod tlakem nebo také ve
stresu. Tento posun podminek prostifedi pak vede ke snizené rychlosti ristu a nizsi
produktivité a v extrémnich pfipadech mtze mit dokonce fatalni G¢inky. Faktory
ovlivitujici Zivotni prostfedi rostlin se rozdéluji do dvou hlavnich skupin na biotické a
abiotické. (BARTWAL et al. 2013)

Rostliny jsou fyzicky napadany mnoha biologickymi Ciniteli. Napadeni rostlin
houbami, viry, bakteriemi a hlisticemi, zpisobuje u rostlin stres znamy jako bioticky

stres. (VERMA, SHUKLA 2015)

Biotické faktory zahrnuji krom¢ riznych patogennich mikroorganismii také
plevele, hmyz, bylozravce a dalsi predatory. (BARTWAL et al. 2013; ZHAO et al.
2005)
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V pribéhu vyvoje rostlin dochazi k jejich interakci s okolnim prostiedim a
prichézeji do styku s riznymi abiotickymi slozkami jako je voda, svétlo, teplota, piida

a chemické latky (mineraly/hnojiva). (VERMA, SHUKLA 2015)

Mezi zdroje abiotického stresu patii latky znecist'ujici ovzdusi, extrémni teploty
(v€etn¢ bodu mrazu), sucho, vysoka intenzita svétla, salinita a mechanické poskozeni.

(BARTWAL et al. 2013)

Obr. 5 Faktory oviiviwjici stres rostlin (BARTWAL et al. 2013)

H@iﬁumpmdﬂiondm Air pollution with oxdizing species

mtmmpynﬂ\qphgtosycﬂm (including ozone and sulfuric acid)

wﬁmm.mqltngndroq causes direct oxidative damage to

accumulation of a variety of reactive tissues. Local and systemic signaling

oxygen species. responses also occur,

High temperature stress denatures Mechanical damage—both biotic

proteins and causes lipid peroxidation. (e.9., from insect feeding) and abiotic
/ | (€9, fromwind damage)—triggers

Vinlor e or ronchit ke expression of defense-related genes.

with metabolism. ROS produced

mrwmm

signaling pathways that generate

defense responses.

excess sals of chlorde and sufte. processes (particularly enzyme

Salinity resuls nion cytotaxicty and actity) and akters membrane

osmoti stress, and decreases uptake propertes. Frosting can severely

of ntrents. Resulting metabokc damage issues when ice forms.

imbalances lead o oidative tress. Extracelular e lormation also

causes intracellular water deficit.

Prakticky kazdy bioticky a abioticky stres ma za nasledek nadprodukci reaktivnich
forem kysliku angl. Reactive Oxygen Species (ROS). (SHABALA 2012)

Tyto reaktivni formy kysliku maji tendenci oxidovat rizné bunécné biomolekuly,
jako jsou bilkoviny, nukleové kyseliny, lipidy apod. Rostliny vyvinuly slozity
antioxida¢ni obranny systém, aby se zabranilo hromadéni ROS a zajistily si vlastni
preziti. Antioxidacni obranny systém se skladd z rGznych enzymatickych a

neenzymatickych molekul, produkovanych proti nepfiznivym a¢inktim vlivii okolniho
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prostiedi. Zna¢ny pocet téchto molekul patii do kategorie sloucenin zvanych

sekundarni metabolity (SM). (BARTWAL et al. 2013)

4.2 Sekundarni metabolity rostlin

Rostlinnych sekundarnich metaboliti bylo jiz identifikovano vice nez 100 000.
Zpocatku se predpokladalo, ze mohou byt pouhymi vedlejSimi produkty priméarniho
metabolismu. Pozd¢ji v§ak bylo zjiSténo, Ze slouzi pro celou fadu ekologickych funkci

a obrang rostlin. (KESSLER 2015)

Sekundarni metabolity se tvofi jiz béhem kli¢eni a raného vyvoje rostliny, tedy
rozhodujici etap€ Zivota rostlin. Velk4 ¢ast SM je biosyntetizovdna de novo, zatimco
zbytek je odvozen z ¢asti nebo zcela z matetfské rostliny. (DE-LA-CRUZ CHACON
et al. 2013)

Za hlavni funkce SM je povaZovana odolnost proti antagonistickym organismim,
jako jsou bylozravci. Mohou fungovat jako jedy, latky sniZujici stravitelnost,
odpuzovat nebo byt naopak atraktanty pro pfirozené nepiatele bylozravcu. (KESSLER
2015)

Z ditvodu absence imunitniho systému vykazuji rostliny odolnost proti patogeniim
prostiednictvim sekundarnich metabolith. Nckteré SM (fytoalexiny) maji
antimikrobidlni u¢inky, které funguji jako obranny systém rostlin po napadeni

mikroorganismy. (VERMA, SHUKLA 2015)

Uvadi se, ze SM nejsou piimo zapojeny do rustu, vyvoje nebo reprodukce.
Nepodili se na dychani, syntéze proteinti, asimilaci Zivin nebo fotosyntéze a nemaji

tedy velky vyznam pro primarni Zivot rostlin. (BARTWAL et al. 2013)

Bylo také jasné prokazano, Zze SM hraji hlavni roli v adaptaci rostlin na jejich
okolni prostiedi. Pasobi také jako alelopatické latky a tim omezuji klicivost nebo jsou
toxické pro jiné rostliny. (BOURGAUD et al. 2001)

Sekundéarni metabolity také pfispivaji ke specifickému zapachu, chuti a barvy
rostlin. SM maji vyznamné praktické vyuziti pro lécivé, kosmetické nebo
potravinaiské ucely. Obecné jsou v rostlindch pfitomny v nizkych koncentracich
(méné nez 1 % susiny) a jejich obsah zavisi ve velké mife na fyziologické a vyvojové

fazi rostlin. Mezi zndmé SM vyuzivané pro své 1é¢ivé vlastnosti l1ze uvést morfin,
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kodein a chinin nebo steroidy jako je diosgenin, digoxin a digitoxin.
(RAMAKRISHNA, GOKARE 2011)

Obsah sekundarnich metaboliti v ovoci a zelenin¢ méa dulezitou roli pro podporu
zdravi a tedy pfispiva k jejich ekonomickému vyznamu v potravinach. Optimalizace
slozeni ovoce a zeleniny by byla velmi efektivni metoda pro zlepSeni zdravi pomoci
vyzivy a prevence nemoci. ZlepSeni zdravotniho stavu stravou by ptedstavovalo

snizené naklady na zdravotnictvi.(BAENAS et al. 2014)

Sekundarni metabolity 1ze rozdélit na tfi hlavni skupiny (BARTWAL et al. 2013):

e Terpeny (terpenoidy nebo isoprenoidy)
e Monoterpeny
e Seskviterpeny
e Diterpeny
e Triterpeny
o Tetraterpeny
e Polyterpenoidy
e Fenoly
e Flavonoidy
e Triisloviny
e Ligniny atd.
e Dusik obsahujici sekundarni metabolity
e Alkaloidy
e Kyanogenni glykosidy
e (Glukosinolaty atd.

Terpeny patii mezi vyznamné vonné latky (tvoti slozky aroma prakticky vSech druhti
ovoce, zelenina a koteni), silice (citrusy, mata, kmin), pryskyfice (jehlicnany).

(VELISEK, HAJSLOVA 2009)

Fenolické latky rostlin mohou byt syntetizovany béhem normalniho vyvoje
rostlinnych tkani nebo jsou syntetizovany rostlinami v reakci na fyzické poranéni,

infekci nebo jinou formu stresu. Bylo zdokumentovano nékolik vérohodnych
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funk¢énich roli pro nékteré z téchto sloucenin. Mezi né patii: zbarveni kvéta, které
pfitahuji opylujici zvifata; ochrana proti Skodlivému UV zéfeni; odstraSovani dobytka
pied pastvou pro jejich sviravou a toxickou povahu; zajisténi mechanismu pro
ptilakani hmyzu; odolnost proti patogeniim; ochrana proti rtstu ostatnich rostlin
Vv bezprostiedni blizkosti. (BECKMAN 2000)

Z fenolickych latek obsazenych hojné v rostlinach a vyuzivanych v potravinarstvi
pro specifickou chut’ nebo barvu Ize uvést napiiklad kapsaicin, ktery je odpovédny za
Stiplavé vlastnosti ¢ervené papriky. Alkylfenoly jsou zodpovédné za charakteristickou
chut’ a viini hiebicku, tfisloviny pfidavaji zfetelnou hotkost nebo trpkost nékterych
potravin, anthokyany odpovédné za cervené, modré a fialové zbarveni rostlin.
Glukosinolaty jsou charakteristické svou hotkou chuti a intenzivnim aroma brukvovité

zeleniny. (BAENAS et al. 2014)

Diky svym u¢inkiim proti oxida¢nimu stresu a reaktivnim formam kysliku (ROS),
které mohou byt vyvolany napftiklad stresory (chlad, sucho atd.) nebo navozeny
extern¢ latkami zneciSt'ujici ovzdusi (ozon a SOz), zvySenim UVB (pokles
stratosférické ozonové vrstvy), radioaktivni depozice (Cernobyl) a mohou tedy byt pro
rostliny potencialné toxickymi, lze fenoly a terpenoidy oznadit za pfirodni
antioxidanty. (GRASSMANN et al. 2002)

4.3 Elicitace

Obranné reakce rostlin mohou byt spustény pti pouziti celé fady sloucenin nebo
faktorti zvanych elicitory. Plivodné byl termin elicitor pouZit pro molekuly, které jsou
schopné indukovat produkci fytoalexinl, ale v soucasnosti se bézné pouziva pro
vSechny podnéty, stimulujici jakykoliv typ obrany rostlin. Prvni biotické elicitory byly
popsany na zacatku roku 1970. (ANGELOVA et al. 2006)

Elicitory jsou tedy latky, které vyvolavaji fyziologické zmény (stres) v rostling.
Rostliny reaguji na tyto stresory aktivaci fady mechanismi podobné, jako jsou obranné
odpovédi na patogenni infekci nebo podnéty z oblasti Zivotniho prostiedi zadsahem do

svého metabolismu a zlepSenim syntézy fytochemikalii.

Elicitor jako néstroj ke zvySeni obsahu fytochemickych latek v rostlinach je
mozné pouzit samostatné nebo v kombinaci s dalsimi elicitory a také ve vybranych
rastovych fazich rostliny. Casto jsou elicitory komplexni biologické piipravky, ve
kterych neni znama molekularni struktura Gc¢innych latek. Ptikladem takového
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elicitoru jsou kvasinkové extrakty a mikrobidlni ptipravky z bunéénych stén. Extraktu
z kvasnic obsahuje nékolik slozek, které mohou vyvolat odezvy k obrané rostlin,
véetn¢ chitinu, N-acetylglukosamin oligomert, beta-glukanu, glykopeptidi a

ergosterolu.

Koncentrace elicitoru a interval mezi aplikaci a sklizni vyvolava rizné reakce
charakteristické pro dany rostlinny druh, coz nutné zohlednit a najit odpovidajici

ucinnou davku a cas aplikace.

Elicitace mize byt provedena namacenim semen nebo sazenic do vody s
elicitorem, postiikem na listy pfipadné zapojenim elicitortt v hydroponické systému

péstovani.

Komeréné se elicitory pouzivaji také po sklizni pro zvySeni obsahu
fytochemickych latek a kvality mnoha druhii ovoce a zeleniny. Pied uvedenim na trh
se napiiklad vyuziva ptisobeni nizkych nebo vysokych teplot, ultrafialového zateni
nebo kombinace s plynem. V této souvislosti 1ze uvést i negativni stranku takového
pouziti elicitord, kdy naptiklad u pomeranct vyvola skladovéani v chladu pfi teploté 4
°C po dobu 75 dnli nahromadéni antokyanil v duZiné¢ osminasobné oproti kontrolnim
vzorkiim. Hromadéni fenolickych sloucenin bylo také nalezeno v pribéhu skladovani
jablek v chladu. Kombinace viditelného svétla a UVB zaieni (380 nm) aplikovana 12
hodin denné po dobu 10 dnti vedla k celkovému zvySeni fenolickych slouc¢enin 0 127
% ve srovnani s ozafovanim samotnym viditelnym svétlem v jable¢né kite. (BAENAS

et al. 2014)

Vzhledem k vysokym vyrobnim nakladim a nespolehlivosti ziskat ptirodni
produkty vyuzitelné zejména pro farmaceuticky prumysl, byla vyvinuta k produkci
sekundarnich metabolitli technologie rostlinné bunétné kultury. Prvni patent na
vyrobu produktll z rostlinné bun&tné kultury byl ziskdn v roce 1956. Pii této
technologii probihd rist rostlinnych bunék, tkdni nebo orgdnt v zivném kultivaénim
médiu o znamém sloZeni. Jednou z mozZnosti jak zvysit produkci sekundarnich
metabolitd je elicitace kofenové kultury v kultivaénim médiu pomoci pfirozené se
vyskytujici pidni bakterie Agrobacterium rhizogenes. Kotfeny se po infekci této
bakterie vyznacuji vysokou mirou rustu, genetickou stabilitou a mohou produkovat

zvy$ené mnozstvi sekundarnich metabolitt. (CHANDRA, CHANDRA 2011)
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Fyziologické podminky také hraji dilezitou roli pfi elicitaci. Lep$ich vysledku lze
dosdhnout Vv intenzivni fazi ristu rostliny, kdy je koncentrace biologicky aktivnich

latek vyssi v pfitomnosti regulatori rustu. (BAENAS et al. 2014)

U rostlin jsou elicitory schopné vyvolat obranou reakci proti produkci ROS
(reaktivni formy kysliku) nebo zvysit obsah fytoalexind, sekundarnich metabolit
s antimikrobidlnimi vlastnostmi. Indukované biosyntéza fytoalexint ziskdva zvlastni
dulezitost, nebot’ fada téchto sloucenin se vyuziva jako 1é¢iva nebo jinak biologicky
aktivni latky. Jednim z ptikladti mize byt taxol. Tento diterpenoid byl objeven v kiie
tisu a vyuziva se pro 1é¢bu karcinomu prsa a vajeniku. Poptavka po taxolu je vysoka
a syntetickd vyroba je velmi nakladna. Proto se biosyntéza v tisech stala predmétem
intenzivniho vyzkumu. Elicitace diky tomu nachazi i komercni vyuziti, v podobé

snizeni vyrobnich nakladi. (ANGELOVA et al. 2006)

Aplikovanim elicitort na rostliny lze také zvysit kvalitu Cerstvych surovin,
obohacenych potravin nebo vychozich slozek potravinarskych a krmnych vyrobki.
(BAENAS et al. 2014)

vvvvvv

ke zvyseni produkce sekundarnich metabolitti. (BOURGAUD et al. 2001)

Elicitory se rozdé€luji na biotické a abiotické. Nicméné za elicitory 1ze povazovat

také rostlinné hormony. (BAENAS et al. 2014)
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4.3.1 Biotické elicitory
Mezi biotické elicitory se fadi:

e Lipopolysacharidy

Polysacharidy
e pektin a celuldzy, chitosan, chitin a glukany, alginat, arabska
guma, guarova guma, karobova guma, extrakt z kvasnic
e Oligosacharidy
e glukuronidy, guluronat, manan, manuronat
e Proteiny
e celulaza, cryptogein, glykoproteiny, oligandrin, pektolyaza, rybi
bilkovinné hydrolyzaty, laktoferin
e Komplexni ptipravky
e plisnové spory, bunééna sténa mycelia, mikrobialni bunécné stény
e Patogenni toxiny
e Kkoronatin

e Extrakt z oregana (BAENAS et al. 2014)

Tabulka 3 Prehled sacharidovych elicitori pusobici na metabolity v rostlinnych
bunécnych kulturach (ANGELOVA et al. 2006)

Elicitor

Culture

Metabolites/products

f-Linked glucopyranosyl
a-1,4-Oligogalacturonide
Chitosan
Hepta-f-glucoside
Pectic oligomers
f-1,6-1,3-Glucans
f-Glucan

f-D-Glucans

Chitin

Chitosan

Chitosan
Chito-oligosaccharides
Oligogalacturonides
Chitosan

Chitin, alginate, pectin, guar gum
rhamsan, xanthan

Laminarin

Mannan

N-Acetylchitohexaose

Chitosan
N-Acetylchito-oligosaccharide

Chitin and chitosan oligosaccharides|

Glycine max

Glycine max

N. tabacum, E. californica
Glycine max

Citrus limon

Glycine max

Glycine max

N. tabacum

Papaver somniferum
Polygonum tinctorium
Lupinus albus
Juniperus chinesis

N. tabacum

Lupinus albus

Taxus canadensis

Morinda citrifolia

N. tabacum
Hypericum perforatum
Taxus canadenis
Rheum palmatun
Avena sativa

Phytoalexins
Phytoalexins
Phytoalexins
Phytoalexins
Phytoalexins
Isoflavonoids
H>0,

Disease resistance
Sanguinarine
Indirubin
Isoflavonoids
Podophyllotoxin
H,0,

Genistein

Taxol

Anthraquinones
H,0,
Hypercins
Taxol
Anthracene
Anthranilate
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4.3.2 Abiotické chemické elicitory

Za abiotické chemické elicitory se povazuje:

Kyselina octova
Ethylen
Ethanol
Silikon
Benzothiadiazol
Bioregulator prohexadione
Anorganické soli
e Chlorid rtutnaty, siran méd’naty, chlorid vapenaty, siran vanadylu
Kovové ionty
o Co%™ Fe¥, AI¥ Ag', Ag?, Mn%, zn®*, Cu®, Pb%, Cd?**
(BAENAS et al. 2014)
e ionty lanthanu, europia, vapniku
Polyaminy
Oxid dusnaty (RAMAKRISHNA, GOKARE 2011)
Piipravky na bézi titanu (KUZEL et al. 2003)

4.3.3 Abiotické fyzikalni elicitory

Abiotickymi fyzikalnimi elicitory jsou:

Sucho

Extrémni teplotni Sok

Vysoky tlak

UV zareni

Salinita

Mechanické poSkozeni

CO2

Ozon (BAENAS et al. 2014)
pH (BOURGAUD et al. 2001)
Vysoké nebo nizka teplota
Zaplaveni (RAMAKRISHNA, GOKARE 2011)
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Tabulka 4 Sekunddrni metabolity a rostliny oviiviiované suchem (RAMAKRISHNA,

GOKARE 2011)
Secondary metabolite Plant species
Glycosides Scrophularia ningpoensis
Morphine alkaloids Papaver somniferum
Trigonelline Glycine max
Glucosinolates Brassica napus
Chinolizidin alkaloids Lupinus angustifolius
Epicatechins Camellia sinensis
Betulinic acid Hypericum brasiliense
Rutine Hypericum brasiliense
Flavonoids Prisms sativum
Anthocyanins Pisum sativum
Chlorogenic acid Helianthus annuum
Rosmarinic acid Salvia miltiorrhiza

4.3.4 Fytohormony

Rostlinné hormony jsou ptirodni produkty s nizkou molekulovou hmotnosti, které
pusobi v mikromoléarni (nebo dokonce nizsi) koncentraci a reguluji v podstaté vSechny
fyziologické a vyvojové procesy béhem Zzivotniho cyklu rostliny. Tyto strukturalné

riznorodé¢ slouceniny zahrnuji:

e kyselinu abscisovou,
e auxiny,

e Drassinosteroidy,

e cytokininy,
e gibereliny,
e ethylen,

e kyselinu jasmonovou piipadné methyl-jasmonat, (PIOTROWSKA,
BAJGUZ 2011)

e kyselinu salicylovou (Kuzel et al. 2009),

e methylsalicylat (Kuzel et al. 2009; BAENAS et al. 2014),

e Kyselinu acetylsalicylovou (Kuzel et al. 2009)

Auxiny kontroluji déleni bungk, kliceni, fototropismus a dalsi d&je. Gibereliny

stimuluji déleni bunék, urcuji stalost tvaru rostliny, reguluji geotropismus. Cytokininy
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reguluji diferenciaci bun€k. Ethylen stimuluje dozravani plodd. Kyselina abscisova
reguluje starnuti, opadavani listd, otevirani praduchli apod. Kyselina jasmonova se
uplatiiuje v inhibici rGstu rostlin, jejich starnuti a opadavani listi. (VELISEK,
HAJSLOVA 2009)

Brassinosteroidy jsou naptiklad dulezitymi regulatory ristu rostlin, ovliviiuji

déleni bungk, reprodukéni vyvoj, kli¢eni semen, starnuti a zrani. (PIOTROWSKA,

BAJGUZ 2011)

4.3.5 Priklady vyuZiti elicitoru

Tabulka 5 Elicitory zvysujici produkci fenolickych sloucenin (BAENAS et al. 2014)

Plant Food

Elicitor Treatment

Application

Target Compounds
Class and Increase

“Fuji” apples

Ethephon
(2-chloroethyl

Sprayed for 4 weeks
before commercial

Anthocyanins (8-fold),
and flavonols (2-fold)

phosphonic acid) harvest during fruit maturation
(100 mg/L)

Grape berry fruits Ethanol Sprayed for 8—9 weeks Anthocyanins
(5 /100 mL) after anthesis (3-fold)

Butter Lettuce JA 1 pM Sprayed after 21 days of Total phenolics (280%)

germination

Flavonoids (133%)
Phenolic acids (360%)

Lettuce cv.

“Lollo Rosso™

UWV-full range
(UV-A and UV-B)

Radiation during
cultivation

Flavonoids (130%) and
phenolic acids (200%)

Purple-flesh
potatoes

Wounding
(vegetable slicer)

After harvest

Total phenolics (60%)

Strawberry fruits

Cco,
(ambient + 600 pmol)

28 months

Anthocyanin and
flavonols (30%—50%)

Sweet basil

MelJA 0.5 mM

Sprayed when the plants
had five or six leaves

Rosmarinic acid (50%)

and caffeic acid (38%)

Greek oregano

Chitosan
oligosaccharides

(50 and 200 mg/L)

Sprayed for 2 weeks
prior to the anticipated

flowering time

Phenolic acids and
flavonoids (30%)

Pea sprouts

Folin acid (50 pM)
and vitamin C
(500 pM) solutions

Soaking seeds
for 1248 h

Total phenolic
compounds (20%)

Olive trees

organs

Nutrient solution
“Brotomax™

(0.3 g/100 mL) (urea
nitrogen, copper,
manganese and zinc)

Sprayed for 120 days
after anthesis

Tyrosol, catechin, and
oleuropein (20%)

Radish sprouts

NaCl (100 mM)

In 0.5% agar media for
3, 5 and 7 days after

sowing seeds

Total phenolics

(30% and 50% in 5 and
7-days-old sprouts,
respectively)

Radish, chinese
kale and pak choi
3-day-old sprouts

Glucose (5 g/100 mL)

Hydroponic system
for 3 days after
sowing seeds

Total phenolics
(20%)

Broccoli

7-day-old sprouts

Sucrose, fructose and
glucose (146 mM)

In 0.5% agar media
for 5 days after

sowing seeds

Total anthocyanins
(10%)

Broccoli
T-day-old sprouts

Sucrose and mannitol
(176 mM)

Hydroponic system
for 5 days after
sowing seeds

Total anthocyanins
(40%) and
phenolics (50%)
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Tabulka 6 Prehled elicitorii zvysujicich produkci glukosinolati (BAENAS et al. 2014)

Target Compounds

Plant Food Elicitor Treatment Application

Class and Fold Increase
Brassica JA spray (5 nmol) Topically 3-indolylmethyl GLS
7-day-old sprouts (6-fold) in B. napus;
cotyledons and 4-hydroxy-3-indolylmethyl
leaves GLS (9-fold) in B. rapa;

both indole GLS

(2-fold) in B. juncea
Turnip root MelJa (130 pM) Added in the Indole GLS (4-fold)

exudates

hydroponic system
for 10 days

Broccoli sprouts

Sucrose (146 mM)

In 0.5% agar
media for 5 days
after sowing seeds

Total GLS (2-fold)

Broccoli
7-day-old sprouts

Methionine (5 mM)
Tryptophan (10 mM)
SA (100 uM)

. MeJA (25 uM)

B -

Daily exogenous
spraying during
3,5 and 7 days

Aliphatic GLS (30%)
Indole GLS (80%)
Indole GLS (30%)
Indole GLS (50%)

B =

Radish, chinese

Glucose (5 g/100 mL)

Hydroponic

Gluconapin (150% and

kale and pak choi system for 3 days  60% in Chinese kale and

3-day-old sprouts after sowing seeds  pak choi, respectively)
Glucobrassicanapin
(110-fold in pak choi)

Sauerkraut 0.5% NaCl and 0.3 mg  Added to fresh Indole GLS hydrolysis

(B. oleracea L. of sodium selenite/kg cabbage before products (indole-3-

var. capitata) fermentation carbinol and indole-3-

acetonitrile in 70% and
10%, respectively)

Radish sprouts

NaCl (100 mM)

In 0.5% agar
media for 3, 5 and

Total GLS (50% and
120% in 5 and 7-days-old

7 days after sprouts, respectively)
sowing seeds
Brassica MelA (25 uM) Sprayed for 5 days Total GLS
8-day-old JA (150 uM) before harvest Brocceoli: >50%
sprotuts Sucrose (146 mM) Turnip: >20%
Rutabaga: >100%
Raphanus MelA (25 uM) Sprayed for 5 days Total GLS: > 20%
8-day-old SA (100 uM) before harvest
sprotuts Glucose (277 mM)
Broccoli Sucrose and mannitol Hydroponic Total GLS: > 50%
7-day-old (176 mM) system for 5 days
sprouts after sowing seeds

Broccoli florets

Ethanol evaporated
(500 uL/L)

6 h after harvested

Total GLS: > 50%

Broccoli florets

MelA spray (250 pM)

Aerial portions
twice per week
from flowering to
head formation

Indolyl GLS: > 30%
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Tabulka 7 Prehled elicitoru piisobicich na sekundarni metabolity (Sharma et al. 2011)

Flant Product (s)
Arabidopsis thaliana Indaole glucosinolates, Camalesxin
Cupressus lusitanica Beta-thujaplicin

Elicitor (s)
Erwinia carofovora.

Fungal elicitor

Medicago truncatula Beta-amyrin Yeast elicitor

Salvia miltiorrhiza Diterpencid tanshinones Yeast elicitor

Silvbum marianum Silymarin YVeast extract

Coleus forskolin Methyl jasmonate (MeJA) Forskolin

Panax ginseng Saponins Low-energy ultrasound
Taxus chinensis Triflucroethyl salicvlate (TFESA) Taxuyumanine C (Te)

Datura stramontum
Azadirachfa indica
Nicotiana fabacum

Alkaloids (tropane)
Azadirachtin

FPhytopthora megasperma
Jasmomnic acid, salicylic acid
Capsidiol, debneyol, scopoletin, nicotine Cryptogein

Nicotiana plumbaginifolia  Nicotine Cellulase, MeaJA
Diterpencid tanshinones Yeast elicitor

Glyeeollins, apigenin, genistein, luteolin Glucan, MeJA
Methoxymellein, 4-hydroxybenzoic acid  Fungal elicitor

Aspergillus niger

Salwnia miltiorrhiza
Glveine mrax
Dacus carota

Oetmum basilicum Rosmarinic acid

Rhodiola sachalinensi Salidrosides Aspergillus niger,
Caoriolus versicolor,
Ganederma lucidum

Panax ginseng Saponin Oligogal acturonic acid
Liow energy ultra soumnd

Lycopersicon esculentum  Seopoletin Fungal elicitor, MeJA

Ampi majus Scopoletin Enterobacter sakazaki

Glveyrrhiza glabra Sovas aponin, S-deoxyflavonoid MeJA

Vifis vinifera Stilbene, resveratrol, anthocyanins MeJA, ethylene

Salvia miltiorrhiza Tanshinone Hypercsmotic stress,
yeast elicitor

Taxus chinensis Taxol Fungal elicitation

Brugmansia suaveolens Tropane alkaloids Spodoptera frugiperda
Methyl jasmonate

Cat harant hus roseus &' -phosphodiesterase Alteromonas acleodi,

Rubta tinctorum

Pinellia ternata

Vanilla planifolia

Abrus precalorius

Calendula officinalis

Pueraria candollel var.
candollei and P. candollet
var. mirifica

Carthamus tinciorius

(Pdase)

Anthraguinone derivatives
Alkaloids

Vanillin

CGlyeyrrhizin

Oleanolic acid

Isoflavonoid

alginate oligomers

Fungal polysaccharides, 84, JA

Pseudoemonas sp. and
Enterobacter sp.
Acetone dried red
(beetperoddase)
Aspergillus niger and
Rhizopus stolonifer
Trichoderma viride,
pectin, chitosen
Liaminarin, Chitosan,
oligosaccharide, MeJA

x-tocopherol and pigment Trametes versicolor, Mucer sp..
Penictllivm notatum, Rhizopus
stolonifer and Fusarium
axysporum and abiotic (MaCl,

MegS0,, FeSO,, ZnS0,, and Fell:)
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Tabulka 8 Prehled elicitorii pusobicich na sekunddrni metabolity, pokracovani tab. 8

(SHARMA et al. 2011)

Plant Product (=) Elicitor (s)

Taxus chinensis Taxol Nitrie oxide

Ginkgo iloba Bilobalide and ginkgolides Biotic

Ganoderma lucidum Ganoderic acid and Ganoderma Fungal
polysarcharides

Vacetnium corymbosum Nen-volatile phenolic compounds UV-B radiation

Dirosera burmantt
Arabidapsis

Coleus blumet
Eschscholtzia californica
Avena saliva

Catharant hiis roseus

Eschscholtzia californica

Glveine max
Cupressus lustianica
Daueus carota
Glveyrrhiza glabra
Lithospermum
erythrort hizon
Hvescyvamus muticus

Orvza saiiba

Hypericum perforatum

pPlumbagin

Indole glucosinolates, camalexin

Rosmarinic acid

Benzophenanthridines, sanguinarine
Avenanthramides
Ajmalicine, catharanthine, vindoline

Benzophenanthridines, sanguinarine
Glyceolling, apigenin,

daidzein, genistein, luteolin
[E-thujaplicin

Fungal elicitor from

Pyvthium aphanidermatum
Soyasaponin 5-deoxyllavoneid
Shikonin, rosmarinic acid

Solavetivone, rishitin,
lubimin, scopolamine
Momilactones, sakuranetin,

phytocassans
Hypericin, pseudohypericin, hyperforin

Methyl jasmonate, yeast
Extract and chitosan

Thaliana Fungal elicitor, MeJA,
S5A; JA-independent

Yeast elicitor

MeJA, Fungal elicitor Pucetnia
cornoata phytotoxin Vietorin
Yeast elicitor, MeJA

MeJA, Fungal elicitor
h-glucan, MeJA,
12-oxo0-PDA; Glutathione
Oligosaccharide, MeJA

f-methogmellein;
4-hydroxybenzoic acid
MeJA

Polysaccharides, fungal
elicitor, MeJA

SA

N-acetylachitoheptaose, MedA,
sphingalipid cerebrosides
Mannan, Colletotrichum
glososporicides infection
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Tabulka 9 Prehled riznych abiotickych elicitorii a jejich vliv na produkci riznych

sekundarnich metabolitit v rostlinach (Ramakrishna, Gokare 2011)

Plant species
Ocimum basilicum
Beta vulgaris
Dioscorea bulbifera
Beta vulgaris
Beta vulgaris
Taxus chinensis
Beta vulgaris and Tagetes patula
Vitis vinifera suspension cultures
Beta vulgaris
Beta vulgaris
Brugsmansia candida
Lepidium sativum
Cichorium intybus
Capsicum
Capsicum
Vanilla planifolia
Amaranthus caudatus

Vitis vinifera

Abiotic factor

Methyl Jasmonate

Calcium, magnesium, manganese, zinc, copper, iron and cobalt

Cuso,
Metal ions
Polyamines and Mej
Lanthanum
Micro algal extracts
Jasmonic acid and light irradiation
Spermidine, Putrescine and Cu*
polyamines
Salicylic acid
Zn*
Polyamines
Nitrate and phosphate
Cinnamic acid, coumaric acid, caffeic acid and ferulic acid
Blue light
Cu?

Sucrose Osmotic stress

Secondary metabolite
Rosmarinic acid, Caffeic acid
Betalain
Diosgenin
Betalaines
Betalaine
Taxol
Betalaine
Anthocyanin
Betalaine
Betalaine
Scopolamine Hyposcyamine
Lepidine
Coumarins
Capsaicinoids
Capsaicin production
Vanillin
Betacyanins

Anthocyanin

4.3.6 Elicitace pomoci kyseliny acetylsalicylové

Kyselina acetylsalicylova (ASA) je bily krystalicky prasek bézné znamy pod
nazvem Aspirin nebo Acylpyrin. Chemicky systematicky nazev je kyselina 2-
acetyloxybenzoova. (MYERS 2007)

UZ v dobéch okolo roku 400 pfed nasim letopoctem se védélo, Ze horecku lze
snizit zvykanim vrbové kiiry. Pocatkem 19. stoleti bylo zjisténo, ze Gcinnou latkou je
aromaticka sloucenina salicin. Salicin se hydrolyzou miiZe pievést na salicylalkohol a
ten nasledné oxidaci na salicylovou kyselinu (SA). SA je pro snizeni horecky jeste
ucinnéj$i nez salicin a zaroven tlumi bolest a plisobi protizanétlivé. Kazdodenni
uzivani vSak plsobi pfili§ agresivné na Zaludec¢ni stény. Pfeménou fenolické skupiny
—OH na ester s kyselinou octovou byla pfipravena kyselina acetylsalicylova, ktera je
rovnez u¢inna jako kyselina salicylova a na neptisobi tak agresivné na zaludec¢ni stény.

(MCMURRY 2007)

Z dalSich rostlin obsahujici SA nebo jeji derivaty 1ze kromé vrby jmenovat také

libavku nebo rostliny z ¢eledi myrtovité. (MCMURRY 2007) Dale byla SA izolovana
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napiiklad z tuzebniku jilmového nebo biizy tuhé. (Bourgaud et al. 2001) Vyskytuje se
také v plodech maliniku obecného a jahodniku obecného. M4 bakteriocidni u€inky a
pouzivd se jako antiseptikum. Salicylové derivaty maji ucinky antipyretické,

antirevmatické a analgetické. NOVACEK 2009)

Nekteré kyseliny véetné SA jsou i slozkami koufe pouzivaného pro uzeni
potravin. V ovoci se vyskytuje jen v malém mnozstvi (0,3-3 mg/kg). Utastni se
termogeneze, metabolismu mineralnich latek, indukuje kveteni rostlin, ovliviluje
resistenci vii¢i patogentim, biosyntézu ethylenu a jiné déje. Pritomna je také ve formée

glykosidu a esterti. (VELISEK, HAJSLOVA 2009)

Primyslové se kyselina acetylsalicylova vyrabi acetylaci 0-hydroxybenzoové

(salicylové) kyseliny acet-anhydridem. (PACAK 2007)

v

Aspirin je fazen mezi nejrozsitenéjsi léky na svété. V USA je spotieba kyseliny
acetylsalicylové vice nez 10 000 tun ro¢n¢ a celosvétova ro¢ni spotieba je odhadovana

na 45 000 tun. (MCMURRY 2007)

SA je dobfe znama jako induktor rostlin pii systematické rezistenci a v interakci
rostlina-patogen. SA se rychle hromadi v misté infekce v pribéhu utoku patogenu a u
rostlin vyvolavéa hypersenzitivni reakce, nasledné se §ifi i do dalSich ¢asti rostliny.
Soucasné SA indukuje genovou expresi souvisejici s biosyntézou a vyrobou nékterych

tiid sekundarnich metabolitti v rostlinach. (ZHAO et al. 2005)

ASA podstupuje v rostlinach spontanni hydrolyze na SA a ob¢ tyto slouceniny
maji podobny tcinek. (KHAN et al. 2015)

U barvinkovce razového (Catharanthus roseus) kultivovaného in vitro vedlo
ptidani riznych koncentraci (0,5-20 mM) ASA k pozoruhodnym ucinkim na produkci
sekundérnich metaboliti. Doslo k naristu o 505 % u celkovych alkaloidt, 1587 % u
celkovych fenolickych latek, 612 % u celkovych furanokumarinii a 1476 % u
celkovych anthokyant. (GODOY-HERNADEZ, LOYOLA-VARGAS 1997)

Utinky elicitace pomoci ASA na produkci glucotropacolinu a aktivity myrosinasy
byly studovany v kofenové kultuie lichofetisnice veétsi (Tropaeolum majus). ASA
indukovala trojnasobné zvySeni produkce glucotropaeolinu oproti kontrolnimu
vzorku, lepsi aktivitu myrosinasy, ale mensi prodlouzeni kotfenii (asi o 50 %).

(WIELANEK, URBANEK 2006)
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Obr. 6 Obsah glucotropaeolinu a aktivita myrosinasy v korenové kulture 6. den po
osetreni elicitory u lichorerisnice vétsi. (SA-kyselina salycilova, ASA-kyselina
acetylsalycilova,  MeJA-methyl  jasmonat, BABA-D,L-B-aminobutyrova
kyselina, YE-kvasnicovy extrakt (WIELANEK, URBANEK 2006)
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Isoflavonoidy casto chybéji nebo jsou ptfitomné pouze ve velmi nizkych
koncentracich u zdravych potravin napt. u lusténin. OSetieni kofenové kultury fazolu
obecného (Phaseolus vulgaris) po dobu 4 hodin 1,45 mM kyselinou acetylsalicylovou
a dal$imi elicitory mé&lo za cil ovéfit jejich vliv na obsah isoflavonoidli, kumestanti a
pterokarpani. ASA vykazovala pozoruhodné indukujici i€inek na obsah sledovanych
latek, zeyjména u pterokarpant byl jeji vliv v porovnani s dalSimi elicitory nejlepsi.
(DURANGO et al. 2014)

Zmijovice hadova (Rauvolfia serpentina) je dulezita z divodu piitomnosti
indolovych alkaloidd, které jsou lokalizovany v kofenech. Nejvyznamnéj$im z téchto
alkaloidl je reserpin, uzitecny pii lécbé nervovych poruch, hypertenze a jinych
kardiovaskularnich onemocnénich. Cilem jedné studie bylo vyhodnotit ucinky tfi
pfirodnich elicitord (SA, methylsalicylat (MS), ASA) v rGznych koncentracich na
obsah fenolickych kyselin u zmijovice hadové. VSechny elicitory byly pouzity
Kk postiiku na list ve tfech riznych koncentracich (10, 100 a 1000 uM), postiik vodou
byl kontrolni. Postiik byl aplikovan s intervalem dvacet dnd, 50., 70. a 90. den po
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vysadbé. Rostliny byly sklizeny 100. den po vysadbé. Analyzou byl prokazéan pozitivni
efekt elicitace SA a jejich derivatli na sekundarni metabolity. Obsah fenolickych
kyselin a flavonoidu rutinu byl u v§ech vzorkl zvysen. Na mnozstvi sledovanych latek

ma kromé elicitoru vliv i jeho koncentrace a také urcita ¢ast rostliny. (NAIR et al.
2013)

Obr. 7 Vliv elicitoru na obsah fenolovych kyselin a rutinu u zmijovice hadové (4) ve

vyhonech a (B) v korenech. (NAIR et al. 2013)
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Obecné plati, ze isoflavonoidy mohou pulsobit jako fytoalexiny nebo
fytoanticipiny k ochrané rostlin pfed nepfiznivymi vlivy. Nicméné mnozstvi
isoflavonoidi v kofenech rostlin rostoucich volné v ptirodé nebo zdmérné€ péstovanych
casto kolisd z diivodu jejich citlivosti na podminky prostfedi. Proto byly zkoumany
elicitory methyl-jasmonat (MJ), SA a ASA pro jejich mozny vliv na zvySeni produkce
isoflavonoidi v kotfenové kultufe kozince blanitého (Astragalus membranaceus).
Kozinec je diilezitym zdrojem isoflavonoidil jako jsou naptiklad calycosin-7-O-3-D-
glukosid, ononin, astraisoflavan-7-O-B-D-glukosid, calycosin a formononetin.
Elicitace byla provedena roztoky elicitorti o koncentraci 150 uM a s dobou expozice

36 hod. Vsechny elicitory zvysily vytézky isoflavonoidi v rozmezi 303,28-1933,91
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ug/g susiny oproti neoSetfenému kontrolnimu vzorku s obsahem isoflavonoidl

231,64+ 6,51 pg/g susiny. (GAI et al. 2015)

Dalsi pokus u kozince blanitého mél za cil provétit vliv elicitora MJ, SA a ASA
na zvySeni obsahu astragalosidi. Elicitory vykazovaly zietelné u¢inky na vynos
astragalosidu, ktery byl pravdépodobné spojeny s aktivaci rtiznych signdlnich drah
syntetizujici rizné urovn¢ sekundarnich metabolitii béhem jejich zprostiedkované
obranné reakce. Jak je patrné z nasledujiciho obrazku vynos astragalosidi se
pohyboval v rozmezi 3,0-4,9 mg/g susiny ve srovnani s 2,6 mg/g suSiny v kontrolnim
vzorku a 2,7 mg/g suSiny v kontrolnim vzorku oSetfeném ethanolem. (JIAO et al.
2016)

Obr. 8 Ucinky MJ, SA a ASA na celkovém vytézku astragalosidii u kozince blanitého.

(NC-kontrolni vzorek, EC-kontrolni vzorek osetreny ethanolem, elicitory MJ,
SA, ASA) (JIAO et al. 2016)
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Z pokusii provadénych v Ceské republice Ize uvést prace zaméfené na zhodnocenti
vlivu elicitoru ASA na obsah vybranych Uc¢innych latek v semeni ostropestice
marianského (Silybum marianum). ASA byla pouzita ve tfech riznych koncentracich,
ato 10° mol.I"! oznadena jako nizk4, 10 mol.I" jako stiedni a 10 mol.I*! jako vysoka

koncentrace. Na pozemcich Jihodeské univerzity v Ceskych Budg&ovicich byl
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prokazan vliv elicitoru ASA na obsah U¢innych latek v semeni ostropestice
maridnského. Pfi aplikaci ASA ve vysoké koncentraci vzrostl procenticky obsah
silymarinu o 16,48 %, u nizké koncentrace ASA 0 9,12 % a u stfedni koncentrace o
4,21 %. Na pozemcich u Svéarova u Velkych Opatovic v§ak nebyl ani v jednom ptipadé
ucinek ASA na zvySeni obsahu silymarinové slozky prokézan, dokonce doslo ke
snizeni obsahu uc¢innych latek pii aplikaci ASA ve stfedni a vysoké koncentraci.

(GRAMANOVA 2009)

Jin4 prace zamétfena na studium vlivu elicitorti na obsah nékterych ucinnych latek
Vv ostropestici marianském uvadi, ze aplikace elicitoru ASA o vysoké koncentraci je
nevhodna. Podstatné se pouzitim tohoto elicitoru redukuje obsah ucCinnych latek
v semenech a takto vysokd koncentrace elicitoru ASA je ziejmé pro rostlinu jiz

toxicka. (DVORAKOVA 2009)

Dalsi pokus s elicitaci ASA u ostropestice marianského rovnéz ukézal, ze rozdil
ve zjisténych koncentracich sledovanych latek mezi vzorky skupiny rostlin s aplikaci
elicitoru ASA a kontrolni skupiny s aplikaci vody nebyl statisticky prikazny u zadné
ucinné latky. Rovnéz byl sledovan statisticky neprikazny trend snizovani obsahu
vSech ucinnych latek sylimarinového komplexu s rostouci koncentraci elicitoru.
Pouzivani tohoto elicitoru o danych koncentracich se tedy jevi jako neti¢inné, 1 kdyz
byt zptisoben mnoha vnéjSimi abiotickymi ¢i biotickymi vlivy, které na porost rostlin
v maloparcelkovém pokusu ptisobi, a tim ovliviiuji 1 vysledny obsah G¢innych latek.

(PETR 2014)

Trapatka nachova (Echinacea purpurea) byla zvolena jako modelova rostlina
s cilem ji péstovat pii dosaZzeni maximalni produkce vybranych U¢innych latek. Za
timto Gcelem byla provadéna foliarni aplikace elicitoru ASA ve Etrnactidennich
intervalech ve tfech riznych koncentracich — nizké, stfedni a vysoké. Ethanolové
extrakty ziskanych vzorkli byly analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie a sledovéan byl obsah latek flavonoidniho charakteru kyseliny kavové,
kaftarové, cichorové a chlorogenové. Analyzou byl prokazan odlisny vliv elicitorti na
obsah sledovanych latek v jednotlivych ¢astech rostliny. U nati je efekt elicitord méné
prukazny a je vyraznéji ovlivnén ro¢nikem. V kotenech, které jsou hlavni ¢4sti rostliny
pro farmaceutické a jiné vyuziti se pouziti elicitoru ASA projevilo vyrazngji. Nizkd a

predevsim stiedni koncentrace ASA je pro obsah t¢innych latek v kofenech rostliny
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zasadni, pfi vysoké koncentraci ASA se jiz obsah u¢innych latek oproti tomu snizuje.
Pravdépodobné se projevuje negativni vliv stresu, znatelny zejména u obsahu kyseliny
kavové. Pouziti stfedni koncentrace elicitoru ASA se projevilo zvySenim vSech
sledovanych latek, nejvetsi nartst byl zaznamenan u obsahu kyseliny chlorogenové.
Trend zmén obsahu sledovanych latek byl prakticky totozny v pribéhu tiech
sledovanych let a bylo potvrzeno, Ze ucinkem elicitace se méni vzadjemny pomeér
ucinnych latek. PredevSim se zvySuje obsah kyseliny kaftarové, cichorové a

chlorogenové oproti metabolickému meziproduktu kyseliny kavové. (SRAMEK 2007)

Obr. 9 Procenticky obsah kyseliny kdavové v kienech trapatky nachové v jednotlivych
letech v zavislosti na koncentraci elicitoru. (SRAMEK 2007)
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Ptirodni rostlinné stresory a jejich derivaty (kyselina acetylsalicylova, kyselina
salicylova a methyl salicylat), jakozZ i nové zavedeny biokompatibilni elicitor na bazi
askorbatu titanu byli také pouzity ve formé listové aplikace u 1é¢ivé rostliny trapatky
nachové péstované v piide€ pro zvyseni obsahu biologicky aktivnich fenolickych latek.
Bylo dosaZzeno vyznamného nariistu fenolickych latek (az 10 krat ve srovnani s
kontrolou), a stimulace vytézku biomasy. Tato metodika pfedstavuje vyhodnou
alternativu k péstovani rostlin v bunééné suspenzi nebo hydroponickych kulturach a

nabizi Siroké uplatnéni v zemédelské praxi. (Kuzel et al. 2009)
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V souvislosti s tfapatkou nachovou Ize zminit i ¢esky patent na piipravek pro
indukci zvyseni tvorby bioaktivnich sloucenin v rostlindch. Ekologicky nezavadné a
netoxické piipravky obsahujici rostlinné stresové hormony, jejich derivaty a
slouceniny titanu vyvolavaji po aplikaci formou foliarniho postiiku v celych intaktnich
rostlinach zvysSeni obsahu farmakologicky vyznamnych produktli sekundarniho
metabolismu. Vysoka ucinnost téchto pfipravkii na zvySeni obsahu nékterych
fenolickych latek v extraktu byla prokazana pravé u tiapatky nachové. (CIGLER et al.
2006)

Predpoklada se, ze pii interakci ionti titanu a rostlin titan konkuren¢né nahrazuje
nékteré podstatné prvky z jejich ptirozenych vazebnych mist a zptsobuje zdanlivé
nedostatky podstatnych prvkl (zejména Fe a Mg). To ma za nasledek komplikované
obrané reakce, které mohou zvysit zdravotni stav rostliny a pievazit nad toxickymi
ucinky titanu. Zda bude Gcinek titanu pozitivni nebo negativni zavisi na davce a na sile

obranné reakce rostliny. (KUZEL et al. 2007)

5. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této diplomové prace bylo prostiednictvim maloparcelkového péstovani
ovefit vliv elicitori na obsah vybranych u¢innych latek v kotviéniku zemnim (Tribulus
terrestris L.). Elicitorem v této praci byla kyselina acetylsalicylova (dale jen ASA) o
ttech riznych koncentracich (10° mol.I?, 10* mol.It, 10° mol.I) aplikovana

postifikem. Kontrolni porost kotviéniku byl postfikovan pouze vodou.

Z vypéstovanych rostlin byla provedena UHPLC-MS/MS analyza steroidnich
saponintl. Pro analyzu byla pouZzita metodika vyvinutd v Laboratofi forenzni analyzy
biologicky aktivnich latek, VSCHT Praha vedena ing. Martinem Kuchafem Ph. D.

Analyzy provedla PharmDr. Petra MikSatkova rovnéz ve stejné laboratofi.

5.1 Maloparcelkové péstovani

Za c¢elem provedeni experimentu byl v roce 2014 na zahradé¢ v obci Hradce
zalozen maloparcelkovy pozemek. Obec Hradce se nachazi zhruba 13 km jihozdpadné
od Ceskych Budgjovic. Malé vesnice s rozptylenou zastavbou se rozprostira na tpati

CHKO Blansky les v nadmotské vysce okolo 494 m n. m.

Podle geomorfologického &lenéni CR se lokalita naléza v podcelku Kaplicka

brazda, celku Novohradské podhuii, oblasti Sumavska hornatina, subprovincii
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Sumavska soustava a provincii Ceska vysoéina. Povrch tizemi je zde mirné svazity.
Z regionaln¢ geologického hlediska je podlozi lokality budovéno krystalickymi
horninami Sumavské vétve moldanubika. Zde se nachazi zula (granit), v okoli i
granulit a peridotit. Kvartérni pokryv je tvofen svahovymi pis¢itymi hlinami a pisky
hlinitymi. Na zaklad¢ makroskopické klasifikace byly popsany zeminy v jednotlivych
horizontech. Horizont 0-20 ¢cm: tmavé hnéda humozni hlina pis¢ita, horizont 20-60
cm: hnéda hlina siln€ piscita s pfimési drobnych tlomkt zuly ptipadné hnédy pisek
hrubozrnny silné hlinity.

Pro ucely péstovani byly vytvoreny dva zahony 0 velikosti 2,5 x 2,5 metru. Kazdy
zahon byl rozdélen na 4 parcelky o velikosti 1 x 1 metr s ochrannou uli¢kou mezi
parcelkami se Sifkou 0,5 metru. Schéma rozloZeni pokusnych ploch na jednom zahonu

znazoriuje nize uvedeny obrazek.

Obr. 10Schéma maloparcelkového péstovani

1 2

plocha €. 1: porost postiikovany vodou
plocha &. 2: porost posttikovany ASA o koncentraci 10 mol.It
plocha &. 3: porost postfikovany ASA o koncentraci 10* mol.I

plocha &. 4: porost posttikovany ASA o koncentraci 10 mol.It
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Hnojeni pozemku bylo provedeno vyzralym kompostem na jate roku 2014
zapravenym rytim. Davka kompostu byla pfiblizné 0,5 kg na 1m?, ekvivalentni davce

5t.hal.

Vysev semen kotvi¢niku byl proveden dne 5. 6. 2014 do upravené pudy
s jemnym povrchem. Na kazdou plochu zahonu bylo vyseto 25 semen ve sponu 30 x
15 cm a hloubkou seti 0,5-1 cm. Z celkového poctu 200 vysetych semen vzeslo 112
rostlin v intervalu mezi 7-12 dnem. Vzeslé rostliny byly rovhomérné rozsazeny v poctu

14 kusii na kazdou parcelu.

Pro ucely postiiku bylo potieba pripravit tfi rizné koncentrace kyseliny
acetylsalicylové. Zasobni roztok s koncentraci 0,1 mol.1! byl ptipraven z 1,80 g ASA
rozpusténé v 50 ml 96% ethanolu s doplnénim vodou do objemu 100 ml. Roztok ASA
o koncentraci 10 mol.I" vznikl doplnénim 10 ml zasobniho roztoku o koncentraci 0,1
mol.I"t do 1 I vody. Roztok ASA o koncentraci 10“ mol.I* byl vytvofen doplnénim
100 ml roztoku o koncentraci 10 mol.I"t do 1 | vody. Roztok ASA o koncentraci 107
mol.I" byl ziskan z 10 ml roztoku o koncentraci 10 mol.I"t dopInénim do 1 1 vody.

Kontrolni posttik byl provadén pouze vodou.

Postiik rostlin pomoci zadového pistového postiikovace s regulovatelnou
postiikovaci tryskou byl naplanovan vzdy po 20 dnech. Nicméné bylo vzdy potieba
ptfihlédnout k aktualnimu stavu pocasi nebo jeho predpovédi a termin postiiku
ptizpusobit. Postiik byl provadén za suchého pocasi bez desté a bez vyhlidky desté
v nasledujicich hodinach. Rostliny byly postiikovany v dopolednich nebo
podvecernich hodinach. Prvni postiik tak byl proveden 5. 7. 2014, druhy 26.7 2014 a
posledni treti 24. 8. 2014.

Sklizen byla provedena jednorazove dne 8. 9. 2014. Z divodu pomérné destivych
dni na konci mésice srpna a zacatku zati 2014 byla ¢ast porostu zasazena plisni. Faktor
pocasi spolecné s hustotou porostu tak znehodnotil ¢ast sklizné a rostliny se zndmkou

plisné proto byly zlikvidovany. Sklizena byla nat’ a vyzralé plody.
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5.2 Priprava vzorki

Z ususenych plodu a naté byly ptipraveny vzorky, které byly rozemlety na jemno
pomoci elektrického mlynku (IKA A 11; IKA Werke GMBH&Co0.KG, Némecko).
Jeden gram rostlinného materialu se extrahoval 10 ml 70 % ethanolu, ktery obsahoval
deuterovany testosteron o koncentraci 1pg/ml jako vnitini standard. Vzorky se 60
minut tfepaly pii laboratorni teploté. Nésledné¢ byly umistény na 15 minut
do ultrazvukové lazné a dalSich 60 minut se opét tiepaly pii laboratorni teploté. Poté
byly extrakty zcentrifugovany (10 minut, 3000rpm, Centrifuga Hettich Universal
320R, Hettich, Némecko), nasledné stokrat nafedény 20 % methanolem a pouzity pro
UHPLC-MS/MS analyzu. Vzorky byly pfipraveny ve tfech opakovanich.

5.3 Analyza vzorki

Z pripravenych vzorkd bylo provedeno UHPLC-MS/MS stanoveni obsahu
steroidnich saponini. S ohledem na dostupnost standardii byl stanoven obsah

diosgeninu, protodioscinu, ruscogeninu.

Pro UHPLC-MS/MS analyzy byla pouzita sestava UHPLC Infinity 1290 (Agilent
Technology, USA) spojena s hmotnostnim detektorem Q-TOF 6550 (Agilent
Technologies, USA). Chromatograficka separace probihala na analytické koloné
Zorbax SB-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
(mobilni faze B). PouZita byla gradientova eluce s nasledujicim pribc¢hem: 0 min —
80:20 (A:B); 11 min — 0:100; 15 min — 0:100; 15,2 min — 20:80; 17,5 min — 20:80.
Pritok mobilni faze byl 0,3 ml/min, teplota kolony 40°C a nastiik vzorku 2 pl.

Pro hmotnostni detekci byla pouzita ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu.
Parametry iontového zdroje byly nasledujici: teplota suSiciho plynu (dusik) — 130°C;
pritok susiciho plynu — 13 1/min; teplota zmlZovaciho plynu (dusik) — 350°C; pritok
zmlzovaciho plynu — 11 I/min; tlak v nebulizéru — 35 psi; napéti na kapilaie — 4000V.
V tzv. all ion MS moédu byly sledovany m/z v rozsahu 50 — 1500 a sbirana byla MS
(kolizni energie 0 V) a MS/MS spektra (10, 20 a 40 V). Pro akvizici dat a vyhodnoceni
vysledki byl pouzit software Agilent MassHunter verze B.05.01 (Agilent
Technologies, USA).

Kalibra¢ni kiivky pro kvantitativni analyzu vybranych steroidnich saponint
(diosgenin, protodioscin, ruscogenin) byly sestaveny z deviti bodu (koncentrace 200,
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100, 50, 10, 5, 1, 0,5, 0,1, 0,05 pg/ml). Pro potlac¢eni vlivii matrice béhem analyz byl
pro kalibraci pouzit extrakt voln¢ rostouciho konopi, ktery sledované saponiny

neobsahuje. Extrakt byl pfipraven stejnym zptisobem jako extrakty vzorka kotviéniku.

6. VYSLEDKY

Pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem (UHPLC-MS/MS) byl u ploda a naté kotvicniku zemniho stanoven
obsah diosgeninu, protodioscinu, ruscogeninu.

Obsah jednotlivych analyzovanych latek je uveden v ptiloze v tabulkach ¢. 10 —
15. Dosazené vysledky jsou vyjadieny v mnozstvi dané latky v ug na 1 gram vzorku
a také procenticky. Grafy ¢. 1-3 vyjadiuji vliv jednotlivych koncentraci elicitoru na
obsah sledovanych latek v plodu kotviéniku. Grafy ¢. 4-6 zachycuji vliv jednotlivych

koncentraci elicitoru na obsah sledovanych latek v nati kotviéniku.

Pro kazdou koncentraci elicitoru nebo kontrolni postiik vodou byly k dispozici
dvé pokusné plochy. Ze vzorki z kazdé plochy byly provedeny 2 méfeni. V grafickém

znézornéni je potom vyobrazen aritmeticky primér ze 4 namefenych hodnot.

6.1 Vliv elicitoru na obsah latek v plodu ketvi¢niku

Graf ¢. 1 znazornuje vliv riznych koncentraci kyseliny acetylsalicylové na obsah
protodioscinu v plodech kotviéniku v pg na 1 gram suSenych plodi. Po aplikaci
elicitoru o koncentraci 10 mol/I a 10”° mol/I doslo ke sniZeni obsahu protodioscinu 0
20,2 % a 13,8 %. Naopak elicitor o koncentraci 10 mol/l obsah protodioscinu

zvysoval 0 20,5 %.
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Graf 1 Vliv elicitoru ASA na obsah protodioscinu v plodech kotvicniku (ug/g)
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Graf €. 2 uvadi vliv riznych koncentraci kyseliny acetylsalicylové na obsah
ruscogeninu v plodech kotviéniku v pg na 1 gram susenych plodu. Pfi aplikaci elicitoru
o koncentraci 10 mol/l doslo k sniZeni obsahu ruscogeninu, konkrétné o 29,7 %.
Elicitor o koncentraci 10* mol/l zvysoval obsah ruscogeninu o 24,9 % a elicitor o

koncentraci 10 mol/l 0 48,9 %.

Graf 2 Vliv elicitoru ASA na obsah ruscogeninu v plodech kotvicniku (ug/g)
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V grafu ¢. 3 jsou vyobrazeny vysledky vlivu rtiznych koncentraci elicitoru
kyseliny acetylsalicylové na obsah diosgeninu v plodech kotvi¢niku v ug na 1 gram
suSenych plodu. Elicitor o vSech koncentracich zplsobil zvySeni obsahu diosgeninu.
Koncentrace 10 mol/l 0 14,4 %, koncentrace 10 mol/l o0 64,4 % a koncentrace 107
mol/l 0 31,0 %.

Graf 3 Vliv elicitoru ASA na obsah diosgeninu v plodech kotvicniku (ug/g)
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6.2 VIiv elicitoru na obsah latek v nati kotvié¢niku

Graf ¢. 4 vyobrazuje vliv riiznych koncentraci kyseliny acetylsalicylové na obsah
protodioscinu v nati kotvi¢niku v pg na 1 gram suSené naté. Po aplikaci elicitoru o
koncentraci 107 mol/l doslo pouze k bezvyznamnému zvyseni obsahu protodioscinu
00,5 %, ale s aplikaci koncentrace 10 mol/l z vrostl obsah protodioscinu 0 27,1 % a

koncentrace elicitoru 10° mol/l zptisobila zvyseni dokonce o 52,8 %.
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Graf 4 Vv elicitoru ASA na obsah protodioscinu v nati kotvicniku (ug/g)
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V graf ¢. 5 jsou zndzornény vysledky vlivu riznych koncentraci kyseliny
acetylsalicylové na obsah ruscogeninu v nati kotviéniku v pg na 1 gram susené nat¢.
Po aplikaci elicitoru o koncentraci 10 mol/l doslo k vyraznéjsimu zvyseni obsahu

ruscogeninu o0 39,7 %, ale s aplikaci koncentrace 10 mol/l z vrostl obsah ruscogeninu

jiz jen 0 6,1 % a koncentrace elicitoru 10 mol/l zpiisobila dokonce sniZeni 0 1,4 %.

Graf 5 Vliv elicitoru ASA na obsah ruscogeninu v nati kotvicniku (ug/g)
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Graf ¢. 6 jsou uvedeny vysledky vlivu rdznych koncentraci kyseliny
acetylsalicylové na obsah diosgeninu v nati kotvi¢niku v pg na 1 gram susené naté. Po
aplikaci vSech koncentraci elicitoru doSlo ke zvySeni obsahu diosgeninu v nati
kotviéniku a tato zvySeni jsou ve dvou ptipadech nejvyssi z celého experimentu.
Aplikace elicitoru o koncentraci 10 mol/l zvysila vyrazné obsah diosgeninu 0 80,7 %
a aplikace elicitoru o koncentraci 10 mol/l o tictyhodnych 147,5 %. Koncentrace
elicitoru 10° mol/l pak piinesla také zvyseni obsahu diosgeninu v nati kotviéniku 0
28,5 %.

Graf 6 Vliv elicitoru ASA na obsah diosgeninu v nati kotvicniku (ug/g)
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7. DISKUZE

Obecné plati, ze rust rostliny ovlivituje celd fada biotickych a abiotickych faktort.
Druh latek obsazenych v rostlinach je v nich sice geneticky zakodovan, ale jejich
produkce do znacné miry zavisi na interakci mezi rostlinou a zivotnim prostredim.

Nejinak tomu je i u kotvi¢niku zemniho, o kterém pojednava tato diplomova prace.

Z odborné literatury lze vycist, Ze obsah latek v kotviéniku zemnim ovliviiuji
klimatické podminky respektive lokalita jeho vyskytu. Pokud napfiklad srovname
obsah latek podle statu, ve kterém kotvicnik rostl, nalezneme rtizné hodnoty pro
Bulharsko, Turecko, Recko, Makedonii, Srbsko, Gruzii, Vietnam nebo Indii.
(DINCHEV et al. 2008) Stejna situace je pii srovnani stati Finsko, Bulharsko,
Spanélsko a Turecko. (DINCHEV et al. 2010) Rozdily v obsahu latek 1ze viak najit i
vV ramci jednoho statu, coZ se potvrdilo na Slovensku v lokalitaich Nesvady, Nové
Zamky, Nitra, Streda nad Bogrodom (SALAMON et al. 2006) nebo také v Bulharsku
v mikroregionech Pazardzhik-Plovdiv, Haskovo, Karlovo, Stara Zagora. (IVANOVA
etal. 2011)

Kromé obsahu latek se dle pivodu statu meéni i1 struktura druht latek, kdy
kotvi¢nik rostouci ve Vietnamu nebo Indii obsahoval mnohonasobné vice tribulosinu

Vv porovnani s kotvi¢nikem rostoucim v Evropé. (DINCHEV et al. 2008)

V rlznych fazich ristu rostliny se mnozstvi latek rovnéz méni. Potvrdilo se to u
kotviéniku rostouciho v Bulharsku a franu pii sklizni rostlin pfed kvetenim, b&hem
kvetenim a po kveteni. Napiiklad obsah protodioscinu byl nejvyssi ve fazi pred
kvetenim nebo béhem kveteni. (DINCHEV et al. 2008) Pokusy provadéné na
Slovensku ukézaly, Ze obsah protodioscinu ve stoncich se zvétSuje s jeho délkou a

nejvyssi obsah byl pozorovan u stonkd délky 1,2-1,4 m. (SALOMON et al. 2016)

Jednotlivé casti rostliny se od sebe také lisi mnozstvim obsaZenych latek.
Slovensky vyzkum uvadi, Ze obsah furostanolovych saponint je vyssi ve stoncich a
listech nez v kofenech a semenech, pfiemz nejniz§i obsah byl v semenech.
(SALOMON et al. 2006) Obsah protodioscinu se u jednotlivych ¢asti kotviéniku
zvysuje v poradi kofen, plod a stonky. (SALOMON et al. 2016) Analyzy provadéné
v Bulharsku ukazuji, Ze obsah saponint v listech je vyrazné vyssi oproti plodim.
(DINCHEV et al. 2008) Tento trend je mozné vycist i z vysledka této prace, kdy

mnozstvi latek obsazenych v nati je vyrazné¢ vys$i nez u plodi. Nicméné tuto
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skute¢nost pravdépodobné nelze pausalizovat, nebot’ MATHUR,
SUNDARAMOORTHY (2013) uvadéji vyssi obsah steroidnich saponinti u ploda

oproti listim, stonku a kofentim.

Ke zvyseni obsahu latek v rostlinach se efektivné vyuziva metoda zvana elicitace,
pfi které se pouzivaji latky se signalnim ti¢inkem, tzv. elicitory, plisobici jako stresové
faktory a spoustéjici obrannou odpovéd’ rostlin. Pii stresovém stavu rostlina produkuje
zvysené mnozstvi sekundarnich metabolitii. Elicitorti existuje celéd tada, jak je v této

diplomové praci také uvedeno a jednim z nich je kyselina acetylsalicylova (ASA).

Tento prirodni rostlinny stresor byl pouzit ve form¢ listové aplikace u 1éCivé
rostliny tfapatky nachové péstované v piidé pro zvySeni obsahu biologicky aktivnich
fenolickych latek. Bylo dosazeno vyznamného nartistu fenolickych latek (az 10 krat

ve srovndni s kontrolou), a stimulace vytézku biomasy. (Kuzel et al. 2009)

Vlivu elicitoru ASA na obsah vybranych ucéinnych latek byl provéfen u
ostropestfce marianského (Silypbum marianum). Pti aplikaci ASA ve vysoké
koncentraci vzrostl procenticky obsah silymarinu o 16,48 %, u nizké koncentrace ASA

09,12 % a u stiedni koncentrace o 4,21 %. (GRAMANOVA 2009)

U barvinkovce razového (Catharanthus roseus) kultivovaného in vitro vedlo
pridani riznych koncentraci ASA k naristu o 505 % u celkovych alkaloidd, 1587 % u
celkovych fenolickych latek, 612 % u celkovych furanokumarinii a 1476 % u
celkovych anthokyand. (GODOY-HERNADEZ, LOYOLA-VARGAS 1997)

Uginky elicitace pomoci ASA na produkci glucotropaeolinu a aktivity myrosinasy
byly studovany v kofenové kultute lichofefisnice vétsi (Tropaeolum majus). ASA
indukovala trojnasobné zvySeni produkce glucotropaeolinu oproti kontrolnimu

vzorku, lepsi aktivitu myrosinasy, ale mensi prodlouZzeni kotenii (asi o 50 %).

(WIELANEK, URBANEK 2006)

Osetteni kofenové kultury fazolu obecného (Phaseolus vulgaris) kyselinou

acetylsalicylovou m¢lo pozitivni vliv na obsah pterokarpani. (DURANGO et al. 2014)

Zmijovice hadova (Rauvolfia serpentina) je dulezitd z divodu pfitomnosti
indolovych alkaloidt, které jsou lokalizovany v kofenech. Analyzou byl prokazan
pozitivni efekt elicitace SA a jejich derivati na sekundarni metabolity. Obsah

fenolickych kyselin a flavonoidu rutinu byl zvySen. Na mnoZstvi sledovanych latek
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mela kromé elicitoru vliv i jeho koncentrace a také urcita cast rostliny. (NAIR et al.

2013)

V této diplomové praci byla kyselina acetylsalicylova pouzita ve tiech rtiznych
koncentracich (10 mol.I, 10* mol.I*%, 10° mol.I") jako elicitor s cilem ovéfit jeji
vliv na obsah vybranych saponinti u kotviéniku zemniho. Pomoci UHPLC-MS/MS
analyzy byl stanoven obsah protodioscinu, ruscogeninu a diosgeninu v plodech a nati.
Z vysledk je patrné, Ze elicitor ASA ma vliv na vSechny tii sledované latky v plodech
i v nati. Jednotlivé koncentrace ptisobi specificky na obsah urcité latky a riizné pusobi
i na konkrétni ¢ast rostliny. Na obsah protodioscinu v plodech nejlépe pulsobila
koncentrace 10* mol.I, kterd piinesla zvySeni jeho obsahu o 20,5 % oproti
kontrolnimu postiiku vodou. U nati byl pozorovan nejvys$§i nartst obsahu
protodioscinu s pouzitim koncentrace 10° mol.I"t 0 52,8 % ve srovnani s kontrolou. U
ruscogeninu se obsah v plodech i v nati vlivem ASA zvysil vyraznéji oproti ostatnim
koncentracim pfi aplikaci koncentrace 10 mol.I"}, konkrétné o 48,9 % u plodu a o
39,7 % u nati vuci kontrole. Obsah diosgeninu z vrostl nejvice v plodech i v nati
postiikem ASA o koncentraci 10 mol.I"t. Vliv ASA o této koncentraci na obsah
diosgeninu se projevil ze vSech méfeni nejvyznamnéji a znamenal pii porovnani
s posttikem vodou zvySeni o 64,4 % u plodu a 147,5 % u nati. Na vysledcich lze vSak
také pozorovat i sniZzeni obsahu vybranych latek a to u protodioscinu za pouZziti ASA
o koncentraci 10 mol.I"t a 10° mol.I"Y. U ruscogeninu pak koncentrace ASA 107
mol.I"t znamenala pokles hodnot oproti kontrolnimu vzorku o0 29,7 % u plodu a o 1,4

% u nati.
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8. ZAVER

Kotviénik zemni (Tribulus terrestris L.) se diky zdokumentovanym pozitivnim
ucinkiim na lidské zdravi mezi kterymi lze uvést ucinky na reprodukci, uc€inky
afrodiziakalni, antibakteridlni, antikarcinogenni, antioxida¢ni,  diuretické,
antidiabetické, kardiovaskularni a mnohé dalsi, jevi jako perspektivni 1€¢iva bylina.
Utinnymi latkami jsou zejména steroidni saponiny, glykosidy, flavonoidy, fytosteroly
a alkaloidy.

Cilem této diplomové prace bylo provéiit vliv elicitori na obsah vybranych
ucinnych latek v této rostliné. Za timto ucelem byl v roce 2014 na zahradé v obci
Hradce zalozen maloparcelkovy pozemek pro péstovani kotvi¢niku. Elicitorem v této
praci byla kyselina acetylsalicylova o tfech riznych koncentracich (10 mol.I"%, 10
mol.I?, 10° mol.I") aplikovana postfikem. Kontrolni porost kotviéniku byl
postiikovan pouze vodou.

Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostniho spektrometru
(UHPLC-MS/MS) a na zaklad¢ metodiky vyvinuté v Laboratofi forenzni analyzy
biologicky aktivnich latek, VSCHT Praha byla provedena analyza steroidnich
saponintl, jmenovité diosgeninu, protodioscinu, ruscogeninu. Stanoven byl obsah
téchto latek v plodech a nati.

Aplikace elicitoru kyseliny acetylsalicylové postitkem behem péstovani
kotvi¢niku prokazala vliv elicitace na obsah sledovanych G¢innych latek u nati i plodu.
U kazdé ze stanovenych latek se rGzné projevila dand koncentrace elicitoru a
specifické bylo 1 jeji plisobeni na urcitou ¢ast rostliny. Ve vSech ptipadech lze nalézt
minimalné jednu koncentraci kyseliny acetylsalicylové, kterd zptsobila vyznamné
zvySeni obsahu diosgeninu, protodioscinu a ruscogeninu. Ve 4 z 12 ptipadi doslo vSak
také ke snizeni obsahu vybranych latek, proto je vzdy nutné pii ptipadném pouzivani
kyseliny acetylsalicylové jako elicitoru u kotviéniku zohlednit jeji koncentraci.
S ptihlédnutim k tomuto doporuceni lze tento elicitor pro kotvi¢nik zemni oznacit za
velmi pfinosny a pomoci ného dosdhnout podstatného zvySeni obsahu nékterych

steroidnich saponini.
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10.PRILOHY

10.1 Tabulky
Tabulka 10 Vliv elicitoru ASA na obsah protodioscinu v plodech kotvicniku (ug/g)
aritmeticky procentualni
obsah prumér srodatni mnozstvi
vzorek ¢. druh postiku | protodioscinu obsahu Sr;lgzr)] ?ka obsahu
(Lg/g) protodioscinu 4 protodioscinu
(1e/g) (%)
1A voda 8,97
1B voda 9,02
. 16,71 1

1C voda 25,57 6, 90 00,0
1D voda 23,27
2A ASA 10° mol/l 13,89
2B -3 12,33

ASA 10~ mol 13,33 0,8 79,8
2C ASA 10 moll 14,09
2D ASA 107 moll 13,01
3A ASA 10" moll 18,76
3B -4 19,23

ASA10_moll 20,13 1,8 120,5
3C ASA 10™ moll 22,79
3D ASA 10" mol/l 19,73
4A ASA 10 mol/l 11,87
4B -5 11,26

ASA 10 moll 14,40 3,3 86,2
4C ASA 107 moll 17,16
4D ASA 10”° mol/l 17,32

81



Tabulka 11 Vliv elicitoru ASA na obsah ruscogeninu v plodech kotvicniku (ug/g)

aritmeticky procentualni
obsah prumeér srodatns mnozstvi
vzorek ¢. druh postfiku | ruscogeninu obsahu Srglgg)] ?kaa obsahu
g ruscogeninu ruscogeninu
(n/e) i y i
(ug/g) (%)

1A voda 81,07
1B voda 85,70

’ 98,05 17,1 100,0
1C voda 110,70
1D voda 114,74
2A ASA 102 moll | 156,97
2B B 143,83

ASA 10" moll 145,99 7.4 148,9
2C ASA 103 moll | 142,34
2D ASA 102 moll | 140,82
3A ASA 10“ moll | 110,05
3B -4 121,56

ASA 10 moll 122,48 9,1 124,9
3C ASA 10* moll | 130,29
3D ASA 10* moll | 128,00
4A ASA 10 mol/l 64,86
4B S 63,35

ASA 10 moll 68,91 5,6 70,3

4C ASA 10 mol/l 73,62
4D ASA 10 mol/l 73,82
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Tabulka 12

Vliv elicitoru ASA na obsah diosgeninu v plodech kotvicniku (ug/g)

aritmeticky procentualni
obsah pramér srodatni mnozstvi
vzorek €. druh postiku diosgeninu obsahu smeroda obsahu
. . odchylka . .
(ug/e) diosgeninu diosgeninu
(ug/g) (%)

1A voda 23,91
1B voda 23,77

’ 25,58 2,0 100,0
1C voda 26,99
1D voda 27,68
2A ASA 10 mol/l 33,74
2B -3 32,39

ASA 10" mol 29.26 45 114.4
2C ASA 10 mol/l 24,90
2D ASA 10 mol/l 26,00
3A ASA 10™ mol/l 50,30
3B -4 49,96

ASA10_moll 42,06 9.3 1644
3C ASA 10 mol/l 33,93
3D ASA 10™ mol/l 34,07
4A ASA 10 mol/l 32,19
4B -5 32,34

ASA 10 mol 3351 15 1310
4C ASA 10”° mol/l 35,21
4D ASA 10 mol/l 34,31
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Tabulka 13

Viiv elicitoru ASA na obsah protodioscinu v nati kotvicniku (ug/g)

aritmeticky procentualni
obsah promér srodatn mnozstvi
vzorek €. druh postikku | protodioscinu obsahu SI;lgz(;] Iakaa obsahu
(1g/g) protodioscinu Y protodioscinu
(1g/g) (%)
1A voda 399,15
1B voda 404,82
' 424,81 2 1

1C voda 448,22 8 6.5 00,0
1D voda 447 04
2A ASA10° moll | 486,50
2B 3 497,17

ASA 10~ moll 426 86 75.2 100,5
2C ASA 10° moll | 358,52
2D ASA 10° moll | 365,26
3A ASA 10* moll | 618,00
3B -4 610,39

ASA10__mol 539,82 86,2 127.1
3C ASA 10* moll | 456,72
3D ASA 10 moll | 474,16
4A ASA10° moll | 728,87
4B 5 735,25

ASA 10" mold 649 30 958 152.8
4C ASA 10° moll [ 559,89
4D ASA10° moll | 573,18
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Tabulka 14 Vliv elicitoru ASA na obsah ruscogeninu v nati kotvicniku (ug/g)
aritmeticky procentudlni
obsah prameér <rodatnd mnozstvi
vzorek €. druh postiiku | ruscogeninu obsahu SI:ZZ?] ?ka obsahu
(ng/e) ruscogeninu y ruscogeninu
(rg/g) (%)

1A voda 1049,42
1B voda 1208,51

1C voda 1137.08 1128,68 65,4 100,0
1D voda 1118,81
2A ASA 10° moll |  1600,49
2B 3 1594,08

ASA 10" moll 1577,25 24,7 139,7
2C ASA 10° moll | 1547,21
2D ASA 10° moll | 1567,21
3A ASA 10 moll | 1278,29
3B 4 1292,15

ASA 10 moll 1197,77 101,9 106,1
3C ASA 10 moll | 1094,83
3D ASA 10* moll | 1125,82
4A ASA 10° moll |  1156,64
4B K 1105,63

ASA 10 moll 1113,06 48,2 98,6

4C ASA 10 moll | 1048,24
4D ASA 10 moll | 114173
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Tabulka 15

Vliv elicitoru ASA na obsah diosgeninu v nati kotvicniku (ug/g)

aritmeticky procentudlni
obsah prameér <rodatnd mnozstvi
vzorek €. druh posttiku | diosgeninu obsahu steroca obsahu
. . odchylka . .
(ng/g) diosgeninu diosgeninu
(rg/g) (%)
1A voda 144,26
1B voda 160,93
’ 145,37 1 1

1C voda 137,09 53 08 00,0
1D voda 139,22
2A ASA 103 moln | 283,34
2B -3 276,63

ASA 10~ moll 262,73 20,3 180,7
2C ASA 103 mol | 241,74
2D ASA 103 moln | 249,19
3A ASA 10 moll | 340,89
3B -4 330,52

ASA 10" moll 359 86 28.4 2475
3C ASA 10“ moln | 380,14
3D ASA 10 moll | 387,91
4A ASA 10° moll | 167,70
4B B 164,83

ASA 10 moll 186,80 238 1285
4C ASA 10° moll | 205,93
4D ASA 10° moll | 208,74

10.2 Seznam pouzitych zkratek

ACE - Angiotenzin konvertujici enzym

ASA - Kyselina acetylsalicylova

BABA - D,L-B-aminobutyrova kyselina

CG — kontrolni skupina

CIS —cisplatina

DHEAS - dehydroepiandrosteron-sulfat

DHT — dihydrotestosteron

ED - erektilni dysfunkce

EG — experimentalni skupina

FSFI - Female Sexual Function Index
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HDL - Vysokodenzitni lipoprotein

HPLC - vysokou¢inna kapalinova chromatografie
ICP - intrakavernozni tlak

LAKR - [é¢ivé, aromatické a kofeninové rostliny
LDL - Nizkodenzitni lipoprotein

MAO — monoaminooxidéaza

MJ - methyl-jasmonat

MS — methylsalicylat

MTZ — Metronidazol

PCO - syndrom polycystickych vaje¢niktl

ROS - reaktivni forma kysliku

SA - kyselina salicylova

SM - sekundarni metabolity

SRBC - imunizované berani krvinky

T — testosteron

TC - celkovy cholesterol

TG — triglyceridy

UHPLC-MS/MS - vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s

hmotnostnim spektrometrem
WHO - Svétova zdravotnickd organizace

YE — kvasnicovy extrakt
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