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ABSTRAKT

Cilem predlozené prace bylo studium ucinku elicitoru — Kkyseliny
acetylsalicylové na stimulatory rostlinné imunity ve smyslu ovlivnéni obsahu
nekterych biologicky aktivnich latek ve vybrané rostliné ostropestiec mariansky
(Silybum marianum L.).

Hlavnimi u¢innymi latkami ostropestice marianského jsou silybin, silydianin,
isosilybin, silychristin, oznaCované cast jako silymarinovy komplex, a taxifolin.
Tyto latky maji antihepatotoxické ucinky a dalsi ochranné G¢inky na mnohé buiky
a organy.

Pied vyzkumnou ¢&asti byla provedena literarni reSerSe o stresu a elicitaci,
puvodu, botanické charakteristice, riistu a péstovani ostropestice marianského.

Pot¢ byl zalozen maloparcelkovy experiment na zahradé¢ Vv Hluboké
nad VItavou v roce 2013. Rostliny ostropestice marianského byly rozdéleny do Ctyt
skupin, pfi¢emz tii skupiny byly v prib&hu vegetace trikrat oSetifeny roztoky elicitoru
kyseliny acetylsalicylové 0 tiech raznych koncentracich
- 10° molI*  (vysoka), 10" moll" (sttedni) a 10° moll" (nizka).
Kazd4 jedna skupina byla oSetfena pouze roztokem o jedné zvolené koncentraci,
posledni skupina byla ponechana jako kontrolni a postiik byl provadén pouze vodou.

Ptiprava extraktl probcéhla za pouziti smési acetonu, metanolu a vody.
Extrakty byly analyzovany vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

Vliv elicitoru kyseliny acetylsalicylové (ASA) na obsah sledovanych
biologicky aktivnich latek Vv rostlinach ostropestfce marianského oSetfenych roztoky
kyseliny acetylsalicylové o zvolené koncentraci nebyl v porovnani s kontrolni
skupinou rostlin (bez aplikace elicitoru) statisticky prikazny u zadné ze zvolenych
neoptimalnim stavem porostu v disledku plisobeni rozlicnych abiotickych

a biotickych stresort.

Kli¢ova slova: Silybum marianum, silymarin, stresor, vysokoucinna kapalinova

chromatografie, flavanolignany, kyselina acetylsalicylova



ABSTRACT

The aim of this thesis was to study the effect of the acetylsalicylic acid on the
stimulation of plant immunity and thus the influence on the content of the active
constituents in Silybum marianum L. plants.

The main active constituents of Silypum marianum L. seeds are silybine,
silydianine, isosilybine, silycristine, usually expressed as silymarine content, and
taxifoline. These constituents have antihepatotoxic effect and many different
protective effects on numerous organs and cells.

Knowledge about stress and elicitation, origin, botanical characterization,
growth, development and cultivation of Silybum marianum L. were summarized
before the research.

The small-plot experiment was set up in Hluboka nad Vltavou in 2013. Plants
of Silybum marianum were divided into four groups and then three goups were
treated three times during the vegetation with the acetylsalicylic acid of three
different concentrations - 10° mol.I"* (high), 10 mol.I" (medium) a 10° mol.I*
(low). Every single one group was treated with only one concentration of the
acetylsalicylic acid. The last group was treated only with water and served as a
control group.

The preparation of the extracts was being held with using mixture of acetone,
methanol and water. The extracts were determined by High Performance Liquid
Chromatography.

The effects of each chosen concetration of acetylsalicylic acid (high, medium,
low) on the active constituents in seeds were not statistically proven compared to
seeds without aplication of the elicitor (control group). The ineffectiveness of the
elicitor should have been also caused by nonoptimal condition of plants due to

various abiotic and biotic stressors.

Key words: Silypbum marianum, silymarin, stressor, High Performance Liquid

Chromatography, flavanolignans, acetylsalicylic acid
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1.  UVOD

Motto: pdoic xpdmrector piiel
Prirozenost se rada skryva.

Hérakleitos z Efesu, zlomek B 123

Lécivy potencidl rostlin si lidstvo uvédomuje jiz od pocatku své historie.
V soucasné dobé se zijem zapadni spoleCnosti soustfedi predevSim k vyuziti
le¢ivych rostlin jako surovin pro moderni farmacii a potravinaisky pramysl k vyrobé
1é¢iv a doplnka stravy. Vzhledem k bezprostfednimu ptlisobeni téchto latek na zdravi
lidi ¢i zvitat je rozhodujicim momentem péstitelské praxe snaha o co nejvyssi kvalitu
surovin, kterd ndsledné rozhoduje 1 o ekonomickém vysledku péstitelit.

Predev§im v méné ptiznivych oblastech se jevi alternativni hospodateni
Vv podob¢ péstovani 1é¢ivych rostlin jako velmi vhodné a vyhovujici aktualnim
z4jmim spole¢né zemédélské politiky Evropské unie, nebot odpovidd néavratu
k péstovani tradi¢nich a krajovych rostlin, neziidka i v rezimu ekologického
zemédé€lstvi, s produkci vysoce kvalitnich surovin pro zpracovatelsky prumysl.
PIni také vyznamné mimoprodukéni funkce a napomahd k trvale udrzitelnému
rozvoji venkova.

Jednou z farmaceuticky nejvyznamnéjsich velkoplo$né péstovanych 1é¢ivych
rostlin je ostropestfec mariansky (Silypum marianum L.). Latky silymarinového
komplexu obsazené v semenech ostropestfce maji vyznamné hepatoprotektivni
ucinky a soucasné vyzkumy dokazuji i pozitivni vliv pii léCeni nekterych typl
nadorovych onemocnéni.

Kvalitu semen 1ze ovlivnit aplikaci rozli€nych latek se stimulaénim G¢inkem
na rostlinné obranné mechanismy, tzv. elicitorl. Moderni analytické metody
poskytuji dokonalej$i poznani metabolismu a vlivli specifickych latek na tvorbu
zadoucich metabolitli. Metoda elicitace se tedy jevi jako velmi perspektivni oblast

védeckého z4jmu s vyznamnymi moZnostmi praktické aplikace.
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Cil prace

Cilem prace je studium ucinku elicitorti na stimulatory rostlinné imunity ve smyslu
ovlivnéni obsahu nékterych biologicky aktivnich latek ve vybrané rostliné

ostropestec mariansky (Silybum marianum L.).

Cilem prace je vypracovat literarni resersi:
a) vliv elicitord na obsah nékterych ucinnych latek v ostropestici marianském
(Silypum marianum L.) nebo v jinych vybranych rostlinach
b) botanicka charakteristika, zpisob péstovani, agrotechnika, hnojeni, ochrana
ptred skudci a proti chorobam ostropestice marianského (Silybum marianum
L)
€) chemické slozeni a u¢inné latky V ostropestici marianském (Silybum

marianum L.) a metody jejich stanoveni

Po dohod¢ s vedoucim diplomové prace byla €ast literarni reSerSe vypracovéana

roz§ifenim poznatkd shrnutych v bakalarské praci (Petr, 2012).
Cilem préace je prostfednictvim maloparcelkového pokusu odzkouset vliv vybranych
elicitor na obsah nékterych U¢innych latek v ostropestici marianském (Silybum

marianum L.)

Cilem prace je vypracovat diplomovou praci dle Opatfeni dékana ¢. 13 ze dne
18.12.2009.
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2.  LITERARNI RESERSE

2.1 Lécivé rostliny

2.1.1 Lécivé rostliny ve svété

Péstovani 1éc¢ivych rostlin je odvétvim rostlinné vyroby s dlouhou historii
a velmi perspektivni budoucnosti. Celosvétové lze ocenit jeho vyznam ptredevSim
v produkci rostlin, které obsahuji biologicky aktivni latky s pfiznivymi Gc€inky
na lidsky organismus. Tyto jsou pak v moderni farmacii aplikovany nepiimo
ve formé léCiv a 1€kl nebo piimo ve fytoterapeutickych postupech alternativnich
a tradi¢nich medicinskych systému. V soucasné dob¢ se z 1é¢ivych rostlin vyrabi asi
65 % 1ékt a 16¢iv (Sula, 2006), pfitemz v rozvojovych zemich je odkazano na piimé
uzivani lécivych rostlin jakozto zékladni zdravotnickou péci vice nez 80 %
obyvatelstva (Evans, 2001).

Rostlinna tise (Regnum vegetabile) zahrnuje asi 700 tisic druhii (Novacek,
2009), z nichz je znamych pfiblizn¢ 250 tisic druhi rostlin vysSich, které jsou
potencidlnimi zdroji novych 1écivych latek (Prance, 1997). Dle vyzkumi WHO je
z vyssich rostlin k 1é¢eni uzivano asi 14 — 28 %, tedy 35 az 70 tisic vyS$$ich rostlin
(Akerele et al. 1991, s. 26). Schippmann et al. (2002) konkretizuji toto ¢islo
na 52 885 druhii. Balunas a Kinghorn (2005) uvadéji jiz dokonce 85 tisic
zdokumentovanych vyssich rostlin s pozitivnimi u¢inky na lidské zdravi.

Mnohé 1éc¢ivé rostliny se vyuzivaji jako aromatické a kofeninové a vice versa,
¢imz vznikla rozmanita, uméle vytvofena, skupina 1é¢ivych, aromatickych
a kotreninovych rostlin (LAKR). Tohoto terminu vyuziva ceskd legislativa
pfi regulaci jejich péstovani pravnimi normami. LAKR mohou byt péstovany
zelenina ¢i jako okrasné rostliny. Jejich pfimé vyuziti mize byt k 1é€eni, jako koteni
¢1 pifi tvorbé cajovin. Nepiimo jich vyuzivd potravinaisky, farmaceuticky
a kosmeticky pramysl. Celosvétové vyzkumy objevuji nové moznosti vyuziti
nékterych 1é¢ivych rostlin k fytoremediaci ¢i jako energetickych bylin.

V EU se jako lécivych, aromatickych a kotfeninovych rostlin pouziva asi
2 000 druht, z toho ve Francii cca 900 druhti, v Némecku 1 500 druht, v Mad’arsku
270 druhti a v Ceské republice 300 druhti. Nejvice péstovanymi druhy LAKR v EU
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jsou kmin kofenny, koriandr sety, fenykl obecny, ostropestfec mariansky,
anyz vonny, pelyn€k pravy, hefmanek pravy a tfezalka teckovana (Proskova, 2007).

Vypovidajici a relevantni piehled o plochach péstovani LAKR ve svété neni
v soucasné dob¢ dostupny. Statistiky se této komodité vénuji jen okrajové. LAKR
jsou ve vétSing piipadd zafazeny spolu s dal$imi skupinami rostlin do kategorie
»ostatni plodiny*. Skutecnosti se pravdépodobné nejvice blizi Setieni Vyzkumného
sttediska pro zeméd¢lstvi a potravinaistvi ve finské Karile, dle néhoz celkové plochy
LAKR v Evropé dosahuji 170 — 200 tis. ha, v Ciné 460 tis. ha a v Indii 300 tis. ha
(Proskova, 2007)

2.1.2 Péstovani lé¢ivych rostlin v CR

Péstovani 1éCivych rostlin je z pohledu ceské rostlinné vyroby okrajovym
odvétvim, nicméné s velmi podstatnym vyznamem. Dle tidajii Ceského statistického
ufadu lze v tuzemské produkci LAKR sledovat v obdobi poslednich 15 let kolisani
vymeéry péstebnich ploch, které dosahlo vrcholt pies 11 tis. ha v letech 1997 a 2004
a propadi pod 4 tis. ha v letech 1999 a 2008. Od roku 2009 do soucasnosti
pozorujeme opétovny kontinudlni rist.

V roce 2011 byly LAKR péstovany na 8 588 ha, z toho léCivé rostliny
na 4 063 ha, coz tvofi podil na celkové struktufe ploch osevli pouze 0,2 %.

Nejrozsitenéjsi velkoploSné péstovanou 1éCivkou u nas je ostropestiec
mariansky, jehoz nazky obsahuji latky silymarinového komplexu s velmi cenénym
hepatoprotektivnim G¢inkem. Po ném nasleduje namel (vieckaté stadium palickovice
nachové — Claviceps purpurea Fr. Tul.), kterym jsou uméle infikovany dnes jiz
sterilni odridy zita a ktery vytvaii v klasu misto obilek sklerocia s farmakologicky
vyuzitelnymi alkaloidy. Dalsi dtlezitou surovinou farmaceutického pramyslu je
makovina, tj. prazdnda makovice a 10 cm stonku pod makovici, bez mineralnich
piimési a prachu, ziskavajici se z rostlin maku setého (Papaver somniferum L.).
Pro svlij obsah alkaloidi morfinu, kodeinu a papaverinu je fazena mezi 1éCivé
rostliny. Makovina se sklizi ptiblizné z poloviny celkové plochy péstovaného maku v
Ceské republice, tj. asi 15 - 17 tisic ha, pramérny vynos dosahuje 0,3 - 0,4 t Gisté
makoviny na hektar (dle informaci sdruzeni Cesky mak).

Légivé rostliny se ziskavaji vedle péstovani i sbérem, ktery ma v Ceské

republice velmi dlouhou tradici. Mezi nejCastéjsi sbirané 1é¢ivé rostliny patii v Ceské
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republice tradicné Sipek, list bfizy bélokoré, nat’ tiezalky teCkované a kopftivy
dvoudomé, kvét lipy srdcité a cerného bezu, nat’ fepiku Iékatského a preslicky rolni,
list maliniku a ostruziniku a mnoho dalSich — celkem okolo 70 druhii nakupovanych
1é¢ivych rostlin (Situa¢ni a vyhledova zprava MZe, 2010).

V souladu s nejmodernéjSimi trendy vyvoje zemédélského hospodareni
v zapadnim svété se zacinaji otevirat moznosti péstovani LAKR v ekologickém
zemedelstvi. Vzhledem k povaze 1éCivych rostlin je nasnad¢ zajem na co nejvyssi
kvalité vysledného produktu. V popiedi zajmu je predevSim spravna péstitelska
praxe vcetn¢ poskliziiové tipravy a skladovani. Dle statistického Setfeni ekologického
zemédglstvi UZEI (2011) byly v roce 2010 LAKR péstovany na 42 ekofarmach,
celkem na 240,5 ha pud v ekologickém rezimu s pramémym vynosem 1,13 t.ha™.
Primérné cena prodeje zpracovatellim ¢inila v roce 2009 sumu 74 364 Ke.t?

Naprosta vétsina celkové produkce LAKR je uréena pro export a pouhd 2 %
spotebuje domadci trh. Mezi nejvice péstované LAKR patii predevsim kmin, fenykl,
Koriandr, ¢esnek, hefmanek, meduiika, mata, malina list, saturejka, anyz, levandule,
v ramci zeleniny pak také Cerstva nat’ (zelené koteni) kopru, maty, koriandru apod.
Nejvétsimi producenty LAKR jsou v Ceské republice spole¢nosti Sonnentor s.r.o.,
Leros, s.r.o. ¢i Botanicus, spol. s r.0.

Ceska republika ma dlouhodob& zapornou bilanci zahrani¢niho obchodu
v oblasti koteni, pficemZz schodek dosahuje vice nez 4 tisic tun. Naproti tomu
v obchodg¢ s 1é¢ivkami si buduje stale silnéjsi pozici jako exportér. V roce 2010 bylo
dovezeno 2 488 t pro farmaceutické a kosmetické zpracovani, vyvezeno bylo 5 999 t
s nejvetsim procentudlnim zastoupenim makoviny (88 %). Kladna obchodni bilance
vyjadiend hmotnosti vSak nesouhlasi po finan¢ni strance, kde je ptredevSim kvili
vyvozu velkého objemu levnych rostlin obchodni bilance negativni (Situacni
a vyhledova zprava MZe, 2010).

S péstovanim ostropestice marianského v CR se zaGalo pred 70. lety
na Pardubicku. U nés je v pfirod¢ ojedinély a vzacny. Dlvodem je ziejmé& zimni
obdobi, kdy rostliny i semena vymrznou (Moudry et al. 2011). Péstovani ostropestice
je v poslednich letech na vzestupu a zajem ze strany tuzemskych i zahrani¢nich
zpracovatell stale roste. V roce 2009 byl ostropestiec dle Setfeni sdruzeni PELERO
péstovan na 3 500 ha, dal$i nartst rozsahu péstovani PELERO ptedpoklada i v roce
2010 a nasledujicich letech (Situacni a vyhledova zprava MZe, 2010). V roce 2011-
2012 byl ostropestiec dle Setfeni Sdruzeni PELERO péstovan cca na 5 000 ha.
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2.2  Metabolismus rostlin

2.2.1 Primarni a sekundarni metabolismus

Metabolismus je geneticky zakdédovany soubor vSech enzymaticky fizenych,
prostoroveé a ¢asoveé uspotradanych reakci, v nichz dochazi k pfeméné piijatych latek
a energii uvnitf systému, tj. k tvorbé metaboliti, a jejich nasledné vymeéné s vnéjSim
prostfedim, jejich ukladani ¢i dal$im pfeméndm v prostiedi vnitinim. Metabolismus
patii mezi zékladni projevy zivych organismil. Lze z n€j odvodit dalsi projevy jako
rast, rozmnozovani, hojeni, atd. (Ottiv slovnik nauény nové doby, 2001, s. 199).
Metabolismus slouZzi k udrzovani jejich biologické homeostdze a termodynamického
stacionarniho nerovnovazného stavu. Zivé systémy mohou vlastné existovat jen
na ucet energie z okoli (Lastivka, 1988). Metabolické procesy pohanéné dodavanou
jednd se o syntetické pochody - anabolismy, nebo opacné, pak hovoiime
o rozkladnych pochodech — katabolismech (Novacek, 2009).

Na metabolické procesy lze pohliZet i z hlediska jejich obecnosti ¢i dulezitosti
pro konkrétni organismus, poté rozliSujeme primarni a sekundarni metabolismus.
Primarni, téZz zakladni, metabolismus je pro zivot organismu nezastupitelny,
nebot’ v jeho cestach vznikaji zdkladni organické slouceniny, jako jsou cukry, tuky,
bilkoviny, proteinogenni aminokyseliny ¢i karboxylové kyseliny citratového cyklu.
Na téchto latkach zéavisi Zivot, rGst a prenos genetické informace organisma.
Biochemické pochody priméarniho metabolismu probihaji u vSech organismi stejnym
¢1 velmi podobnym zplsobem a jsou nezéavislé na biodiverzité (Vodrazka, 1996).
Z produkti primarniho metabolismu mohou organismy za ucasti specializovanych
enzyml syntetizovat dal$i, druhové specifické, chemické latky, tzv. sekundérni
metabolity. U Zivo€icht se vyskytuji spise sporadicky, zato odhadem z 80 % jsou to
produkty rostlin a hub, které v metabolismu pozoruhodné ,.experimentuji
(Macholan, 2003).

Biogeneze sekundarnich metaboliti se odviji pouze znckolika maélo
primarnich metabolitl, z cukri, aminokyselin, mevalonové kyseliny, Sikimové
kyseliny, acetylkoenzymu A a malonylkoenzymu A (Jahodaf, 2006).

Z etymologického hlediska je tfeba zdlraznit, Ze vétSina nazvl jednotlivych latek
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pochéazi od pojmenovani biologickych taxonli, z nichz byly izolovany, nebo jsou

odvozeny z klasickych jazykt podle n&jaké vyznamné vlastnosti (Macholan, 2003).

obr. €. 1 - Biosyntetické vztahy mezi metabolity (Macholan, 2003)

Primarni metabolity Sekundarni metabolity
H20, CO2
osRing polysacharidy
sacharidy il » cukerné derivaty, glykosidy, saponiny
\ nukleové kyseliny
I glykolysa ] | pentos. cykﬂ—-—» erythrosa-4-P

|

: . fenolické kyseliny, fenoly, chinony,
biosyntéza aromat. ———>

lignin, tfisloviny, kumariny

kruhu
5 +
fosfoenolpyruvat NHa
NH+
pyruvat L lr aminokysgliny — > aminy, alkaloidy, peptidy, antibiotika
l ' (bitkoviny)
CH3CO~S-KoA > mastné kyseliny
(lipidy)

__flavonoidy, anthrachinony

~ polyketidy, polyacetyleny

- terpeny, steroidy
karotenoidy, polyprenoly

Krebstv cyklus +

respiraéni fetézec > CO2,H20

K biochemickym reakcim sekunddrniho metabolismu dochazi v cytoplazmé
pouze za uritych podminek, jeho intenzita se méni v zdvislosti na ontogenezi
rostliny ¢i vné&jSich podminkach, nékteré slozky sekundarniho metabolismu se
mohou vyskytovat v aktivni form¢, jiné se aktivuji az pii poranéni ¢&i infekci
(fytoalexiny) (Jahodat, 2006). Stavajici definice nepfikladaji sekundarnim
metabolitim vyznamnou funkci v metabolismu producenta. Tento pohled se vSak
jevi jiz jako zastaraly, nebot” sekundarni metabolity velmi casto maji vysokou
energetickou hladinu (Novacek, 2009) a plni mnoho dilezitych a mnohdy zasadnich

funkei pro Zivot organismu (napf. rostlinné hormony) (Vodrazka, 1996).
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Existuje n€kolik teorii, pro¢ se rostlindm vyplati vynakladat energii a stavebni
latky do syntézy sekundarnich metaboliti misto toho, aby je vyuzily k ristu
a rozmnozovani. V praxi pak ptredpokladame, ze produkce sekundarnich ptirodnich
latek je vyvolana kombinaci nize popsanych pficin.

Rostlinné druhy nemaji vyvinuty vyluovaci systém, tudiz nejsou schopny
nepotiebné produkty primarniho metabolismu, exkrety, efektivné eliminovat a jsou
nuceny syntetizovat z nich metabolity sekundarni, a ty dale ukladat ve vakuolach,
bunécnych sténach ¢i sekreCnich bunkadch a prostorech (Jahodéar, 2006).
Sekundarni metabolity tak vznikaji jako vysledek detoxikace latek. VétSina rostlin
neumi odbouravat tryptofan a aromatické aminokyseliny fenylalanin a tyrosin, proto
z nich produkuji a hromadi sekunddrni metabolity (alkaloidy, derivaty skoficové
kyseliny) (Vodrazka, 1996).

Z velmi vysokého poctu sekundarnich metaboliti je pak urcitd, relativné
mald, ¢ast pro organismus nezbytna. Jednd se o signalni molekuly umoznujici
koordinaci metabolismu riznych specializovanych bunék (mnohé hormony
a neurotransmitery), koordinujici aktivitu organismi téhoz druhu (feromony)
a vztahy mezi riznymi skupinami organismtl v ekosystémech (Vodrazka, 1996)

V poslednich letech stile oblibenéjsi teorie evoluéniho molekulového
modelovani chape jejich vznik jako Uc€elovy biogeneticky proces adaptace rostlin
na jejich Zivotni prostfedi. Poukazuje na uzkou korelaci chemickych struktur
sekundarnich metaboliti (fytoncidt, feromond ad.) a jim odpovidajicich struktur
endogennich substrati u paraziti ¢1 kompetitort. Diky t€émto svym vlastnostem plni
funkce ochrannych latek, atraktanti pro opylovace ¢i pfenaseCe semen, uplatiuji se
pfi reprodukci a ristu rostliny, slouzi jako latky impregnujici, hormonalni
¢i detoxikacni (Jahodar, 2006). Mimoto nékteré sekundarni metabolity plisobi jako
kofaktory enzymi, stavebni material bunéénych stén ¢i jako skladovaci formy dusiku
a uhliku. DalSi sekundarni ptirodni latky chrani pied svétlem, piisobi pii fotosyntéze,
transportu iontl ¢i zvySuji stabilitu membran (Vodrazka, 1996).

Z hlediska biogeneze se sekundarni metabolity déli na polyketidy, steroidy,
sekundarnich metabolith 1ze jmenovat naptiklad silice, pryskyfice, tfisloviny,
alkaloidy, glykosidy, hoi¢iny ¢i saponiny. Obsah téchto latek ucinil v prab¢hu lidské

historie tisice rostlin sttedem lidského zajmu (Jahodat, 2006).
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Podle biologickych funkci miizeme délit sekundarni metabolity na tyto hlavni
skupiny (Vodrazka, 1996):

1. Efektory putsobici v bunce, kterd je synthetisovala, tj. intracelularni

pfenasece informaci.

2. Efektory ucinkujici na jiné bunky téhoz organismu, tj. intracelularni

prenasece informaci (rostlinné a zivoc¢isné hormony, neuroendokrinni transmittery).

3. Efektory pilisobici na jiné organismy (rostlinnd barviva, viné kvétin,

antibiotika, insekticidy, fytoalexiny, toxiny, odpuzujici latky, sexudlni vabici latky).

4. Faktory umoznujici vyuzivani specifickych ekologickych situaci

(chelatacni Cinidla, antibiotika a inhibitory antibiotické aktivity).

5. Skladovaci formy odpadnich produktii primarniho metabolismu.

2.2.2 Evoluéni a genetické aspekty sekundarniho metabolismu

Rostlinny genom obsahuje v priméru 20 000 - 60 000 gent,
z nichz 15 - 25 % koduje enzymy sekundarniho metabolismu (Bevan et al. 1998,
Somerville a Somerville, 1999). Je ziejmé, ze pocet enzymu, které se podileji na
produkci sekundarnich metabolitd, dosahuje napfi¢ rostlinnou fisi fadu stovek tisic
(Pichersky a Gang, 2000), ne¢které z nich katalyzuji z vice substrati rozli¢né
sekundarni metabolity (Allina et al. 1998, Maury et al. 1999), jiné se vzacné&ji
podileji na tvorbé rozli¢nych metabolitli z téhoz substratu (Phillips et al. 1999).

Schopnost syntézy sekundarnich metaboliti odpovidala v prib&hu evoluce
rozlicnym potfebdm toho kterého rostlinného rodu. Vyvinuly se éterické oleje
a specifické zabarveni, které zvysSovaly pravdépodobnost opyleni (Dudareva
a Pichersky, 2000, Mol et al. 1998), vznikly biochemické cesty pro tvorbu fytoncidu,
které potlacuji rast okolnich rostlin nebo pro tvorbu latek repelentnich, odpuzujicich
(Bennet a Wallsgrove 1994), mnoho z nich zodpovida za specifické funkce regulace
na bunétné urovni, jako napt. odolnost vici osmotickému stresu (Nuccio et al.

1999).
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Vycet funkci jednotlivych sekundarnich metaboliti neni doposud zcela
vyCerpan. Riizné rostliny vyvinuly odlisné chemické struktury k dosazeni stejnych
cili. Proto se napiiklad lisi chemické slozeni latek atrahujicich opylovace
produkovanych rtiznymi rostlinnymi druhy, pfestoze se jednd o stejnou skupinu
opylovact (Knudsen a Tollsten, 1993). Tato obrovska diverzita je z genetického
hlediska dana jednak moznosti vzniku genii sekundarniho metabolismu ndhodnymi
mutacemi pii duplikaci genii metabolismu primarniho, ale také moznosti vzniku

novych gend pouze uvnitié metabolismu sekundarniho (Pichersky a Gang, 2000).
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2.3 Stres

2.3.1 Stres jako pojem

Pojem stres pouzivame v bézné feci piedevsim jako synonymum pro dusevni
zatéz, avsak stresem se dnes zabyvaji pfedni odbornici mnoha rozli¢nych védnich
oborti. Do ¢estiny bylo toto slovo piejato z anglického ,,stress®, jez nese s€émantické
vyznamy jako napiiklad tisefl, nesndz ¢i tlak (Fronek, 1998). Etymologicky lze
sledovat piivod slova az k latinskému slovesu ,,stringo, stringere, strinxi, strictum
s vyznamem utahovati, stahovati, zadrhovati (Kfivohlavy, 1994).

Vyraz stres se ve vyznamu tézkost ¢i nepiizen osudu objevuje V literatufe jiz
ve 14. stoleti, avSak bez presnéjsi specifikace. V 17. stoleti pak pojem stres (Stress)
uzival fyzik R. Hooke v souvislosti se studiem konstrukénich vlastnosti mostt, které
musely odolavat riznym zatézim (loads) ptirodnich sil. Vyrazem stres definoval
pole, ve kterém byl material vystaven zatézi. Cely vztah je pak vyjadien v Hookové
zakonu elasticity (Lazarus, 1993).

Jako prvni pouzil termin stres v biologickém kontextu madarsky
endokrinolog Hans Selye, ktery se od tficatych let dvacatého stoleti systematicky
stresem zabyval. Navazal na prace Clauda Bernarda o stabilité vnitiniho prostiedi,
»,Milieu intérieur (Skinner, 1991), a Waltera Cannona o homeostazi jakozto
schopnosti organismll udrzovat své vnitini prostfedi pomoci sloZitych mechanismt
v dynamicky konstantnim stavu (Cannon, 1929).

Hans Selye ve svych pozdéjSich pracich popsal 1 pozitivni efekty stresu
a navrhl rozliSovat mezi pojmy ,,eustress a ,,distress. Pozitivni stres, ,,eustress,
vede ve svém dusledku k posileni organismu a je vniman jako vitézné pfekonana
zatéZ, zatimco negativni stres je vniman jako znepokojujici zaté€z, jejiz prekonani
stalo mnoho sil. Reakce organismu je v obou pfipadech stejnd, zalezi pouze
na vnimani a hodnoceni subjektu (Selye, 1976). Subjektivita je na urovni
vegetativniho rostlinného svéta zalezitosti nevédomou, kterou mizeme vztahovat
ke schopnosti ,,autopoiesis®, tj. ke schopnosti sebevytvareni a sebeudrzovani (Varela
et al. 1974). Ackoli nové teorie poznani (Capra, 2004, Bateson, 2006) spatiuji
kognitivni proces jako proces ontologicky, nepfedpokladame, Ze by rostlina mohla

zazivat stresovou situaci jako hodnotové relevantni. Clovek jako pozorovatel vSak
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muze vnimat pulsobeni stresu pozitivng, vede-li k intenzivnéjSimu projeveni

pfirozenosti rostliny vV podob¢€ zvySeni obsahu u¢innych latek.

2.3.2 Stresory

Vse zivé ma prekvapiveé slozitou vnitini strukturu, fyzicky realizovanou sit’
vnitinich vztaha, skrze kterou komunikuje s okolim. Tim, jak rostlina realizuje
za pomoci energie ziskané metabolismem své moznosti, vyvstava do urcitého tvaru
a vytvafi komunikacni rozhrani vici okoli. Rostlina je udrzovana pritokem latek
a energie, které ziskdva z okolniho prostfedi, je tedy otevienym systémem
(Kratochvil, 1994).

Rostlina je bezprostfedné zaclenéna do svého Zivotniho okruhu. Jeji hranice
jsou jaksi otevieny svétu. Plessner oznacil formu pozicionality rostliny jako
otevienou. Rostlina je sama sebou pravé skrze své okoli, coz je v protikladu
ke zvifeci fiSi, nebot’ zvife mé& své hranice pfisné vymezené a uzaviené,
jeho pozicionalita je uzaviena (Fischer, 2000). Zivotni prostiedi, které se zptitomiiuje
v podobé¢ zité¢ho svéta, tzv. ,,Umwelt* (Uexkiill, 1934), v némz rostlina realizuje svij
zivotni cyklus, sestavd v nejobecnéjs$i roviné z piimého a nepfimého plsobeni
organismi v komplexu pfirodnich podminek. Ekologické faktory tedy délime
na biotické (vnitrodruhové a mezidruhové vztahy, piip. antropogenni faktor -
pusobeni ¢loveka) a abiotické (fyzikalni a chemické). Kazdy organismus je schopen
se prizpusobit ur¢itému rozmezi ptisobeni kazdého jednotlivého faktoru, hovotime
o jeho ekologické valenci, kterda muze byt pro urcity faktor relativné $iroka - druhy
euryvalentni, nebo relativné uzka - druhy stenovalentni. Nejvyssi zdatnosti,
tj. schopnosti rozmnozit se, dosahuje organismus v pasmu ekologického optima
pusobeni faktoru a pii dostatecné piitomnosti zdroji. Pro niku populaci plati vyse
uvedené per analogiam (Begon et al. 1990).

Jestlize wurcity faktor plisobi mimo optimalni hodnoty fylogeneticky
zakédované v rostling, tedy zatézuje rostlinu nad béznou uroven (Pulkrabek et al.
2005) a naruSuje jeji homeostazu, vyvolava napéti a stres, byva klasifikovan jako
stresor, tj. pivodce stresu (Kovalc¢ik a Kovalcikova, 1974).

Stresory piisobi na celou rostlinu, tj. na kofeny, nadzemni ¢ast i na vyvijejici
se semena. Rostliny jsou pfizpisobeny k vykondvani vSech dulezitych Zivotnich

funkci za pomérné znatného  kolisani  faktori  vné&jSitho  prostiedi.
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Pii piisobeni stresori muze rostlina dosdhnout nového rovnovazného stavu na
zaklad¢ Cinnosti kompenzacnich procest. Pti nezvladnuti vlivu stresorti dojde az k

uhynuti rostliny (Blaha et al. 2003).

2.3.3 Prubéh stresové reakce

Pisobeni stresort vede k mobilizaci obrannych ¢i népravnych zatizeni
(Kovalcik a Kovalc¢ikova, 1974), tedy ke stresové reakci, ktera probiha ve Ctyfech
fazich, a to ve fazi poplachové - fazi restitucni - fazi rezistence - fazi vycerpani.

Poplachova faze je zahdjena bezprostiedné po ucinku stresoru ¢i spise
kombinace stresort, kdy jsou jejich piisobenim naruSeny bunécné struktury a Zivotni
funkce rostliny. V restitu¢ni fazi, nedojde-li ov§em k piekroceni letdlni meze rostliny
a jejimu uhynu, za¢nou pracovat kompenza¢ni mechanizmy. Tyto mechanizmy
smétuji ke zvySené odolnosti rostliny ve fazi rezistence vici plsobicim stresorim.
Pii dlouhodobém a intenzivnim ptlisobeni stresort nemusi byt zvySend odolnost
rostliny vzdy trvalého charakteru a muize dojit opét k jejimu poklesu ve fazi
vycCerpani (Blaha et al. 2003).

Vysledkem stresové reakce je urcitd uroven adaptacni schopnosti. Piechodné
se muze zvysit 1 Uroven odolnosti vici biotickym stresorim - tento jev se nazyva
aklimatizace. Rada rostlinnych druhii se dokaZe vyhnout piisobeni stresori, vétiinou

se v8ak rostlina pokousi o nastoleni tolerance viici stresu (Blaha et al. 2003)

2.3.4 Stres a primarni metabolismus

V poslednich letech je velmi dikladné studovan mechanismus obrannych
reakci rostlin ve stresovych situacich obzvlasté¢ v souvislosti s produkci druhové
specifickych sekunddrnich metabolitl. Zajimavé vysledky vSak pfindsi 1 méné
exponovana oblast studia vlivu stresovych faktorti na primarni metabolismus rostlin.
Vzhledem k vzdjemné provazanosti a korelaci primarniho a sekundarniho
metabolismu u rostlin, jevi se tato oblast jako neméné dulezitd (RySlava
a Doubnerova, 2010).

Spusténé obranné mechanismy vyzaduji obecné zménu v distribuci zivin

vvvvvv

vrwe
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autotoxicitou produktti téchto mechanismu (Baldwin a Callahan, 1993) ¢i jejich
vysokou energetickou naro¢nosti (Heil et al. 2000, Smedegaard-Petersen a Stolen
1981, Zangerl et al. 1997).

Nové vyzkumy poukazaly na nesnadnou meéfitelnost poklesu zdatnosti
(Purrington, 2000, Walters a Boyle, 2005) a prokazaly jeji pfi¢innou souvislost spise
s urodnosti pady (Ros et al. 2008) a ptisobenim faktort prostfedi (Agrawal, 2000).
Vysoké energetické naroky vSak byly prokazany nepochybné (Heil a Bostock, 2002,
Smedegaard-Petersen a Tolstrup, 1985).

Zakladnim projevem zmén primarniho metabolismu pfi stresové situaci je
zpomaleni fotosyntézy a uzavirani praducht, predevsim v misté napadeni ¢i poranéni
a jeho blizkém okoli, které umoznuje vyuzit energii na obrannou reakci (Somssich
a Hahlbrock, 1998) a zéaroven chrani fotosynteticky apardt pfed oxidativnim
poskozenim (Niyogi, 2000). Nicméné poskozené buiniky maji zvySené energetické
naroky, proto dochazi ke zvySeni koncentrace sacharézy v apoplastu.
Nésledné je enzymaticky Stépena na glukozu a fruktdzu, které jsou transportovany do
bungk, aby uspokojily energetické naroky (Truernit et al. 1996). Rostlinna respirace
je tedy pozitivné stimulovana (Smedegaard-Petersen a Stolen 1981).

V reakci na pusobeni abiotickych a biotickych stresori dochazi také ke
zménam aktivity enzymd, které reguluji metabolické pochody. Pfi naruseni vodni
rovnovahy rostlin chladem, suchem ¢i zasolenim plidy bylo sledovano zvySeni
aktivity enzymu fosfoenolpyruvatkarboxylasy (PEPC) (Gonzalez et al. 2003,
Sanchez et al. 2006). Enzym PEPC umoziuje rostliné vyuzivat niz§i koncentrace
CO; (Ryslava a Doubnerova, 2010). Za podminek zvySené koncentrace soli mlZe
dokonce dochazet k piechodu metabolismu C3 na CAM (Crassulacean Acid
Metabolism) spojenému se syntézou a zvySeni aktivity PEPC, coZ bylo pozorovano
napiiklad u kosmatce ktistalového (Mesembryanthemum crystallinum) (Hofner et al.
1987).

PEPC spojuje metabolismus sacharidi s metabolismem aminokyselin
a proteintl, tato skute¢nost miZze byt pro rostlinu za stresu, kdy je ndrok na syntézu
proteinti vyssi, dilezita. (Ryslava a Doubnerova, 2010).

ZvySeni  aktivity enzymu NADP-dependentni mal4tdehydrogenasa,
ktery v rostlinich za stresovych podminek katalyzuje produkeci redukénich
ekvivalenti NADPH nutnych pro biosyntézu fytoalexinii a dalSich obrannych latek

(Piterkova et al. 2005), bylo sledovano u rostlin tabdku pii plsobeni biotického
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stresu (Ryslava et al. 2003) v C3 i CAM rostlinach v souvislosti se solnym stresem
(\Valderrama et al. 2006)

NADP Kkatylyzuje také vznik pyruvatu z L-malatu, ktery muze byt navic
vyuzit pro biosyntézu lipidi na opravy poskozenych membran. NADPH také slouzi
jako koenzym antioxida¢nich enzymt (Piterkova et al. 2005).

Zvyseni aktivity enzmu pyruvat, fosfatdikinasy (PPDK) bylo také prokdzano
v souvislosti se stresem (Ryslava a Doubnerova, 2010).
Dalsi studium enzymatickych zmén metabolismu C3 rostlin by mohlo bliZe objasnit i

jejich moznosti ziskavani CO; ve stresovych podminkéch.
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2.4  Stimulace, elicitace a rostlinna imunita

2.4.1 Elicitace

Pisobeni biotickych a abiotickych stresorit ovliviiuje u rostlin tvorbu
sekundarnich metaboliti, kter¢é mohou obsahovat ucinné latky s vyuzitim
ve farmaceutickém primyslu. Paklize stresor pozitivné ovliviiuje tvorbu zadoucich
latek, lze chapat jeho efekt pozitivné jako stimulaci, nabuzeni obrannych
mechanismu rostliny. Elicitory indukuji v rdmci rostlinnych obrannych mechanismt
tvorbu nizkomolekularnich sekundarnich metabolit fytoalexintl, jako jsou naptiklad
terpeny, flavonoidy, kumariny, isoflavonoidy, steroidy, stilbeny a dalsi.
Vyuziti stimulacniho efektu specifickych latek se nazyva elicitace (Dicosmo
a Misawa, 1985).

Radman et al. (2003) rozd¢luji elicitory na fyzikalni a chemické, ty pak na

abiotické a biotické, a ty na elicitory komplexniho sloZeni a definovaného slozeni.

tab. ¢. 1 - Rostlinné elicitory (Radman et al. 2003)

TABLE 1
Elicitors of plants
Elicitors Reported effects on
Phrysical Injury P
Elicitors
- Metal ions (lanthanum ewropium. calenum silver,
Abiotic ( cadmium), ggalate Pe
Complex Yeast cell wall. Mycelia cell wall, Fungal spores Pc F
Composition
Alginate Pc.F. B
LBG F
Polysaccharides |Pectin Pc. F
(Carbohydrates Chitosan Pc
Guar Gum Pc
Manmuronate F
Chemical | Biotic - i dos| CUIIODItE F
Elicitors Oligosaccharides Manaan F
Defined Galacturonides Pc
Composition Peptides Glutathione Pc
Proteics Proteins Cellulase, Elic- Pc
itins. Oligandrin
Lipids Lipopalysaccharides Pc
Glycoproteins Not characterized Pc
Volatiles CsCro Pc

Abbreviations: P, plants; Pc. plant cell culiure; B. bacterial cell culture; F. fungal cell culture.
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Kuzel et al. (2005) pak elicitaci definuji jako indukci obrannych mechanismu
rostlinného organismu, naptiklad zvySeni tvorby sekundéarnich metabolitl, vyvolanou
aplikaci vnéjSiho stresového faktoru chemického, biologického, svételného,
tepelného ¢1 mechanického charakteru.

Bléha et al. (2003) oznacuji elicitor naproti tomu v uz$im smyslu jako latku,
kterd se vytvaii po proniknuti patogenu do organizmu rostliny a spousti obrannou
reakci rostliny. Elicitory dé€li na exogenni, které jsou metabolity patogenu,
napt. nékteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidy, a endogenni, které se
uvoliiuji z naruSovanych bunécnych stén organismd, napt. oligoglukany, oligomery

chitinu, oligogalakturonany.

2.4.2 Vztah rostlina - patogen

Rostlina je vzhledem k omezené moznosti pohybu vhodnym teréem mnoha
parazitii. Proto se u rostlin vyvinuly v pribéhu evoluce velmi G¢inné koordinované
systémy pasivnich a aktivnich zptisobti obrany, které¢ omezuji pocet mikroorganizmu
schopnych zpiisobit chorobu.

Pasivni drdha obranného mechanismu rostliny spociva ve vrozené rostlinné
imunité, kterd je zaloZena na detekci unikatnich molekularnich struktur mikrobt
(tzv. MAMP - microbe-associated molecular patterns) (Ausubel, 2005, Gohre
a Robatzek, 2008, He et al. 2007). Jedna se napiiklad o bakterialni flagellin
(Gomez-Gomez a Boller, 2000) ¢i chitin plisni (Kaku et al. 2006, Miya et al, 2007),
jejichz rozpoznani rostlinou miZze spustit obranné reakce posilujici rostlinnou
imunitu.

Uspésné patogeny vsak vyvinuly v priibdhu evoluce G&inné bilkoviny, které
vyzaduji aktivni obrannou reakci rostliny, nebot” vrozené obranné¢ mechanismy na
jejich potlaceni nestac¢i (Bolton, 2009, O’Connell a Panstruga, 2006, van Esse et al.
2008).

Zda je rostlina néachylna nebo rezistentni k infekci zélezi na mnoha
nepatrnych interakcich mezi molekulami tvofenymi rostlinou a molekulami
tvofenymi patogenem. V procesu poznani jsou kli¢ové geny rezistence (R) rostliny.
Ty koduji receptory, jeZz jsou schopny vzajemné reagovat se specifickymi, to jest

odpovidajicimi proteiny, pochazejicimi z patogenu. Témet kazda interakce hostitel —
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patogen je jedinec¢na ve zpusobu aktivace, lokalizace, trvani a rozsahu obrannych
reakci (Véchet, 2011).

Obranna reakce rostliny je vyvoldna signalnimi molekulami, elicitory,
které se vazi na specifické receptory na povrchu bunéénych membran a vytvaii
které aktivuji rozlicné obranné mechanismy, patii piechodny reaktivni kyslik,
kyselina salicylova, oxid dusi¢ny, etylén a kyselina jasmonova (Véchet, 2011).

V misté penetrace rostliny patogenem jsou extracelularné syntetizovany silné
oxidanty, tak jako H,O, 02', OH, které vedou k oxidativnimu propuknuti
(vzplanuti), nasledovanému odumfenim infikovanych buné¢k podle mechanizmu
podobného apoptéze u obratloveid (Lam et al. 1999). Tento mechanismus je
podminén zménou prostupnosti membran, ktera vede k ptivalu vapniku a drasliku
a vytoku chloridu.

Podle Thomma et al. (2001) je tato obranna strategie zvlasté ucinna proti
biotrofnim patogenim (bakterie, houby a viry).

Lokalni proces nasledné vytvaii signalni molekuly, které se Sifi celou
rostlinou, a dochazi k aktivaci patogenezi vztazenych geni (PR-geny).
Rostlina za¢ina akumulovat ochranné latky, stény bunék zesiluji a je v nich
produkovana kyselina salicylova. Celistvost téchto udalosti je nazyvana jako
systémov¢ ziskana rezistence (SAR) (Mitter et al. 1998).

Dalsi systémova reakce k infekci patogenu je indukovana systémova reakce
(ISR), které se neucastni kyselina salicylova a ktera se odliSuje od systémovée ziskané
reakce aktivaci nékterych odchylnych skupin genti patogeneze (Pieterse et al. 1996).

Obranné reakce rostliny se projevuje na fyzikalni a na chemické wrovni.
Fyzikalni reakce na snahu patogenu proniknout do hostitelské buniky spociva
v nahromadéni cytoplazmy okolo mista utoku, zvysi se tvorba kalozy a tvofi se
papily, bunécné stény se zpevnuji ligninem. Pokud bunika opravi a posili bunéénou
sténu dostateéné rychle, u¢inné tak redukuje pranik patogenu (Cerny, 1989, s. 99).

Chemicky obranny mechanismus rostliny zahrnuje konstitutivni fytoalexiny
s mikrobidlni aktivitou, které se v rostlin¢ nachazeji konstantng, nezavisle na vnej$Sim
nebezpe€i. Nekteré fytoalexiny se aktivuji az na zakladé signalizace patogenu.
DalSimi skupinami latek uG¢innymi pfi napadeni rostlin patogeny jsou laktony,
kyanogenni glykosidy, saponiny, terpeny, stilbeny, taniny ¢i defensiny
(Véchet, 2011).
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2.4.3 Abiotické elicitory

Abiotické elicitory jsou stiedem méné intenzivniho zajmu nez biotické
(Radman et al. 2003) V praxi se nejcastéji vyuziva chemicky ¢istych slou¢enin anebo
jednoduchych sloucenin kovii a vzacnych kovii obvykle aplikovanych ve vodném
roztoku o velmi nizké koncentraci (Dvotakova, 2006).

Mnoho kovovych prvkii se v rostlinném organismu bézné nachazi.
Z makroelementi jsou to hoi¢ik a véapnik, z mikroelementii pak zelezo, molybden,
mangan, kobalt, zinek, méd’, lithium, olovo ad. Tyto prvky, které¢ se v rostlinném
organismu vyskytuji v podob¢ iontli, organickych a anorganickych soli, chelata
¢i oxidi, pisobi mnohdy jako katalyzatory enzymatickych reakci, uplatiiuji se
napiiklad pfi transportnich pochodech ¢i pfi neutralizaci organickych kyselin, jsou
nepostradatelné pro fotosyntézu, biosyntézu chlorofylu a respiraci, ovliviiuji také
metabolismus rostlinnych hormonti (Novacek, 2009).

Obsah téchto prvkil v rostlin€ se v prubéhu Casu pfirozen¢ méni. Perspektivni
vysledky by v budoucnu mohly nabidnout vyzkumy zaméfené na studium
kombinovaného puasobeni nékolika abiotickych elicitori zaroven, korelace mezi
obsahem urcitého mikroprvku v rostlinném organismu a ucinnosti rozli¢nych
koncentraci na jeho bazi zaloZenych elicitorli, vztahu mezi biorytmy rostlin a délkou
periody aplikace elicitoru.

Wu et al. (2001) napiiklad prokazali zvySeni obsahu taxolu v suspenzni
kultufe pti pouziti lanthanu na 280 % bez znatelnych zmén v produkci biomasy.

Mnohé dalsi vzacné kovy maji stimulaéni U¢inky na rostlinny organismus,
respektive v nizSich koncentracich podporuji rust kultury, ve vysSich jej potlacuji.
Tento efekt byl sledovan pti plsobeni iontil europia v kalusové kultute revené dlanité
(Rheum palmatum) (Lu et al. 1997) ¢i po pifidani ionta ytterbia do kalusové kultury
koptisu ¢inského (Coptis chinensis) (Lu et al. 1998).

Kasparova et al. (2007) sledovali vliv abiotického elicitoru siranu méd'natého
na produkci suspenzni kulutury jetele lu¢niho (Trifolium pratense L. varieta DO-8
a varieta DO-9). Byl zaznamenan vyznamny narust produkce flavonoidu, ktery
dosahl u obou variet maxima (230%) pii 168 hodinové aplikaci koncentrace 100
umol.dm™. Produkci isoflavonoidi u variety DO-8 stimulovala zejména 48 hodinova
aplikace koncentrace 1 pmol.dm™, kdy doslo k nartistu produkce genistinu o 860 %

a genisteinu 0 50 %, u variety DO-9 méla nejvétsi elicitacni ucinek 168 hodinova
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aplikace koncentrace 10 pmol, pfi nizZ nastalo zvySeni produkce genisteinu o 124 %
a diadzeinu o 300 %. Flavonoidy a isoflavonoidy plni v rostlin¢ obranné funkce,
pficemz skupina isoflavonoidli patii mezi vyznamné fytoestrogeny, které mohou
piiznivé pusobit na zdravi Cloveéka pii kardiovaskuldrnich poruchach, osteoporoze
¢i menopauzalnich problémech (Tham et al. 1998).

Siatka a Kasparova (2007) dale prokazali vliv vanadi¢nanu sodného na
produkci kumarint v suspenzni kultufe andéliky 1ékaiské (Angelica archangelica L.),
ktery v koncentracich 0,2 a 1 umol.dm'3 na svétle vedl k ristu produkce kumarinti
046 % a 25 %.

Produkci flavonoida ovlivituji dle Duska (1999) elicitory v podobé chloridu
rtutnatého, chloridu kademnatého, siranu médnatého, siranu manganatého

a dusi¢nanu olovnatého.

2.4.4 Biotické elicitory

Zivé organismy ve svém Zivotnim prostiedi bézné vstupuji do riiznych vztaht
s dalSimi organismy svého druhu i mezidruhové. Mezi biotické stresory je mozné
radit patogenni mikroorganismy, jako jsou napt. viry, bakterie a jiné
mirkoorganismy, houby, dale hmyzi a zivoc¢isné Sktdce, ale také rostliny.
Biotické elicitory komplexniho slozeni pak byvaji nejéastéji homogenaty vird,
bakterii a hub (Hnilicka et al. 2003).

Marinelli et al. (1994) napiiklad prokazali zvySeni akumulace flavonoidi
v suspenzni kulutie jehlice rolni (Ononis arvensis) elicitaci homogenatem
z usmrcenych buné¢k z Escherichie coli a kropidlaka zemniho (Aspergillus terreus).

Biotické elicitory na bazi organickych sloucenin pfedstavuji druhou,
velmi Sirokou skupinu latek se stimulacnimi u€inky, pfi¢emz pocet noveé objasnénych
molekulérnich struktur rozliénych biotickych elicitorti v posledni dob¢ stale stoupa.
Radime sem riizné proteiny, glykoproteiny, oligosacharidy & rostlinné hormony
(Anderson, 1989, Hahn et al. 1989).

Elicitaci samotnou organickou latkou vyuzili ve svém experimentu Tumova
a Dusek (2000), kteti tak prokazali vyznamnou elicita¢ni aktivitu kyseliny linolové
vedouci ke zvySené tvorbé fytoalexini (isoflavonoidt) v listech rostliny fazolu
obecného (Phaseolus vulgaris). Pasobeni kyseliny linolové je pficitano blizkosti jeji

struktury ke struktufe kyseliny gama-linolenové, jez je prekurzorem kyseliny
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jasminové, jejiz methylester je fytohormonem v obranném metabolismu rostlin
(Longland et al. 1987).

Zacharius, Kalan (1990) pozorovali akumulaci glyceolinu v suspenzni kultute
s6ji lustinaté (Glycine max) vyvolanou elicitaci homogenitem Pseudomonas
syringae pv. glycinea.

Fischer, Quijano (1985) prokazali t¢innost elicitace na produkci thiarubrinu
A, ktery ma antivirové, antibakteridlni a fungicidni ucinky, v kultufe vlasovych
kofent rostliny ambrozie pefenolisté (Ambrosia artemisifolia).

Optimalni koncentraci stejného elicitoru u riznych kultur in vitro v ptipadé
jeho pozitivniho plisobeni nelze zevseobecnit a je specifickd, mimo jiné pro tu kterou
kulturu a dobu elicitace. U¢innost elicitace zaleZi na mnoha faktorech, které Gasto
pusobi synergicky, jako jsou stafi kultury, fyziologicky stav rostliny, koncentrace
elicitoru a v jakych casovych periodaich byl elicitor  podavan.
Velice dulezitou podminkou je, aby elicitor nesnizoval zivotaschopnost kultury,
proto se obecné uzivaji nizsi koncentrace elicitord (Pexidr, 2004).

Doposud stale neni uspokojivé vysvétlen mechanismus U¢inku biotickych
a abiotickych elicitorti, jakoz ani struktura biosyntetickych drah sekundarniho

metabolismu rostlin (Siatka a Kasparova, 2007).

2.4.5 Neharmonické hnojeni

Nabuzeni sekundarniho metabolismu zpasobil i stres vyvolany
neharmonickym pomérem Zivin pii hnojeni (Pasek, 1997). Kolar (1982) dosahl timto
zpusobem zvyseni tvorby genisteinu u vi¢itho bobu mnoholistého a jetele lu¢niho.
Podobny efekt byl pozorovan u rostliny tfepatky nachové hnojené neharmonickym
pomérem zivin v podobé Sestinasobného ptebytku mineralniho dusiku k drasliku
a dal$im zivinam. V tomto piipadé doslo az k 60 % narGstu obsahu uc¢innych latek

oproti rostlinam hnojenym harmonickym pomérem zivin (Kolar et al. 1998).

2.4.6 Kyselina acetylsalicylova

Kyselina acetylsalicylova (Acidum acetylsalicylicum — ASA) je fenolickou
slouceninou, chemicky 2 - acetoxybenzoovou Kkyselinou, derivatem kyseliny

salicylové (Acidum Salicylicum - SA), chemicky 2 - hydroxybenzoové kyseliny
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(Janda a Valentova, 2014). Sklada se z 60 % uhliku, 35,5 % kysliku a 4,5 % vodiku,
jeji bod tani je 136 °C a bod varu 140 °C. Pti pokojové teploté se jednd o bily
krystalicky prasek, jeho hustota ¢ini 1,40 g.cm™ (Myers, 2007).

obr. €. 2 - A —kys. salicylova, B — kys. acetylsalicylové (Janda a Valentova, 2014)

0
O§ OH

OH
OH

0 CHg
A B

Kyselina salicylovd je rostlinnym hormonem, ktery mimo svou funkci
v mnohych fyziologickych procesech (kli¢eni, bun&cny rist, dychani, vynos plodi
a dalsi) zastavad klicovou funkci vreakci na infekci patogennimi organismy
(pfevazné biotrofnimi patogeny). Zde pfenasSi signdl o napadeni do dalSich Casti
rostliny, v nichz se spousti nespecifické obranné reakce spojené s tvorbou obrannych
(pathogenesis related) proteini. Tato forma rezistence — tzv. systémové ziskana
rezistence (SAR), nesméfuje k programované bunétné smrti, nybrz k preziti
a zé&chrang rostlinnych bunék. Pfimo v misté infekce vSak nastava hypersenzitivni
reakce a programovand bunéénd smrt. Kyselina salicylova taktéz komunikuje
S ostatnimi fytohormony, jeji vztah s kyselinou jasmonovou, ktera byva nejCastéji
spojovana s obrannou reakci proti nekrotrofnim patogentim, je ambivalentni, vztah
s auxinem byl popséan jako antagonisticky (Janda a Valentova, 2014).

Podle historickych zaznami uz Hippokratés predepisoval svym pacientim
kiru a listy z vrby (Salix) ke zmirnéni bolesti a horetky. Uginek byl piipisovan
ptibuzné latce — salicinu, na ktery je vrba bohata. Analgetické a antipyretické G¢inky
rostlinnych salicylatll patrné znali jiz Cinané, Keltové, Germani &i civilizace

Sttedniho vychodu (Myers, 2007).
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Prvni syntéza ASA byla uskute¢néna vroce 1879, a pfrestoze od jejiho
prvniho 1écebného pouziti uplynulo vice jak 100 let, je i nadale predmétem zajmu
medicinalni praxe a vyzkumu. Stabilni formu ASA syntetizoval némecky chemik
Felix Hoffmann u BayerG v Leverkusenu. Pozdé¢ji byla ucinna latka nazvéna
aspirinem spojenim ,,a“ jako zkratky acetyl, dale Castice ,,spir” ze slova spirea,
tj. jména rostliny, kterd byla zdrojem salicinu a novy nazev 1éku dostal koncovku
,inn“, po léta pro medikamenty oblibenou. Acetylsalicylova kyselina se nepouziva
pouze pro zmirnéni bolesti ¢i horecky, ale také jako prevence tvorby krevnich
Srazenin — prevence ucpani tepen, tj. tedy i proti vzniku infarktu myokardu
(snizeni agregability desti¢ek) nebo mozkové mrtvice (Pexidr, 2004). ASA je
zakladem vyznamné skupiny celosvétové rozsitenych 1ékd, z nichz je vice nez 100
let nejznaméjsi Aspirin. V soucasné dobé jeho ro¢ni vyroba (véetné generickych
analogt) predstavuje okolo 45 tisic tun rocné (Myers, 2007).

ASA byla v této praci vyuzita ve formé vodného roztoku o tiech rozli¢nych
koncentracich k foliarni aplikaci za Gcelem ovéfeni ucinku na stimuldtory rostlinné
imunity u rostlin ostropestice maridnského. Dané téma experimentu za vyuZiti
elicitoru kyseliny acetylsalicylové je zatim védecky velmi omezené prozkoumanou
oblasti.

Godoy-Hernandéz a Loyola-Vargas (1997) ovétovali Géinek acetylsalicylové
kyseliny na sekundarni metabolismus suspenzni kultury barvinku rtZového
(Catharanthus roseus). Pii aplikaci ruznych koncentraci (0,5 — 20 mM)
acetylsalicylové kyseliny do zminéné kultury pozorovali zvySeni celkovych
alkaloidi o 505 %, fenolickych latek o 1587 %, furanokumarinu o 612 %
a anthokyaninu o 1 476 %.

Groenewald a Van der Westhuizen (1998) ve svém experimentu pouzili
kyselinu acetylsalicylovou na kotyledony kratkodennich rostlin svlacce
birectanovitého (Pharbitis nil) (pfed 16 - h temnostni fazi). Sledovali inhibici kveteni
a inhibici syntézy prostaglandinli v nésledujici temnostni fazi zptisobené preménou
kyseliny acetylsalicylové na kyselinu salicylovou (az z90 %) a v mensi mife
na kyselinu 2,5 - dihydroxybenzoovou.

Vydra (2007) sledoval vliv kyseliny acetylsalicylové na obsah ucinnych latek
Vv rostling trapatky nachové (Echinacea purpurea). Pozitivni vliv nizké koncentrace
(10° mol.I'Y) byl vyhodnocen na obsah kyseliny cichorové a kyseliny kavové

Vv nadzemni hmoté po dobu tii let, vliv na kyselinu chlorogenovou ve vsech
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koncentracich byl v nadzemni hmot¢ minimalni, vysledky u kyseliny kaftarové byly
smiSené v zdvislosti na roku a zvolené koncentraci. V1iv nizké a stfedni koncentrace
byl pozorovan po dobu tii let pozitivni u vSech sledovanych latek.
Vysledky pfi aplikaci vysoké koncentrace (10'3 moI.I'l) byly smiSené. Statisticky
prukazny byl vSak vliv pouze ve stfedni davce, a to na obsah vSech sledovanych
kyselin u kotfene po dobu tii let péstovani.

Vliv ASA byl také zkouman u hospodarsky vyznamnych plodin. Bergmann
et al. (1994) ov&fovali aplikaci ASA ve vodném roztoku (0,2 — 2 mg.rostlina™
nebo 1 - 2 kg.ha') na rostliny je¢mene, brambor a cukrovky, pfi¢emZ doslo
k vyznamnému zvySeni vynosu a efektivity vyuziti vody (v je¢menu az o 20 %,
v cukrovce 0 10 %). Ucinek aplikace ASA byl porovnatelny s Sesti oSetfenimi
fytohormonem kyselinou abscisovou (ABA). V nestresovych podminkach se ASA
chovala jako antitranspirant a zvySovala osmoticky tlak (n). Po nasledujicim suchém
obdobi vSak byla v oSetfenych rostlinach zvySend hodnota (n) o polovinu mensi
nez v rostlindch neosetfenych.

Pexidr (2004) provedl pokus, ktery potvrdil vliv kyseliny acetylsalicylové
na tvorbu nékterych sekundarnich metabolitid i vliv na mnozstvi sklizené hmoty
sledovanych rostlin tfapatky nachové (Echinacea purpurea) a trapatky uzkolisté
(Echinacea angustifolia), a to tak, ze u tfapatky nachové v kofenové hmoté
ve vétSiné piipadd po aplikaci stfedni davky elicitoru ASA doSlo u
maloparcelkového a poloprovozniho experimentu k vyznamnému navySeni
sledovanych latek.

Oproti Bergmannovi et al. (1994), ktefi dosahli aplikaci ASA ve vodném
rozotku zvySeni vynosu jeCmene, brambor a cukrovky, doslo u Pexidra (2004)
u rostlin rodu Echinacea po aplikaci elicitoru ASA ve vSech koncentracich ke snizeni
vynosu kofenové 1 nadzemni hmoty oproti kontrole s jedinou vyjimkou mirného
zvySeni vynosu U rostliny trapatky uzkolisté pii pouziti vysoké davky.
U vSech koncentraci doslo také ke sniZeni poctu kvéta, listl ¢i odnoZi.

Dvorakova (2006) sledovala v maloparcelkovém experimentu nepatrné
sniZzeni obsahu ucinnych latek Vv ostropestici oproti kontrole pifi nizké koncentraci
ASA 0 0,5 %, zvySeni o 22,5 % pii aplikaci stfedni koncentrace ASA a pokles
o témeét 43 % pii pouziti vysoké koncentrace ASA. Statisticka prikaznost na 5 %

hladin¢€ vyznamnosti nebyla vSak v zddném z ptipadl potvrzena.
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2.5 Ostropestirec mariansky - popis rostliny

2.5.1 Pivod

Ostropestfec maridnsky je jednou z nejdéle znamych 1éCivych rostlin na
evropském kontinenté s ptivodem v oblasti Stredomofti, odkud se pozdéji rozsitil po
celém svétd. Aredl jeho rozsifeni zahrnuje oblast Kavkazu, Irdnu, Syrie (Stary,
2000), severni Afriku, Kanarské ostrovy, Pyrenejsky poloostrov, Madeiru, byl
zavleCen i do Ameriky a Australie (Husakova a Lhotska 1981). Dnes je ostropestiec
péstovan na plantazich v mnoha evropskych zemich, severni Africe, Severni a Jizni
Americe, stfedi a zapadni Asii a jizni Australii (Chiavari et al. 1991, Morazzoni
a Bombardelli, 1995, Carrier et al. 2002).

Ostropesttec byl vzdy povazovan za jednu z nejucinngjsich 1é¢ivych rostlin
a zminky o ném najdeme témét ve vSech vyznamnych herbarich od dob stiedoveku,
jako napiiklad v herbaii abatySe Hildegerdy =z Bingenu, Hieronyma Bocka,
Mattioliho a dalsich (Jegorov, 1996). Jiz od dob antiky byl pouzivan jako jaterni
tonikum. Patrné prvni zminka pochazi od Theophrasta z Erastu, ktery jej ve 4. stl. pf.
n. l. ve svém spisu o zkoumani rostlin nazyva Pternix. Gaius Plinius Secundus pak
v 1. stl. n. 1. pak uvadi, Ze ve smé&si s medem vede k odtoku zluéi (Jones, 1966).

Na zéklad¢ Hippokratovy teorie o ¢tyfech zékladnich télesnych Stavach byla
jatra povazovana za zdroj zluce (zluté zluce a Cerné Zluce). Nadbytek ¢i naopak
nedostatek jedné ze Stav mél pifimy Uc¢inek 1 na psychicky stav Clovéka, vrozeny
pomeér §tav pak vypovidal o temperamentu jedince. John Gerard piSe ve své Obecné
historii rostlin z roku 1597, Ze ostropestfec mariansky je nejlepSim lékem na vSechny
nemoci zpusobené ¢ernou zluci (,,melancholy*) (Grieve, 1931).

Anglicky lékat a alchymista Nicolas Culpepper pak v 17. stoleti pak uvadi,
Ze ostropestiec Cisti jatra a slezinu a poméha proti zZloutence (DerMarderosian, 2003).

Ostropestiec byl v Evropé také péstovan v zahradach jako zelenina,
mladé listy se pouzivaly do salati jako ndhrada za Spenat, mladé stonky se
upravovaly na zplsob chiestu, kofeny se nechavaly pfes noc namocené ve vode,
aby ztratily hotkost, a jedly se v upravach jako cerny kofen, kvétni luzka
pfipominajici artyCoky byla pfipravovana jako artycoky (Hedrick, 19109,
Grieve, 1931)
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Rodové jméno Silybum patrné vzniklo zfeckého ,silybon* — strapec,
podle tvaru a velikosti Uboru. Druhové jméno vychdzi zlegendy o bilém
mramorovani na listech, které mélo byt mlékem Panny Marie (Stary, 2000).

Rystonova (2007, s. 380) uvadi mimo jiné tyto lidové ndzvy ostropestice
maridnského: bejli Panny Marie, bodlak, bodlak mariansky, bodlék opilct, jaterni
seminko, jméli Panny Marie, koteni podjedové, Kristova koruna, pestfec, podstiel
¢i volcec.

V soucasné¢ dob¢ dochazi k stale castéjSimu vyuzivani biomasy jakozto
obnovitelného zdroje energie. Mimo rychlerostouci dieviny lze také efektivné
pestovat energetické rostliny bylinného charakteru. Jedna se o robustni rostliny
schopné velmi intenzivniho rdstu a tvorby velkého mnozstvi nadzemni hmoty,
ktera je nasledné€ vyuZzivana k energetickym ucelim. Ostropestiec mariansky se jevi

jako velmi perspektivni energeticka bylina (Pettikova, 2005).

2.5.2 Botanicka charakteristika

Ostropestfec mariansky (Silyjpum marianum L.), synonymné Carduus
marianus, z ¢eledi hvézdnicovitych (Asteraceae), je bylinou podobnou pchacim
a bodlakim (Husédkova a Lhotska, 1981). Podobnost sbodlakem vyjadiuji
i cizojazy¢né nazvy, anglicky ,,milk thistle®, francouzsky ,,chardon Marie®, némecky
»Mariendistel“ (Stary, 2000). Na naSem uzemi se jedna o jednoletou bylinu,
vyjimeéné dvouletou (Spitzova, 1997). V ptiznivych klimatickych podminkach je
ozimého charakteru, v nasich podminkach téméf vzdy vymrzajici (Kubinek, 1987).
V teplych zahrani¢nich oblastech je velmi vyznamnou plevelnou rostlinou
(Husakova a Lhotska, 1981), jeho nizka odolnost proti mrazu jej vSak u nés Cini
pouze vzéacnou plevelnou rostlinou (Kubinek 1987). Ostropestiec prechodné zplatuje
na rumiStich, pustych mistech, kefnatych a kamenitych stranich (Husakova
a Lhotska, 1981). Vedle zplanéni na mistech péstovani mize byt i zavlékan.
V Ceské republice se piirozend vyskytuje predevsim v termofytiku a mezofytiku,
vzacné v oreofytiku (Slavik, 2004).

Ostropestifec rychle a spolehlivé kli¢i (Stary, 2000). Vzchazet muze
Vv optimalnich podminkéch i po 5 dnech, primérn¢ vSak 2 - 3 tydny po vysevu.
Ptizemni rizice velkych, lalocnatych listl s dozluta zabarvenymi trny (Stary, 2000)

se vytvoii do dvou mésicu po vysevu (Kubinek, 1987). Listy pfizemni rtzice jsou
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podobné tvarem i barvou lodyznim, dosahuji délky az 40 cm a lisi se od nich
rozsitenou hluboce zlabkovitou stiedni zilkou (Slavik, 2004).

Tato faze ma vyznamny vliv na tvorbu a sloZeni silymarinového komplexu
(Gromova, 1993). Rostlina pfechazi do generativni faze zacatkem dlouzivého ristu
(Stary, 2000) a rychlé tvorby rozvétvené, kvétonosné lodyhy, kterd dosahuje konecné
vysky 1 — 2 metry, maximalné¢ 2,5 metru (Kubinek, 1987). Lodyha podobna
benediktu je silna, sbilou dieni, zaoblen¢ hranatd, dole husté olisténd, Vv horni
poloviné bohaté vétvena a fidceji olisténa (Slavik, 2004).

Listy svym tvarem dobte svadéji vodu ke kotentim (Stary, 2000), jsou zelené,
stiidavé, tuhé, lesklé, objimavé (Husakova a Lhotska, 1981), podlouhle eliptické
a na okrajich ostnit¢ zubaté (Opletal a Volak, 1999), na zilnatin¢ bile mramorované
(Janc¢a a Zentrich, 1995). Zpravidla je siln¢ vyvinut kilovy koten (Spitzova, 1997).

Povétsinou jednotlivé mohutné vzptimené tbory, velké 5 az 8 cm (Spitzova
1997) maji dlouhou stopku, zadkrov na bazi vmacknuty a okrouhle obvejcité vnéjsi
zékrovni listeny (Slavik, 2004). Ubory jsou Gervenofialové kvetouci (Stary, 2000),
ziidka s bilymi ¢i bled¢ fialovymi kvéty (Opletal a Volak, 1999), s lysym, kulovitym
zakrovem a ostnit¢ zubatymi listeny, které vybihaji v mohutné, zlabkovité, nazpét
ohnuté ostny (Husakova a Lhotska, 1981). Kvéty jsou dlouhé 3,5 — 4 cm s velmi
dlouhou bilou korunni trubkou, kterd v horni tietin€ pfechazi v ervenou az svétle
fialovou (Slavik, 2004). Ostropestiec kvete v zavislosti na terminu vysevu Vv ¢ervenci
az zafi (Moudry, 2012), je cizosprasny, hlavnimi opylovaci jsou véela a ¢melak.
Ostropestfec patii mezi vyznamné medonosné rostliny (Spitzova, 1997).
V kazdém uboru je pfiblizn€ 190 semen, coZ v priméru z jedné rostliny pii 94 %
kli¢ivosti a hmotnosti jednoho semene 22 mg dava 6 350 semen (Sindel, 1991).

Plodem ostropestice je tmavohnédd, zihana nazka dlouhd 6 — 7 mm a Siroka
3 mm (Spitzova, 1997). Pokud je v obdobi tvorby plodii destivé a chladné pocasi,
jejich obaly se mnohdy viibec nezbarvi (Czabajska et al. 1989). Semena maji leskly
bily chmyr, ktery je u baze srostly a dlouhy asi 10 — 15 mm (Husdkova a Lhotska,
1981). Semena se vyuzivaji i s obaly, jelikoz se ucinné latky nachazeji bezprostredné
pod osemenim (Jaro§, 1992), pficemz relativné nejveétsi mnozstvi ucinnych latek je
v semenech z vrcholovych tbord (Gromova, 1993). Droga ma nahoiklou chut’ a je
bez pachu (Opletal a Volak, 1999).

36



obr. €. 3 - Detail kvétu ostropestice marianského

Foto: Jindfich Petr

2.5.3 Péstovani

2.5.3.1 Pidni a klimatické podminky

Ostropesttec mariansky lze péstovat v Sirokém pasmu pidnich a klimatickych
podminek diky jeho relativné vysoké prizplsobivosti. Podminky fepaiského
vyrobniho typu se nejvice podobaji klimatickym podminkam aredlu jeho ptivodniho
rozsiteni (Spitzova, 1997). Jeho optimalni pliidni prostiedi je bohaté na ptidni humus,
ve staré pudni sile, S neutralni ptidni reakci a dostatkem vldhy. Nevhodné jsou melke,
piscité, stérkovité a kyselé pudy, stejné jako vysusné jizni svahy, na kterych nema
rostlina dostatek vody zvlasté v kritickém obdobi pfechodu do generativni faze
spojeného s prudkym naristem biomasy v podobé kvetonosnych lodyh
(Moudry, 2012). Mimo jiné je ostropestiec pii nedostatecném vlahovém rezimu
nachylnéjsi k napadeni padnimi houbami zrodu srpovnicka (Fusarium).
Nepfemokiené a neutuzené tézké pady Ize kjeho péstovani také vyuzit,
ovsem na ukor niz§iho vynosu oproti pudam kvalitngjsim (Dvorakova, 2006),

tedy hlubsim hlinitym pidam s velmi dobrou zasobou zivin (Ryant, 2005).
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2.5.3.2 Seti

Svétla az tmava semena ostropestice jsou svym tvarem a velikosti blizka
osivu obilnin. Hmotnost tisice semen ¢ini 25 — 30 g. S rostouci délkou skladovani
klesa jejich klic¢ivost, proto se nedoporucuje pozivat osivo skladované déle nez
2 roky (Kubinek, 1987).

Vhodnymi pfedplodinami jsou zlepSujici plodiny jako legumindzy
¢1 organicky hnojené plodiny (Moudry, 2012), ovSem lze jej zafadit i po obilnin¢.

Ptiprava pudy pfed setim spociva v hluboké podzimni orbé, podmitce po
sklizni ptedplodiny, na siln€ proschlé pudy lze doporucit i valeni (Dvotakova, 2006).

Vysev je realizovan piesnymi secimi stroji do Sirokych fadkd. Norma vysevu
se pohybuje mezi 5 az 8 kg.ha™. Vysev se provadi podle pocasi a regionu v bieznu az
dubnu (Spitzova, 1997), pfi teploté pudy minimalné 5° C. V¢asny vysev zajistuje
dostatek vlahy pii vzchazeni a ochranu pifed tracheomykozou (Kubinek, 1987).
Naproti tomu vysev na konci dubna vede k niz8i tvorbé nadzemni biomasy,
coz usnadiiuje mechanizovany sbér. Zrani Uborii se vtomto piipadé piesouva
do sussiho a teplejSiho obdobi, a tim Se zvySuje obsah silymarinu v semenech
(Gromova, 1993). Hnojeni pidy ve spojeni s pozdéjsim vysevem ma také pozitivni
efekt na vynos semen, obsah silymarinu a podil nenasycenych masnych kyselin
(Andrzejewska a Skinder, 2007)

Hloubka vysevu by méla byt 2 — 3 cm. Hlubsi vysev do 5 cm za soucasného
zvyseni normy vysevu az na 12 kg.ha'l je opodstatnény v suchych podminkach a mél
by byt doprovazen valenim pudy (Moudry, 2012).

Vhodny spon péstovani je mezi 30 x 30 cm az 40 x 40 cm, pocet jedinch
na 1 m? by se mél pohybovat mezi 6 - 12 (Kubinek, 1987). Pro malopéstitele se
doporucuje spon §irsi (Gromova, 1993).

Schulte (1999) uvadi, Ze mnozstvi postrannich (laterdlnich) stonkil
ostropestice zavisi na hustoté vysevu a klimatickych podminkach. Studie doklada,
ze ostropestiec vysety v nizké hustot¢ 10 rostlin na metr Ctverecni vytvari
10 - 16 lateralnich stonkd. Dvojnasobny vysev snizi pocet postrannich stonk o vice
nez polovinu. Ve Spanélsku bylo dosaZeno nejvyssich vynosi pii hustoté vysevu
40 - 50 rostlin na metr ¢tvere¢ni, v Némecku pii 20 - 30 rostlinach na metr ¢tverecni.

Byly provadény experimenty s velmi nizkou hustotou, 5 - 7 rostlin na metr

&tvereéni, kde jedna rostlina pokryva plochu 1 500 — 2 000 cm? a vynosy se pohybuji
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od 0,7 do 1,4 t.ha™ (Foldesi a Barsi, 1983, Carruba a la Torre, 2003, Omidbaigi et al.
2003, Geneva et al. 2008).

Pfi hustoté 30 rostlin na metr ¢tverecni je plocha rostliny 190 - 370 cm?,
tj. pétkrat az osmkrat mensi, pti¢emz vynosy byly srovnatelné ¢i vyssi (Ruminska,

1991, s. 424).

obr. €. 4 - Vyzrala semena ostropestice marianského

Foto: Jana Dvorakova

2.5.3.3 Hnojeni a vyZiva

Aplikace mineralnich hnojiv a rustovych regulatora obvykle vede k rozvoji
vegetativnich ¢asti rostliny diky nastartovani primarniho metabolismu (Chernyadev,
1994). Pozitivné ovliviiyji riist, pocet postrannich lodyh a pocet ubord na jednu
rostlinu. Tyto zmény jsou spojené s pozmeénénou dobou kveteni, kvalitnéjSim
dozravanim semen a zvySenym vynosem. Vliv na produkci flavonoidi a latek

silymarinového komplexu byl sledovan také kladny (Geneva et al. 2008).
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Presto mlze vést v n¢kterych ptipadech aplikace hnojiva na list k mobilizaci zivin do
kotenii (Wojcik, 2004).

Piestoze maji hnojeni a pidni podminky vyznamny vliv na rdst a vynos
porostl ostropestice, bylo prokdzano, ze mnozstvi srazek béhem kritického obdobi
pusobi na vynos ostropestice mnohem vice (Kubinek, 1987).

Pozorovéani v severnim Egypté prokdzala pozitivni vliv hnojeni dusikem
a fosforem na vynos nazek, obsah oleje a silymarinu v rostliné (Omer et al. 1998).
Nejvhodnéjsim zplisobem hnojeni se ukazala délend aplikace siranu amonného
ve dvou terminech (Omer, 1996). Vysoké davky dusikatych a draselnych hnojiv
vedou k vyssimu vynosu nazek, nicméné obsah oleje a silymarinu v nazkach neni
vysokymi davkami ovlivnén (Omer et al. 1993, Omer et al. 1995).

V naSich podminkach se doporucuje délené hnojeni davkou 60 — 90 kg N
na hektar, polovina az dvé tretiny se aplikuji pfi jarni predsetové pripraveé pudy,
zbytek ve fazi 6 - 8 pravych listl, v suchych a teplych oblastech vSe pied vysevem.
Spole¢né s podzimni hlubokou orbou je vhodné zapravit i organickd hnojiva
(Kubinek, 1987). Pausaln¢ lze aplikovat piedsetové 300 - 400 kg NPK na hektar
(Ryant, 2005).

Ramcovd metodika Zemédélského vyzkumného tustavu Krométiz, s.r.o.
pro péstovani ostropestice marianského (2003) doporucuje aplikaci 45 - 60 kg N,
17,5 kg P a 33,2 kg Kna hektar, coz v praxi znamena aplikaci 200 kg NPK
(19-19-19) na hektar. V ptipadé vysoké nebo velmi vysoké zasoby drasliku v pudé
pak navrhuje aplikovat 100 kg Amofosu na ha na podzim. Na jate je potom vhodné
hnojit 100 az 150 kg dusi¢nanu amonného pied setim nebo ihned po zaseti.
Jako nejvhodngjsi regiony pro péstovani ostropestice marianského jsou zde
popisovany zemédélska vyrobni oblast fepaiskd nebo obilnaiska s hlubsi hlinitou
pudou a s velmi dobrou zasobou Zivin.

PInou a soustavnou pozornost pii hnojeni je vSak tfeba také vénovat dodavani
kvalitni organické hmoty, ktera je schopna eliminovat, nebo alespon omezovat
nepiiznivé vlastnosti ptd (Kolat, 1987).

Primérni zdroje organické hmoty kryji potieby org. latek na orné puad¢ asi
2 50 — 70%, zbytek (asi 1,5 — 3,0 t OL. ha™) je potieba dodat v podobé organickych
hnojiv (Tesar a Van¢k, 1992).

Organickd hmota se v piid€ nachazi v riizném stadiu skladnych a rozkladnych

pfemén. Primdrni, nerozloZend organickd hmota slouzi ptedevS§im jako vychozi
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humusotvorny material a jako zdroj energie pro pudni edafon. Fyzikalnimi a
chemickymi procesy (dekompozice, mineralizace, polymerace, kondenzace a
dalSimi) za soucinnosti pidnich organismti se zni tvofi padni humus.
Organické piidni koloidy pak vstupuji do vazeb s minerdlnimi ¢asticemi a obnovuje
se tak tzv. stara pudni sila. Organomineralni slouceniny plni v pidé fadu funkci a
vyznaCuji se velmi vysokou sorpéni schopnosti pro ziviny i pro vodu
(Sarapatka et al. 2010).

Pidni organickd hmota po pfeméné na pidni humus ma pfiznivy vliv
pfedevsim na:

- vytvareni pidnich agregati,

- sorp¢ni a iontovymeénné procesy v pude,
- vldhovy rezim v pudgé,

- vyuzitelnost rostlinnych Zzivin,

- detoxifikaci Skodlivych sloucenin,

- ¢aste¢nou detoxifikaci tézkych kovi,

- biologickou, biochemickou a biofyzikalni dynamiku ptudy (Kolafr,
1987).

Specifickym organickym (statkovym) hnojivem, které bylo vyuzito
vV provedeném maloparcelkovém pokusu, je kompost, nebot” v ném jiz probéhly
humifika¢ni procesy. Cinnosti piidnich organismii dochizi v aerobnim prostiedi
k odbourani ptivodnich organickych substanci a jejich pfeméné na stabilni humusové
latky. Proces tvorby kompostu probiha v n€kolika navazujicich fazich, kdy dochazi
ke zvySovani teploty a ¢innosti mezofilnich a termofilnich organismu, ktera nasledné
prechazi v ochlazovani za ¢innosti hub, bakterii a aktinomycet. Poslednim stadiem je
zrani se syntézou humusovych latek (Kudelkova et al. 1999).

Celkové ztraty hmotnosti ¢ini piiblizné polovinu plvodni hmotnosti
kompostovaného materialu. Délka procesu =zavisi na zvolené technologii
kompostovani (Kalina, 2004)

Aplikaci kompostu dochazi i na ptidach ve velmi suchych oblastech (Zeytin a

Barana, 2003) ke sniZzeni objemové hmotnosti pidy (pfirozené nakypteni),
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zvyseni stability padnich agregatl, zvySeni porovitosti a snizeni odtoku ptidni vody
(Kovaricek et al. 2012).

Z hlediska udrzeni pfip. zvySovani obsahu kvalitniho humusu v orné pudé¢ se
jevi jako dostatecné davky 6 — 8 t suché hmoty kompostu na 1 ha a rok.
U pud dostate¢né zasobenych humusem davka 3 — 5 t suché hmoty kompostu na 1 ha

a rok (Erhart a Hartl, 2010).

2.5.3.4 Ochrana proti plevelim

A4

druhy plevelt jsou pro n& merliky, lebedy, oves hluchy, hoi¢ice, ohnice, vydrol
fepky a obili, vytrvalé plevely jako pyr a pcha¢, a dalsi méné Casté plevele, které jej
prerustaji ve fazi listové ruzice. Pro redukci pleveli se doporucuje mechanicka
kultivace mezitadkli. Vhodné je pleckovani rotacnimi pleCkami na cukrovku.
Po zapojeni porostu je negativni vliv pleveli omezen na minimum (Kubinek, 1987).
Herbicidni pfipravky vyuZivané k ochrané ostropestice zahrnuji Gesagard 80,
1,2 - 2 kg.ha' a Amfalon 80, 1,5 - 2 kg.ha™, oba uginkuji proti dvoud&loznym
plevelim a aplikuji se preemergentné, tedy do 3 dni po zaseti. Proti jednodéloznym

pleveliim se uzivaji vhodné graminicidy (Ramcova metodika, 2003).

2.5.3.5 Ochrana proti chorobam

24

vadnuti (Kubinek, 1987). Pivodcem této choroby jsou houby rodu srpovnicka
(Fusarium), které za vhodnych podminek, tj. v kyselém, suchém prostfedi, za teplot
s optimem mezi 26 - 28° C a pfi celkovém oslabeni rostlin, napadaji ostropestiec
a zpusobuji vice ¢1 méné zavaznd poskozeni, kterd mohou vyustit aZz v thyn rostliny.
Nejefektivnéjsi ochranou je vcasny vysev biologicky hodnotného osiva, které je
vhodné mofit (Kubinek, 1987). Chemicka ochrana proti tracheomykoze se jevi pro
praxi piili§ nakladna. K moteni se doporucuje napiiklad ptipravek Fundazol
(Moudry, 2012).

Zavazné problémy obzvlasté v podhorskych oblastech zpiisobuje plisen Seda

(Botrytis cinerea) (Spitzova, 1997). Tento saproparazit zpisobuje na rostlinach ve
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fazi kveteni a zrani hnédnuti, Cerndni, zasychani az upadavéani celych ubort.
Vhodnou ochranou je taktéz v¢asny vysev moieného osiva (Kubinek, 1987).

Mezi choroby ostropestice S marginalnim vyznamem se fadi padli ¢ekankové
a skvrnitosti zpasobené druhy rodu cern (Alternaria) a brani¢natka (Septoria)
(Kubinek, 1987).

Nejvyznamnéj$imi zivociSnymi $klidci jsou mSice, housenky polyfagnich
Sktidcti a babocky bodlakové (Spitzova, 1997). Semena mohou po seti vyzobavat
bazanti, dozravajici plody jsou ldkavé pro ptaky, piedevsim pro zvonky a vrabce

(Kubinek, 1987).

2.5.3.6 Sklizen

vvvvvv

zdasahem, nebot rozhodujici mérou limituje kvalitu a vynos drogy.
Ubory ostropestice dozravaji postupng, odshora dolfi, pfi¢emz semena v uborech
dozravaji od stiedu k obvodu (Spitzova a Placr, 1994).

Ve fazi zralosti vyvstava dal$i komplikace v podobé zna¢ného mnozstvi
vegetani vody v rostliné. Sklizeni pouze zralych semen s optimalni koncentraci
zadoucich latek je tudiz technicky nemozna. Porost by se mé¢l sklizet pii 30 %
zastoupeni piezralych rozevienych ubort, zbylé tibory by mély v té dobé zasychat.
Sklizet by se mélo pomoci techniky pro sklizen obilovin, tj. vhodné upravenou
sklizeci mlatickou (Kubinek, 1987). Vlhkost nazek by se pii rucni sklizni méla
pohybovat mezi 13 az 18 % (Gromova, 1993).

Nejvhodnégjsi dobou pro sklizen se jevi vlhké pocasi, kdy se bory uzaviraji
(Moudry, 2012). Desikace neni doporuc¢ovana vzhledem k riziku obsahu rezidui
v droze (Spitzova a Placr, 1994, Kubinek, 1987). Po vymlatu se semena vycisti,
zbavi se chmyru a dosousi se (Opletal a Volak, 1999).

Andrzejewska et al. (2010) dosahli ve svém pokusu prumérného vynosu
plodi 1,23 tha™, tj. 26,5 kg silymarinu na hektar. Pfi rozdilnych vlhkostnich
a teplotnich podminkach dosahovaly vynosy ploda od 0,55 do 1,68 tha' a vynosy
silymarinu od 13,3 do 35,4 kg.ha™. Pozd&jsi vysev v pilce dubna nemél na vysi
vynosu vliv, ovSem zvysil se obsah silymarinu o 0,4 % a vynos silymarinu
0 5,3 kg.ha'. Zvyseni vysevu z 12 na 24 kg.ha® vedlo k mirnému zvyseni vynosu

(40 kg.ha), obsah silymarinu nebyl pfi vy$§im vysevu ovlivnén. Primémy podil
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silymarinové slozky v semenech byl 2,18 %. Pomér silydianinu k silychristinu byl
1:2,2 a pomér k silydianinu k sumé¢ silybinu a isosilybinu dosahl hodnot 1 : 3,3.

Na bohatych, hlubokych a zivinami dobfe zdsobenych piidich mohou vynosy
semen dosdhnout az 2 t.ha. Avsak na bohatych ptidach obzvlasté po silnych letnich
destich dochazi k masivnimu ristu vegetativnich ¢asti rostliny, které ztézuji sklizen

(Schulte, 1999, Haban et al. 2009).

obr. €. 5 - Ostropestiec mariansky - faze zralosti pfed rozevienim uboru

Foto: Jindfich Petr
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2.6 Utinné latky
2.6.1 Lignany

Lignany tvoii skupinu, dnes jiz vice nez 500 zndmych, ptirodnich sloucenin
(Beran, 2007), které vznikaji jako produkty sekundarniho metabolismu cévnatych
rostlin. Skladaji se ze dvou fenylpropanovych jednotek, které jsou spojeny pies
centralni () uhliky obou postrannich fetézca (Slanina, 2000).

Lignany byly nalezeny ve vSech ¢astech rostlin, obzvlasté¢ markantni je jejich
pfitomnost ve dfevé a kiife stromil, kde nékteré znich slouzi k syntéze ligninu.
U nékterych druht nahosemennych a dvoudé€loznych rostlin byl nejvy$si obsah
zaznamenan v pryskyficich ¢i semenech (Slanina, 2000).

Pfitomnost lignani byla prokdzana i v krvi a moci savcl, kde vznikaji
pfeménou rostlinnych lignant ptijimanych v potravé.

Tyto slouCeniny maji vyrazny antimikrobidlni, antibioticky, antivirovy,
antioxidacni a antinutri¢ni potencial. Nepolarni charakter pak umoziuje lignantim
prostoupit bunécnou sténou, a ovlivnit tak celou fadu biologickych déju.
Jejich vyuziti ve farmaceutickém primyslu sahd od prevence kardiovaskularnich
onemocnéni az po vyvoj lécCiv plsobicich proti viru HIV (Slanina, 2000).
Lignany maji vyznam 1 v chemickych interakcich mezi rostlinami a houbami,
rostlinami a hmyzem a rostlinami navzajem (Harmatha, 2005).

Existuje Siroka Skala latek ptibuznych s lignany, které se nazyvaji neolignany.
Sestavaji také ze dvou fenylpropanovych jednotek, které jsou ale spojeny jinou
vazbou nez pies centralni () uhliky alifatickych fetézch (Slanina, 2000). I tyto latky
nabizeji vyznamné moznosti farmaceutického uplatnéni. Konoshima et al. (1991)
prokdzali napfiklad inhibi¢ni G€inky neolignanii izolovanych z rostliny Sacholanu
(Magnolia officinalis) na virus Epstein-Barrové a poukazali na moznost jejich vyuziti
pii protinadorove 1éEbe.

Dalsi skupiny sloucenin, kter¢ maji jednu cast molekuly tvofenou
fenylpropanovou jednotkou a druhou ¢ast jinou ptirodni latkou, zahrnuji naptiklad

kumarinolignany, flavanolignany a lignin-iridoidy (Slanina, 2000).
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2.6.2 Flavanolignany

Flavonoidy jsou latky polyfenolické povahy s pfirozenym vyskytem ve vSech
¢astech rostlin. (Jegorov, 1996). Fenoly jsou aromatickymi analogy alkoholi,
piicemz alkoholy maji hydroxylovou skupinu vazanou na sp-hybridizovany atom
uhliku a fenoly maji hydroxylovou skupinu vdzanou na sp’-hybridizovany atom
uhliku aromatického kruhu. Fenoly jsou asi milionkrat kyselej$i nez alkoholy
(McMurry, 2007). Fenolické latky predstavuji rozsahlou a riznorodou skupinu
sekundarnich metabolitd. Patii do ni latky od jednoduchych derivati benzenu,
kyseliny benzoové a skoficové, pres flavonoidy, antokyany a kumariny az po latky
slozité, jako jsou tiisloviny a lignin (Prochazka, 1998).

V roce 1952 bylo objeveno, ze aktivnimi latkami semene ostropestice jsou
pravé flavonoidy, pficemz struktura silybinu a silydianinu byla popsana v roce 1960.
Smés vSech flavonoidii je nazyvana silymarin, ktery mimo shora uvedené obsahuje
i silychristin a iso-silybin. Tyto latky jsou tvofeny flavanonem taxifolinem,
k némuz je oxidativni adici pfipojena molekula koniferylalkoholu, jenz je béZnou
soucasti ligninu. Proto byl tento typ flavonoidi souhrnné pojmenovan flavanolignany
(Jegorov, 1996). Latky silymarinového komplexu jsou pak v procentualné nejvyssim
zastoupeni, asi 70 — 80 % (Kien aWalterova, 2005), obsazeny v oplodi a osemeni
plodi (Indrék a Chytilova, 1992).

Podil flavanolignanii, tj. silymarinu, v suSin€ se pohybuje nejcastéji
od 1 do 3 %, ale mize dosahnout az 4 % (Koztowski a Hotynska, 1985, Chiavari et
al. 1991).

Semena ostropestiece mimoto obsahuji bilkoviny (25 - 30 %), flavonoidy
(taxifolin, kvercetin, kemferol), aminy (tyramin, histamin), steroly (kampesterol,
stigmasterol, beta-sitosterol), tokoferol (0,6 %) a olej (20 - 30 %) tvofeny piedevsim
kyselinou linolovou, olejovou a palmitovou (Opletal a Volak, 1999).

Indrék a Chytilova (1992) jesté dopliuji obsah sacharidli, malého mnoZzstvi
silice a konkretizuji sloZeni olejového podilu na 60 % kyseliny linolové, 15 - 26 %
kyseliny olejové, 2 % kyseliny linoleové a 8 - 12 % nasycenych mastnych kyselin.

Slavik (2004) uvadi obsah jednotlivych slozek oleje na 55 - 72 % kyseliny
linolové, 15 — 20 % kyseliny olejové a 8 — 14 % nasycenych mastnych kyselin,
obsah tokoferolu se pohybuje mezi 500 — 800 mg.kg™.
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Z terapeutického hlediska nejucinngjsi slozku silymarinového komplexu
ptredstavuje silybin, tvofeny silybinem A a silybinem B, pfiblizn¢ v poméru 1 : 1
(Stary, 2000). Nejméné aktivni slozku patrné tvoii iso-silybin (Jegorov, 1996).
Sersen et al. (2006) zjistili, ze proti fenylglykolovym ketylovym radikalim
a radikalim DPPH je ze slozek silymarinu nejucinnéjsi silychristin.

Presnéjsi metody analyzy a separace ukéazaly, Ze silymarin sestava z velkého
mnozstvi flavanolignanti zahrnujicich mimo silybin (SBA, SBB), isosilybin
(ISBA, ISBB), silydianin (SD) a silychristin (SC) i1 dalsi flavanolignany jako
dehydrosilybin,  desoxysilychristin, desoxysilydianin, silandrin, silybinome,
silyhermin a neosilyhermin. Diky svym antioxida¢nim a stabiliza¢nim vlastnostem
chrani tyto slozky rozli¢né organy a butiky proti poranénim (Kvasnicka et al. 2003).

Nyiredy et al. (2008) pftisli s celou Skalou novych derivati ziskanych
z variety ostropestice s bilymi kvéty, kterou nazvali Silymiran. Za proklamovaného
pouziti chromatografickych metod popsali latky ziskané z bilokvété variety jako
cissilybin, isocissilybin, isosilandrin A a B, cissilandrin, ad. Jejich vysledky vSak
popreli Kien et al. (2010).

Flavanolignany pak byly izolovany i z mnohych dalSich rostlin jako napf.
z tisu zapadoamerického (Taxus brevifolia) (Arslanian et al. 1995), ostropse
(Onopordum corymbosum) (Cardona et al. 1990) ¢i ovsa setého (Avena sativa)
(Wenzig et al. 2005).

263 Silyb

Hlavnim zamérem péstovani ostropestice je produkce kvalitni drogy
s vysokym obsahem latek silymarinového komplexu. Tento cil je v§ak komplikovan
sklizné, ale u neslechténych rostlin 1 nizkou koncentraci ucinnych latek,
napt. silybinu 0,2 - 0,6 %. Z toho divodu byla vyslechténa silybinova chemovarieta
s obsahem silybinu asi 2,5 % a silychristinu 1,5 % za absence silydianinu,
jez byla zapsana do Listiny povolenych odrid v roce 1988 pod nézvem Silyb
(Indrdk a Chytilova, 1992). Pii vyuziti nejnovéjSich farmakologickych poznatka
muze cilené Slechténi pomoci dosédhnout standardni produkce kvalitativné co mozna

nejhodnotnégjsich surovin pro farmaceuticky primysl.
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2.7 Farmakologické ucinky

Ostropestfec mariansky je vyuzivan v evropské mediciné po staleti jako
nejucinnéjsi 1€k na choroby jater. Systematické studie aktivnich slozek zacaly
v 60. letech 20. stoleti. Wagner et al. (1967) poprvé izolovali silymarin ze semen
ostropestice, pfiCemz pozd¢ji odhalili, ze se nejedna o jednu latku, ale cely komplex
flavanolignanti. Byly uéinény pokusy ziskat silymarin biotechnologickymi
metodami, vysledky zatim nedokazuji, Ze by v blizké budoucnosti mohlo dojit
k nahrazeni polni plodiny ostropestice jako zdkladniho zdroje farmaceutického
materialu (Cacho et al. 1999, Alikaridis et al. 2000, Sanchez-Sampedro et al. 2008).

Produkce silymarinu a na jeho bazi zaloZenych 1€kt celosvétové stéle roste,
mezi nejvétsi producenty se fadi Cina, Spanélsko, Ceské republika, Indie a Brazilie.

Ocetovan je predevsim piiznivy G¢inek na obnovu a stabilizaci bunéénych
stén jater a pozitivni vliv na metabolismus hepatocytd. Indikace nejrozsitenéjSich
1kt zahrnuji predevSim toxickometabolické alterace jater (steatozu, polékova
poskozeni, otravy) a akutni hepatitidy (Kummer et al. 2000).

Latky silymarinového komplexu ucinkuji pozitivné pii bakteridlnich,
virovych, mykotickych onemocnénich a akutnich otravich jaternimi jedy tim,
ze pohlcuji volné radikaly, inhibuji ¢innost oxiddz a peroxidaz, vazi se na bunétné
membrany a pronikaji 1 do bunéfnych jader, kde stimuluji syntézu bilkovin,
¢imz dochazi k opravé poSkozenych bunc¢k a tvorbé novych jaternich enzymd.
Tyto Gcinky jsou pfic¢inou vyjimecného vlivu flavanolignanii na jaterni parenchym a
jeho regeneraci (Jegorov, 1996).

Studie prokézaly piiznivé ucinky silymarinu v prevenci a 1é¢bé rakoviny
prsou, prostaty a kize (Pepping, 1999), jakoz i rakoviny tlustého stfeva
(Hogan et al. 2007) ¢i plic (Agarwal et al. 2006).

Lidové 1écitelstvi vyuziva semena, kofen i listy ostropestice ve formé¢ odvart
¢1 tinktur. Odvar z kofene pomaha pfi bilém vytoku a pfi slabé menstruaci, odvar
z listd pak pii zloutence, zanétu pohrudnice a plic a zluénikovych kamenech
(Janca a Zentrich, 1995). Semena se mohou vyuzivat celd, mletd ¢i drcena.
Jedna ¢ajova 1zicka drogy se neché piiblizné dvacet minut louhovat a poté se dvé

minuty vaii (Jaros, 1992). V lidovém IécCitelstvi je ostropestiec také doporucovan
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kombinovat s fepikem, pampeliskou, ¢ekankou, zemédymem, tfezalkou, oddenkem
pyru, vlasstovi¢nikem, medunikou a benediktem (Janca a Zentrich, 1995).

Vyuziti ostropestfce marianského jakozto adaptogenni a imunogenni rostliny
zvysujici vSeobecnou odolnost organismu ma, mimo vySe uvedené ucinky,

1 zna¢ny doposud neprobadany potencial pro budoucnost (Hubend, 2012).
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2.8 Metody stanoveni obsahu uc¢innych latek v rostliné

2.8.1 Chromatografie

Chromatografické metody, jako jsou naptiklad vysokouc¢inna kolonova
kapalinova  chromatografie = (HPLC), plynova  chromatografie = (GLC)
¢1 chromatografie na tenké vrstvé (TLC), slouzi k déleni a identifikaci mnoha
organickych a anorganickych latek obsazenych v pfirodnich i technickych smésich
analytickych a separa¢nich metod (Drbal a Kiizek, 1999), jejichz vystupem jsou
kvalitativni a kvantitativni udaje o vzorku (Coufal, 2004a). Mimo pocet a kvalitu
latek ve vzorku, umoziuje fada metod prokazat i mnozstvi pritomnych latek ¢i tyto
latky izolovat (Chmel et al. 1987).

Princip chromatografické metody byl objeven na pocatku 20. stoleti ruskym
pfirodovédcem a botanikem M. S. Cvétem pifi vyzkumu rostlinnych barviv,
kdyz pfi filtrovani petroletherového extraktu z listi sloupcem uhli¢itanu vapenatého
ve skelnéné trubici pozoroval tvrobu barevnych pruhti. Ty se pfi dal$im promyvani
rozpoustédlem pohybovaly smérem dold. Tak se mu postupnou eluci rozpoustédlem
podafilo rozdélit barviva rostlinného extraktu v jednotlivé slozky. Tuto metodu
nazval chromatografii z feckého chroma — barva a grafé — piSi. Oznaceni bylo
odvozeno zizolace barevnych latek, nicméné pozdé€ji se vzilo i pro laboratorni
a provozni metody analyzujici 1 latky bezbarvé. Od roku 1931 dochézi k rozvoji této
metody, o jejiz dileZitosti svédci i1 fakt, Ze za objev papirové chromatografie ziskali

R. L. M. Synge a A. J. P. Martin roku 1952 Nobelovu cenu za chemii (Simek, 1972).
Simek (1972) navrhuje délit chromatografii podle pracovniho postupu takto:

l. Adsorp¢ni chromatografie
1. elucni - klasicka / promyvaci
2. frontalni analyza
3. vytésiiovaci
4. adsorp¢ni perkolace
5. chromatografie plynt - plyn - tuha latka / plyn — kapalina
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Il. Rozd¢€lovaci chromatografie
1. sloupcova

2. papirova - jednorozmérna / dvojrozmérna / kruhova / preparativni

[1l.  Vyména ionti
1. vymeéna kationtl

2. vymeéna aniont

IV.  Déleni smési latek ve stejnosmeérném elektrickém poli
1. elektroforéza

2. elektrochromatografie

Fremerova (2004, s. 49) udava vycet moznych déleni chromatografickych metod:

1) podle mobilni faze - plynova (GC), kapalinova (LC)

2) podle zptiosbu provedeni - kolonova (sloupcova), plosna (planarni)

3) podle principu separace - rozdé€lovaci, adsorpéni, iontové vyménna, gelova,
afinitivni

4) podle pracovniho zpiisobu - elu¢ni (analyticka chemie), frontalni, vytésnovaci

5) podlé ucelu - analyticka, preparativni (preparacni)

Jednotlivé slozky se rozd€luji mezi pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou
(staciondrni) fazi. Stacionarni faze, oznaCovanid jako sorbent, vytvafi tzv.
chromatografické loze, kterym protéka mobilni faze, oznaCovana také jako eluent.
Jako mobilni faze slouzi kapalina ¢i plyn, jako stacionarni fidze pak tuhé casti
0 velikosti v tadech mikrometri, kapalina na povrchu inertniho nosi¢e ¢i film
kapaliny na vnitini stén¢ kapilary (Drbal a Kiizek, 1999).

Pfi néstfiku vzorku do chromatografické kolony se nejprve vytvoii smeés
jednotlivych slozek, které se pak pohybuji mobilni fazi smérem k sorbentu, tzv.
vyvijeni, s rozdilnou rychlosti, ¢imZ dochazi k jejich separaci. Interakce vedouci
k jejich oddéleni mohou byt napf. adsorpéni, rozdélovaci ¢i iontové vymeénné.
Tento proces je vétSinou podminén vice mechanismy, v praxi se pouziva clenéni

na plynovou a kapalinovou chromatografii (Drbal a Ktizek, 1999).
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Jednotlivé latky v podobé eluatu, tj. roztoku v mobilni fazi, se pohybuji
kolonou, az doséhnou jejiho konce a jsou zaznamendny detektorem, nacez opusti
kolonu. Jsou unaSeny odliSnou rychlosti v zavislosti na distribu¢ni konstanté mezi
obéma fazemi, na mife zadrZeni ve stacionarni a mobilni fazi (Chmel et al. 1987).
Jejich cestu popisuje tzv. eluéni pik (Drbal a Kiizek, 1999), jehoz vrchol uréuje
konkrétni latku (kvalitativni analyza) a plocha urCuje jeji koncentraci ve smési
(kvantitativni analyza). Udaje jsou vyhodnocovany porovnanim s tzv. standardni
smési (Chromatografie, 2009).

Vysledkem pritoku mobilni faze soustavou je chromatogram, ktery ma svij
start na zacatku chromatografického dé¢je. Misto, kde se v daném okamziku nachazeji
sloZzky s nulovou aktivitou vii¢i stacionarni fazi, které bylo piivodné na startu,
se nazyva ¢elo mobilni faze. Mista vyskytu ostatnich jednotlivych sloZzek se nazyvaji

pasy, zony a nékdy téz skvrny (Hubacek, 1988).

2.8.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC (high performance

liquid chromatogramy)

HPLC je jednou z nejdokonalejsich forem sloupcové (kolonové) kapalinové
chromatografie  vyuzivanych k déleni smési velmi piibuznych latek.
Jeji vznik souvisel s rozvojem piistrojové techniky, predev§im v oblasti detekce
chromatografovanych latek. Velké pozitivum této metody spociva ve vysoké
ucinnosti a rozliSovaci schopnosti, které jsou vSak vykoupeny vysokou cenou HPLC
chromatografii (Sklenak, 2003).

HPLC probiha v uzavieném systému, kli¢ovou roli ma mobilni faze, ktera je
kapalnd a mtzZe byt do kolony vedena pfes odplynovac a vysokotlaké cerpadlo (pfi
isokratické eluci), nebo pies sméSovaC¢ a cCerpadlo (pfi gradientové eluci).
Cerpadla se pouZivaji pulzujici membranova &i pistova (Drbal a Kiizek, 1999).

Tlaky v koloné se bé&zné pohybuji od 1 do 60 MPa, pratoky od 0,1 do
10 ml.min™, délky rovné kolony od 10 do 100 cm, nejéast&ji 10 - 20 cm s vnitinim
primérem od 0,2 do 2 cm, velikost zrn sorbentu tvofenych vysoce homogennimi
Casticemi (Sklendk, 2003) se pohybuje mezi 3 — 50 pm. Vzorky se davkuji
mikrostiikackou pomoci tzv. stop flow ventilu. (Drbal a Ktizek, 1999). Jako kolony

se vyuzivaji sklendné, kovové (Sklendk, 2003) ¢ kiemenné trubice (Stern, 2003).
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V separani koloné slozené ze sorbentu a eluentu dochdzi k oddéleni
jednotlivych slozek. Jejich rychlost pritoku muize byt tak rozdilna, ze vytvareji
odd€lené zony, které odpoustéji postupné kolonu ve formé eluatu. Jejich vyvoj
popisuji na vnéj$im chromatogramu elu¢ni k¥ivky, tzv. eluéni piky (Koptiva, 2002),
jejichz plocha je umérnd mnozstvi slozky (Garaj et al. 1987).

Na vystupu z kolony protéka eluat detektorem, ktery je nejcastéji v podobé
prutokového fotometrického detektoru, fluorimetrického detektoru ¢&i tepelné
vodivostniho detektoru (Drbal a Kiizek, 1999). Garaj et al. (1987) rozliSuji detektory
HPLC - koncentra¢ni, kam spadaji diferencidlni refraktometry, - fotometrické UV
detektory, - selektivni, mezi néz patii elektrochemické detektory, infraderveny
detektor a flourescencni detektor. Velmi G¢innym feSenim detekce je i hmotnostni
spektometr, ktery je viak technicky a finan¢né velmi naroény (Stern, 2003).

Detektor byva spojen se zapisovacim a vyhodnocovacim zafizenim.
V soucasné dobé mohou automatizované systémy HPLC za pomoci digitalizovanych
zafizeni pro registraci a vyhodnoceni pribéhu analyzy uskutecnit az nckolik set

analyz za den (Drbal a Ktizek, 1999).

2.8.1.2 Chromatografie na tenké vrstvé TLC (Thin Layer Chromatography)

Chromatografie na tenké vrstvé vyuziva poznatky gelové chromatografie
a kapalinové chromatografie. Gelova chromatografie vznikla jako metoda ¢isténi,
déleni a analyzy smési, pii niZ dochazi k rozdéleni vétSinou na zéklad¢ rozdilt
molekulové vahy, pficemZz je mozno tuto vdhu pomoci gelové chromatografie
i naopak stanovit (Determann, 1972).

Na makroskopické Urovni je moZzné provést rozdéleni podle velikosti
napiiklad pomoci molekulovych sit v podob¢ krystalickych hlinitokiemicitanti, tzv.
zeolitli, které svym prostorovym usporaddnim umoZznuji separaci cCastic
prochazejicich dutinami prostorové sit¢ (Toro-Goyco a Matos, 1966).

Gely sestavaji ze dvou ¢asti — z dispergované latky (gelotvorné substance)
a z dispersniho prostiedi (rozpoustédla), které se navzajem pronikaji a jsou spojité.
Kostra gelu je tvofena makromolekulami spojenymi ve vazebnych bodech a podle
prostorové hustoty gelové sité nastdva rizn¢ intenzivni difuze. U homogennich gelii
lze zvysit GCinnost a rychlost déleni, pokud je granulaci znasoben povrch.

Pti prosakovani roztoku analyzované latky a nasledujicim promyvani Cistym
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rozpoustédlem zpiisobuji Castice gelu déleni rliznych molekul podle velikosti.
Velké molekuly jsou unaseny rychleji nez malé, nebot’ mal¢ molekuly zpomaluje
difuze do nepohyblivé gelové faze. Slozky smési tak opousti trubici naplnénou
gelovymi Casticemi s rozpoustédlem v pofadi podle klesajici molekulové vahy
(Determann, 1972).

Chromatografie na tenké vrstvé je rychlou a jednoduchou metodou
kapalinové chromatografie, jejiz podstatou je menSi mnozstvi stacionarni faze, které
umoziuje rychlejsi analyzu (Coufal, 2004b). K tomuto Géelu se vyuzivaji stacionarni
faze se zrnitosti 5 - 40 pm, jako napf. silikagel, celul6za, iontoménice ¢i polyamid,
nanaSené na inertni podlozky ze skla ¢i hliniku. Mobilni faze v podob¢ toluenu,
cyklohexanu, acetonu, etanolu, metanolu, vody, amoniaku kyseliny octové ¢i jejich
smési (Coufal, 2004b) vzlina vrstvou sorbentu a rozdilnou rychlosti unasi jednotlivé
délené slozky chromatografickou komorou (Drbal a Ktizek, 1999).

Detekce se provadi vysuSenim chromatogramu a naslednym nanesenim
vhodného ¢inidla, prohlizenim v ultrafialovém svétle ¢i jinou technikou
(Drbal a Kiizek, 1999). Tyto metody detekce zobrazi na chromatogramu rozdilné
skvrny, jejichz porovndvanim se standardnimi vzorky za stejnych podminek se
kvalitativné vyhodnocuje chromatogram (Coufal, 2004b). Stanoveni analytd Ize
provést piimo na chromatogramu pomoci fotodozimetru (densitometru)
(Coufal, 2004b).

Metoda HPLC v porovnani s TLC vykazuje prikazné rozdily ve vysledcich
skuteénosti, ze pii TLC nedochazi na vrstvé silikagelu k separaci silybinu
od isosilybinu, zatimco u HPLC k ni dochazi. Podstatnymi faktory ovlivilujicimi
vysledek analyzy jsou také stupen umleti vzorku, doba ponechéni mleté drogy pred
dalSi extrakci, zplisob utésnéni banky, zplsob extrakce a kvalita pouzitého
extrak¢niho Cinidla a standardnich latek. Vzhledem k primérné koncentraci silybinu
Vv droze, které ¢ini 2 %, mize mit nepfesné méfeni vlivem nevhodné zvolené metody
¢i nedodrZeni podminek pfipravy vzorku k analyze i vyznamné ekonomické nésledky

(Indrak a Chytilova, 1992).
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2.8.2 Elektromigra¢ni metody

Elektromigracni (elektroforetické) metody vyuzivaji schopnosti pohybu
nabitych castic v elektrickém poli, jejichz rychlost je zavisla na velikosti naboje
a velikosti molekuly. Elektromigracni metody se lisi zplisobem prace i principem,
na némz je separace zalozena, lze je provadét bud’ ve vodnych roztocich pufrii

(volna elektroforéza) nebo na nosi¢ich (Kralova a Rauch, 1993).

2.8.2.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je velmi rychlou elektromigraéni metodou s vysokou
rozliSovaci schopnosti (Coufal, 2004c). Aplikuje se nejcastéji ve vodnych roztocich
a vyuziva rozdilné pohyblivosti nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli
(Drbal a Ktizek, 1999).

Kapilara je ne naplnéna zakladnim elektrolytem a jeji konce jsou ponofeny
do zasobniki elektrolytu spole¢né¢ s elektrodami  z inertniho  materialu.
Mezi elektrody se aplikuje vysoké napéti (10 - 30 kV) a fotometricky detektor
zachycuje pohyb nabitych ¢astic, ktery je vyhodnocovan v podobé elektroforegramu

podobného chromatogramu. Poloha piku vyjadiuje kvalitu, plocha a vyska kvantitu
(Klouda, 2003).

2.8.2.2 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zénova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis) €ili kapilarni
elektroforéza ve volném roztoku (Free Solution Capillary Electrophoresis) vyuziva
elektroosmotického toku iontt v kapilafe smérem k detektoru (Drbal a Ki#izek, 1999).
Oba konce kapilary jsou ponofeny v tlumivém roztoku, kapilara z taveného kiemene
je potaZena ochrannym polyamidovym povlakem, ktery v délce n€kolika milimetrti
chybi na katodovém konci, aby byla umoznéna fotometrickd detekce.
Kapilara je dlouhd od 25 do 100 cm (Klouda, 2003) a ma bézn¢ primeér 25 - 75 um
(Drbal a Kiizek, 1999).

Na anodovém konci je do kapilary nasavan vzorek v mnozstvi pfiblizné

tisickrat mensim nez u chromatografickych metod (1 - 10 nl). Okolni prostor by m¢l
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byt striktn¢ termostaticky. Svorkové napéti dosahuje hodnot 10-30 KV,
coz zapficinuje velmi vysokou rychlost pfenasenych iontii (Drbal a Kiizek, 1999).

Separace iontti uvnitt kapilary je dana jejich rozdilnou elektroforetickou
rychlosti (Coufal, 2004c), kvalita separace je pak urcovana délkou kapilary,
pohyblivosti délenych iontli a rychlosti elektroosmotického toku, kterd je zavisla
na teploté a pH roztoku (Drbal a Ktizek, 1999).

Pfesnost a uc¢innost metody kapilarni zonové elektroforézy byly porovnavany
s metodou HPLC (Quaglia et al. 1999, Kvasnicka et al. 2003, Velikinac et al. 2004).
Bylo prokézano, ze obé&é metody poskytuji obdobné vysledky, pficemz HPLC
stanovuje mirn¢ vyssi obsah flavanolignanti oproti CZE, nebot’ udava vyssi uroven
silydianinu a silychristinu. Obsah silybinu je u obou metod podobny.
Analyza kapilarni zénovou elektroforézou je dvakrat rychlejsi nez metodou HPLC.
Metoda CZE umoznuje na rozdil od HPLC separaci diastereomerd isosilybinu,

je tedy citlivéjsi.
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3.  METODIKA - VLASTNI POKUS

Cilem prace bylo studium ucinku elicitord na stimuldtory rostlinné imunity
ve smyslu ovlivnéni obsahu nékterych biologicky aktivnich latek ve vybrané rostling
ostropestiec mariansky.

Za timto ucelem byl proveden maloparcelkovy pokus v roce 2013 na zahradé
v Hluboké nad Vltavou. V ptihodnych fazich ristu za vhodného pocasi byly
aplikovany roztoky elicitoru kyseliny acetylsalicylové 0 tfech riznych koncentracich
na rostliny jednotlivjch skupin. Zasobni roztok o koncentraci 0,1 mol.I" byl
vytvofen navazenim 1,80 g kyseliny acetylsalicylové a naslednym rozpusténim
v 50 ml ethanolu a doplnénim 100 ml vody. Vysoka koncentrace 10° mol.I* (V) byla
dosazena zifedénim 50 ml zasobniho roztoku 5 1 vody, stfedni koncentrace
10 mol.I'* (S) byla vytvorena zfedénim 5 ml zasobniho roztoku 5 1 vody a nizka
koncentrace 10° mol.I"* (N) byla dosaZena ziedénim 50 ml pfipraveného roztoku
o vysoké koncentraci v 5 | vody. Cést rostlin byla ponechana jako kontrolni (K)
a postiik byl provadén pouze vodou.

Vypéstovand semena byla analyzovdna na obsah latek silymarinového
komplexu a taxifolin na katedfe aplikovanych rostlinnych biotechnologii ZF JU
metodou HPLC, a byly tak ziskany tdaje o obsahu nékterych Uéinnych latek

v zavislosti na koncentraci elicitoru.

57



3.1 Maloparcelkovy experiment

Cilem této prace bylo prostfednictvim maloparcelkového pokusu odzkouset
vliv vybranych elicitori na obsah nékterych tU¢innych latek v ostropestici
marianském (Silybum marianum L.)

Maloparcelkovy experiment byl proveden v roce 2013 na zahradé v Hluboké
nad Vltavou, Hosinskd 1212, v okrese Ceské Budgovice. V roce 2012 byla
provedena navazka ptidy do hloubky 30 cm. Pidnim typem je hnédozem (referencni
ttida luvisoly). Zrnitostné¢ odpovidd pidnimu druhu stiedni pudy - piscitohlinité
podle u nas nejcastéji pouzivané Novakovy klasifikace plidnich druhi.

Pro tucely pokusu byl vytvofen zdhonek o velikosti 8 X 1,5 metru
s jihozapadni expozici, ktery byl rozparcelovan na 8 parcelek o velikosti 1,5 x 1 metr
s ochrannymi zénami 0,5 m mezi parcelkami a 1 m okolo pokusu a vyseta semena

ostropestice marianského dle nize uvedeného schématu.

obr. ¢. 6 - Schéma maloparcelkového pokusu

‘ V — vysoka ‘ S - stfedni ‘ N — nizk4 | K - kontrola ‘

Agrochemické zkouseni pid provedené laboratoiti AGRO-LA, spol. sr.0.
mezi 9. 8. 2013 a 13. 8. 2013 stanovilo pH(CaCl,) pudy na 5,23 — kysela pidni
reakce. Dale analyza ur€ila nasledné prumérné obsahy zivin v pudé v prepoétu

na 100% suSinu:

tab. ¢. 2 - Primérné obsahy zivin v pad¢ (dle protokolu o zkousce ¢. 2492/2013)

Fosfor (P) 115 mg.kg™
Draslik (K) 376 mg.kg™
Hoitik (Mg) 178 mg.kg™
Vapnik (Ca) 1540 mg.kg™
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Stanoveni dusi¢nanového a amonného dusiku v ptidé bylo provedeno taktéz
Vv laboratoii AGRO-LA, spol. s r.0. Obsah dusi¢nanového dusiku v pudnich vzorcich
dosahoval v piivodni hmotd hodnoty 9,23 mg.kg™?, obsah amonného pak &inil
5,80 mg.kg™ piivodni hmoty pady.

Dle kritérii protokolu o zkousce byly vysledné obsahy ziviny vyhodnoceny
u fosforu jako dobry, u drasliku jako vysoky, u hoiciku jako dobry a u vapniku jako
vyhovujici. Zasoba mineralniho dusiku v pidé odpovida nizsi stfedni zasobé.

Hnojeni pokusnych parcelek dobfe vyzralym kompostem bylo provedeno
na podzim roku 2012 spole¢né s hlubokou orbou. Davka kompostu byla stanovena
na 0,6 kg na 1m?, coz odpovida davee 6 t.ha™.

Vysev semen ostropestice marianského byl proveden 25. 4. 2013 do jiz
urovnané a pripravené pidy. Na kazdou parcelku bylo vyseto po péti semenech
do sponu 50 x 50 cm, s hloubkou seti 3 cm. Prebytecné rostliny byly po vyklic¢eni
odstranény, aby bylo dosazeno pozadované hustoty Sesti rostlin na jednu parcelku.
Vzhledem ke skutecnosti, ze n¢kolik rostlin na pfislusnych parcelkach vykazovalo
znamky omezeného ristu, byly odstranény, ¢imz byl dosazen celkovy pocet
40 sledovanych rostlin, 10 s aplikaci elicitoru o vysoké koncentraci, 10 s aplikaci
elicitoru o stiedni koncentraci, 10 s aplikaci elicitoru o nizké koncentraci a
10 kontrolnich bez aplikace elicitoru, pouze s aplikaci vody.

Aplikace elicitoru kyseliny acetylsalicylové byla na ptislusnych parcelkach
provedena na list po dobu vegetace celkem tiikrat, bud v dopolednich
¢i podvecernich hodinach za suchého a teplého pocasi. Prvni postiik byl uskutecnén
1.7.2013, druhy 21.7.2013 a tieti 11.8.2013.

Sklizent byla provadéna pribézné od 1. 9. 2013 do 10. 9. 2013. Pfi sklizni
bylo pozorovano nerovnomérné dozrani jednotlivych rostlin, nékteré rostliny,
na néz byly aplikovany roztoky elicitoru, byly v té dob¢ jiz zna¢n¢ seschlé, zejména

odspodu. Pro ucely pokusu byly vybrany pouze ubory v nejvyssim stupni zralosti.
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3.2 Priprava extraktu

Extrakce (Gprava vzorku) pfed stanovenim analytu je povazovana
(Rouhova et al. 2004). Dochazi pii ni k separaci zaloZzené na kontaktu dvou
makroskopicky zfetelné¢ oddélenych nemisitelnych fazi a casto i k naslednému
zakoncentrovani analytu do malého objemu extrakéniho &inidla (Sima, 2004).

Semena pro piipravu extraktd byla vybrdna ze sklizenych semen
maloparcelkového experimentu v co mozna nejvys$sim stupni dozrani. Semena byla
rozdélena na Ctyfi skupiny podle pouzitého elicitoru, resp. vody. Kazda skupina
zahrnovala deset vzorki semen jednotlivych rostlin.

Vrchotova et al. (2002) shrnuji, ze volba postupu extrakce je problematicka
a méla by se volit i dle povahy analyzovanych latek. Rizné zpisoby extrakce
spocivaji naptiklad v odliSném pouziti extrakéniho ¢inidla, dob¢ extrakce atd.
antioxidacni silu, vyjadienou jako tzv. TAS - total antioxidant status. To poukazuje
na moznost, Ze extrakt obsahuje urcité necistoty, které maji v¢EtSi antioxidacni
potencial nez identifikované flavanolignany (Kvasnicka et al. 2003).

Za Ucelem extrakce byl do odmérmé banky o objemu 25 ml navaZen 1 g
jemné pomleté drogy ostropestice marianského. K navazce byl ptidan 1 ml vody
(redestilované) a smés se ponechala 1 hodinu stat. Pak bylo ptidano 23 ml smési
acetonu (p.a.) a metanolu (p.a.) (26:20, v/v). Takto pfipravena smés byla michana
1 hodinu pomoci ultrazvuku, poté nasledovala 12 hodinova macerace. Aceton -
metanolova frakce byla filtrovana pfes nylonovy filtr a extrakt byl 6 x zfedén

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

Extrakty byly analyzovany pomoci vysoko-uc¢inné kapalinové chromatografie
sreverzni fazi (RP-HPLC) ve spolupraci s Ing. lvetou Maresovou na Katedie
zootechnickych a veterinarnich disciplin JihoCeské univerzity. Separace probihala
na koloné Nucleosil C 18 o rozmérech 4,6 x 250 mm (zrnéni 5 um). Kolona byla
spojena s predkolonou naplnénou sorbentem stejnych vlastnosti jako v koloné.

Jako mobilni faze byla uzita smés metanolu, acetonitrilu a vody s pfidavkem
kyseliny fosfore¢né. Mobilni faze A: 22 % CH3zOH (metanol) + 15 % CH3CN
(acetonitril) + 63 % H,O + 0,5 % H3PO,; mobilni faze B: 40 % CH30H + 20 %
CH3CN + 40 % H,0 + 0,5 % H3PO,4. Gradient byl nésledujici: 0 min. — 100 % A; 25
min. 83 % B; 25 min. — 100 % A. Celkovy ¢as analyzy byl 32 minut. Rychlost
prutoku mobilni faze kolonou byla 0,9 ml/min. Objem davkovaci smycky byl 20 pl.

Detekce byla provedena pomoci diodového pole (DAD). Data byla
zpracovana pii vinové délce 288 nm a vyhodnocena pomoci softwaru Chromeleon 7.
Kvantitativni hodnoceni bylo provedeno pomoci externi kalibrace s pouzitim
standardnich roztokd.

Pro kalibraci kvantitativniho stanoveni silymarinu byly pfipraveny zasobni
roztoky taxifolinu (TX), silychristinu (SCH), silydianinu (SD), silybinu A a B (SB
A+B) a isosilybinu A a B (ISB A+B) v metanolu. Z téchto zasobnich roztokd byl
pripraven smésny standard, jehoz nafedénim byly dale pfipraveny smésné standardni
roztoky o koncentracich: 30,6 — 488,9 ug.ml™ TX; 11,1 — 178,8 pg.ml™* SCH; 33,3 —
533,3 ug.ml™ SD; 76,4 — 1222,2 pg.ml™ SB A a B; 5,56 — 88,89 ug.ml™ ISB A a B.

Podminky analyzy byly totozné jako pfi stanoveni silymarinovych extraktt.
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4.  VYSLEDKY

Cilem maloparcelkového experimentu bylo studium ucinku elicitord
na stimuldtory rostlinné imunity ve smyslu ovlivnéni obsahu nékterych biologicky
aktivnich latek Vv rostliné ostropestici marianském. Jejich stanoveni bylo provedeno
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Byly sledovany
predevsim tyto ¢inné latky: taxifolin, silychristin, silydianin, silybin A+B, isosilybin
A+B. Po provedeni analyzy byly naméfené vysledky vyhodnoceny a statisticky
zpracovany. Zméfené koncentrace byly za timto ugelem prepogitany na mg.g™ 100%
suSiny. Vysledné koncentrace jednotlivych uinnych latek byly otestovany
na normalitu (Shapiro — Wilkuv test). Protoze nebyla zamitnuta normalita ziskanych
dat, byla k analyze dat pouzita metoda analyzy rozptylu (ANOVA). Kromé toho byly

ziskané koncentrace uc¢innych latek prolozeny logaritmickou regresni funkci.

4.1 Vysledny obsah tGcinnych latek

Extrakty ze semen odebranych z jednotlivych rostlin jednotlivych skupin (K,
N, S, V) byly piipraveny podle zvolené metodiky a analyzovany metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie s naslednym vyhodnocenim ziskanych dat

o koncentraci n€kterych biologicky u¢innych latek.

62



tab. ¢. 3 - Obsah ucinnych latek v mg.g'1 Vv rostlinach s aplikaci roztoku ASA o nizké koncentraci

kod taxifolin silychristin silydianin silybin A+B isosilybin A+B ucinné latky suSina
vzorku (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (%)
1N 1,925 7,466 3,535 47,616 2,399 62,940 93.45
2,060 7,989 3,783 50,953 2,567 67,352 ’
2N 1,680 7,611 3,554 49,570 2,152 64,566 93.40
1,798 8,149 3,805 53,073 2,304 69,129 ’
3N 1,664 7,638 3,468 48,449 2,828 64,047 93.54
1,779 8,165 3,708 51,795 3,023 68,470 ’
4N 1,902 7,894 3,885 51,680 2,550 67,911 9353
2,034 8,440 4,154 55,255 2,726 72,609 ’
5N 2,079 7,962 3,800 49,804 2,708 66,352 9372
2,218 8,496 4,054 53,141 2,890 70,799 ’
6N 2,020 7,602 3,002 51,870 2,855 67,349 93 67
2,157 8,115 3,205 55,375 3,048 71,900 ’
7N 2,416 7,420 3,628 48,400 2,422 64,286 93 15
2,594 7,965 3,895 51,959 2,600 69,013 ’
8N 1,483 6,866 3,740 45,892 2,377 60,358 9295
1,596 7,387 4,024 49,373 2,557 64,936 ’
9N 2,078 7,206 3,461 47,051 2,360 62,156 93 12
2,232 7,739 3,717 50,527 2,534 66,748 ’
10N 2,369 7,033 3,725 45,106 2,311 60,544 93 33
2,538 7,536 3,992 48,330 2,477 64,871 ’

udinné latky — silymarin suma + taxifolin
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tab. €. 4 - Obsah ucinnych latek v mg.g'1 Vv rostlinach s aplikaci roztoku ASA o stiedni koncentraci

kod taxifolin silychristin silydianin silybin A+B isosilybin A+B ucinné latky suSina
vzorku (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (%)
1S 2,295 7,717 3,772 49,969 2,538 66,292 94 35
2,433 8,179 3,998 52,962 2,690 70,262 '
2S 2,493 7,823 3,818 52,473 2,516 69,123 93 33
2,672 8,382 4,091 56,223 2,696 74,063 '
3S 2,742 7,624 3,959 49,740 2,525 66,590 9334
2,937 8,168 4,241 53,289 2,705 71,341 '
4 1,668 6,390 2,962 41,194 2,055 54,270 93 12
1,791 6,863 3,180 44,238 2,207 58,279 '
5S 2,272 7,785 3,749 49,308 2,454 65,567 93 36
2,434 8,338 4,015 52,815 2,628 70,231 '
6S 1,467 6,707 2,417 45,158 2,155 57,904 93 86
1,563 7,146 2,575 48,112 2,296 61,692 ’
7S 1,118 6,517 3,091 45,599 1,931 58,256 9350
1,196 6,970 3,306 48,769 2,065 62,306 ’
8s 2,194 7,180 3,452 46,562 2,472 61,861 9357
2,345 7,674 3,689 49,762 2,642 66,112 ’
9s 2,530 7,302 3,738 48,432 2,373 64,375 93.50
2,706 7,810 3,998 51,799 2,538 68,851 ’
10S 1,323 7,421 2,743 51,942 2,677 66,106 93 59
1,414 7,929 2,931 55,499 2,860 70,633 '

ucinné latky — silymarin suma + taxifolin
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tab. €. 5 - Obsah ucinnych latek v mg.g'1 Vv rostlinach s aplikaci roztoku ASA o vysoké koncentraci

kod taxifolin silychristin silydianin silybin A+B isosilybin A+B ucinné latky suSina
vzorku (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (%)
1V 1,825 7,310 3,390 46,150 2,447 61,122 9299
1,962 7,861 3,646 49,629 2,632 65,730 ’
2V 2,251 7,496 3,621 46,818 2,560 62,745 92 80
2,426 8,077 3,902 50,450 2,758 67,613 ’
3V 2,388 7,639 3,538 48,663 2,361 64,590 92 45
2,583 8,263 3,827 52,637 2,554 69,865 ’
4v 2,191 7,052 3,133 43,740 2,610 58,726 92.90
2,359 7,591 3,373 47,083 2,810 63,214 ’
5V 2,053 7,269 3,645 47,241 2,430 62,638 93 12
2,205 7,806 3,914 50,731 2,610 67,266 ’
6V 1,979 7,549 3,581 48,106 2,466 63,681 93.05
2,127 8,113 3,849 51,699 2,650 68,438 ’
7V 0,923 6,571 2,668 44,622 2,467 57,251 9341
0,988 7,034 2,856 47,771 2,642 61,290 ’
8V 1,946 7,286 3,089 46,925 1,822 61,069 93 33
2,086 7,807 3,310 50,278 1,952 65,433 ’
9V 2,164 6,854 2,667 43,998 1,778 57,460 93 48
2,315 7,332 2,853 47,066 1,902 61,468 ’
10V 2,157 7,211 2,926 48,343 2,250 62,888 93.50
2,307 7,713 3,129 51,704 2,407 67,260 ’

udinné latky — silymarin suma + taxifolin
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tab. €. 6 - Obsah ucinnych latek v mg.g'1 Vv rostlinach kontrolni skupiny s aplikaci vody

kod taxifolin silychristin silydianin silybin A+B isosilybin A+B ucinné latky suSina
vzorku (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (%)
1K 2,330 7,677 4,135 51,720 2,508 68,370 92.94
2,507 8,260 4,449 55,649 2,698 73,564 ’
2K 1,720 7,450 3,983 47,445 2,492 63,090 92 87
1,852 8,022 4,289 51,087 2,684 67,933 ’
3K 1,408 6,447 3,050 43,119 2,103 56,128 92 89
1,516 6,941 3,284 46,419 2,264 60,424 ’
4K 1,162 6,290 1,940 43,854 2,229 55,474 9329
1,245 6,742 2,079 47,008 2,389 59,464 ’
5K 2,009 7,262 3,115 47,836 2,399 62,621 9306
2,159 7,804 3,347 51,404 2,577 67,291 ’
6 K 1,920 6,038 2,912 39,971 2,023 52,864 9311
2,062 6,484 3,128 42,929 2,173 56,776 ’
7K 1,705 7,131 3,791 47,158 2,865 62,649 93.60
1,821 7,618 4,050 50,383 3,061 66,933 ’
8K 2,594 7,622 4,086 49,904 2,556 66,762 93.93
2,761 8,115 4,350 53,129 2,721 71,076 ’
9K 2,255 7,678 3,742 50,513 2,594 66,782 9322
2,420 8,236 4,014 54,187 2,783 71,639 ’
10 K 2,385 7,501 4,011 49,763 2,790 66,450 9321
2,559 8,048 4,303 53,388 2,993 71,291 ’

udinné latky — silymarin suma + taxifolin

66

...obsah ve vzorku (i s H20)

...prepocet na 100% susSinu




4.2 Vliv elicitori na obsah uc¢innych latek

Rozdil koncentrace celkové sumy ucéinnych latek (latky silymarinového
komplexu a taxifolin) u vzorkd skupiny rostlin s aplikaci ASA o nizké, stfedni
a vysoké koncentraci a kontrolni skupiny nebyl statisticky prikazny (ANOVA; F
(3;36) = 0,76; p = 0,52; obr. €. 6).

Podobné rozdil ve zjisténych koncentracich jednotlivych sledovanych latek
mezi vzorky skupiny rostlin s aplikaci elicitoru ASA o nizké, stfedni a vysoké
koncentraci a kontrolni skupiny s aplikaci vody nebyl statisticky prikkazny u zadné
ucinné latky (ANOVA; vsechna p > 0,43). Krabicové grafy vyjadiujici zavislost
obsahu jednotlivych u€innych latek na aplikaci elicitoru o zvolenych koncentracich
jsou soucasti prilohy 1.

V zavislosti na rozdilné koncentraci elicitoru ASA byl u skupin rostlin s jeho
aplikaci sledovan statisticky neprikazny trend snizovani obsahu celkové sumy
ucinnych latek (latky silymarinového komplexu a taxifolin) s rostouci koncentraci
elicitoru (y = 61,59 — 1,41*log(x); p = 0,1; obr. ¢. 7).

Mezi jednotlivymi koncentracemi elicitoru byl sledovan statisticky
neprukazny trend snizovani obsahu v§ech ucinnych latek silymarinového komplexu
s rostouci koncentraci elicitoru (vSechna p > 0,07). U taxifolinu byl sledovan
statisticky neprikazny trend zvySovani jeho obsahu v semenech se zvySujici se
koncentraci elicitoru (p = 0,99). Bodové grafy vyjadiujici zavislost obsahu
jednotlivych ucinnych latek na rozdilné koncentraci aplikovaného elicitoru jsou

soucasti prilohy 2.
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obr. &. 6 - Zavislost celkového obsahu Gi¢innych latek (silymarin suma + taxifolin) v mg.g™ na aplikaci elicitoru o rozdilné koncentraci
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obr. & 7 - Zavislost celkového obsahu uéinnych latek (silymarin suma + taxifolin) v mg.g™ na koncentraci elicitoru. Protoze koncentrace

elicitoru rostla exponencidlné, je métitko osy X (koncentrace elicitoru) zlogaritmovano dekadickym logaritmem. Prolozend piimka tedy

odpovida logaritmické funkci.
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S. DISKUSE

V predlozené praci byl sledovan efekt aplikace elicitoru kyseliny
acetylsalicylové (ASA) na tvorbu sekundarnich metabolita rostlinami ostropestice
marianského V porovnani s kontrolni skupinou pifi maloparcelkovém pokusu
v Hluboké nad Vltavou vroce 2013. PredloZzend prace a provedeny experiment
navazuji na poznatky shrnuté v bakalafské praci (Petr, 2012), v niz byl sledovan
statisticky neprikazny vliv preparati na bazi titanu - ELITIC a Elitic Jack na obsah
ucinnych latek v semenech ostropestice marianského.

ASA byla vtéto pouzita ve form¢é vodného roztoku o tiech rozli¢nych
koncentracich  (nizké - 10° moll?, stredni - 10* moll?, vysoké
- 107 mol.I"") foliarni aplikaci (tikrat za dobu vegetace) za ucelem ovéreni U€inku
na stimulétory rostlinné imunity u rostlin ostropestfce maridnského.

Pozitivni vliv elicitord na vynos a kvalitu rozliénych kulturnich plodin
prokazali naptiklad Kuzel et al. (2006) a Kasparova et al. (2007). Vyuziti ASA
jakozto elicitoru je prozatim védecky nepftili§ prozkoumanou oblasti.

Godoy-Hernandéz a Loyola-Vargas (1997) prokazali pozitivni uCinek
acetylsalicylové kyseliny na sekunddrni metabolismus suspenzni kultury barvinku
rizového. Groenewald a Van der Westhuizen (1998) sledovali ve svém experimentu
inhibici kveteni a inhibici syntézy prostaglandint u rostlin svlacce biect'anovitého.

Bergmann et al. (1994) ovérili aplikaci ASA u nékterych hospodaisky
vyznamnych rostlin (jeémen, brambor, cukrovka), pfiCemz u nich doslo
K vyznamnému zvys$eni vynosu a efektivity vyuziti vody. Uginek aplikace ASA byl
porovnatelny s Sesti oSetfenimi fytohormonem kyselinou abscisovou (ABA).

Pexidr (2004) provedl pokus, ktery potvrdil vliv ASA na tvorbu nékterych
sekundarnich metabolitl 1 vliv na mnozstvi sklizené hmoty sledovanych rostlin
tfapatky nachové a trapatky tzkolisté. U tfapatky nachové v kofenové hmoté ve
vetsing pripadi po aplikaci stiedni davky elicitoru ASA doslo u maloparcelkového
a poloprovozniho experimentu k vyznamnému navyseni sledovanych latek.

Tento vysledek ¢astecné potvrdil 1 Vydra (2007), ktery vyhodnotil po dobu tii
let jako statisticky vyznamny vliv ASA na obsah u¢innych latek — Kkyseliny
chlorogenové, kyseliny kaftarové a kyseliny cichorové v koteni tfapatky nachové,
a to pii pouziti stfedni koncentrace (10 mol.I"). Vliv nizké a stfedni koncentrace byl

pozorovan po dobu tii let pozitivni u vSech sledovanych latek v nadzemni hmoté,
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vysledky vysoké koncentrace byly smiSené, celkové vSak vSechny staticky
neprikazné.

Oproti Bergmannovi et al. (1994), kteii dosahli aplikaci ASA ve vodném
rozotku zvySeni vynosu je¢mene, brambor a cukrovky, doslo u Pexidra (2004) u
rostlin rodu Echinacea po aplikaci elicitoru ASA ve vSech koncentracich ke snizeni
vynosu kofenové i nadzemni hmoty oproti kontrole s jedinou vyjimkou mirného
zvysSeni vynosu u rostliny tfapatky uzkolisté pii pouziti vysoké davky. U vSech
koncentraci doslo také ke snizeni poctu kvéth, listl ¢i odnozi.

Vlivem pisobeni elicitoru ASA na rostlinu ostropestice marianského se
zabyvaly Dvorakova (2006) a Gramanova (2009). Dvorakova (2006) sledovala
v poloprovoznim experimentu statisticky pritkazny pozitivni vliv stfedni koncentrace
kyseliny acetylsalicylové (10 mol.I") na obsah Gginnych latek v semenech rostlin
ostropestice marianského. Tento vliv vSak byl sledovan pouze jeden rok.
V opakovaném maloparcelkovém pokusu nebyly zmény v koncentracich G¢innych
latek statisticky priikazné pro zddnou ze zvolenych koncentraci.

Taktéz Gramanova (2009) pozorovala pro porost ostropestice marianského
statisticky prikazny vliv elicitoru ASA, a to o vysoké koncentraci (10 mol.I")
ve smyslu navySeni obsahu ucinnych latek. Na paralelné provadéném pokusu
na pozemcich v jiné lokalité¢ ale nebyl vliv zadné ze zvolenych koncentraci téhoz
elicitoru statisticky prikazny.

Maloparcelkovy experiment pro ucely této prace byl proveden v roce 2013
a ziskané extrakty ze semen byly ndsledné analyzovany metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Zjisténé rozdily v koncentracich ucinnych latek mezi
vzorky skupin saplikaci elicitoru a kontrolni skupiny s aplikaci vody nebyly
statisticky prukazné. Bylo mozné sledovat nevyznamny pozitivni trend pisobeni
nizké a sttedni koncentrace na obsah ucinnych latek ostropestice marianského,
nebot’ aplikace roztoku ASA o nizké koncentraci zvySila primérné obsah
sledovanych u¢innych latek v semenech o 2,92 % a aplikace roztoku ASA o stiedni
koncentraci zvysila obsah sledovanych ucinnych latek v semenech o 1,10 % oproti
kontrole. Vysoka koncentrace ASA snizila obsah G¢innych latek oproti kontrole
0 3,40 %. Uvedené trendy vsak nejsou statisticky pritkazné a maji pouze orientacni
charakter.

Dvorakova (2006) naproti tomu sledovala v maloparcelkovém experimentu

nepatrné snizeni obsahu ucinnych latek oproti kontrole pfi nizké koncentraci ASA
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0 0,5 %, zvySeni o 22,5% piti aplikaci stiedni koncentrace ASA a pokles o témét
43 % prti pouziti vysoké koncentrace ASA. Statistickd prikaznost na 5% hladiné
vyznamnosti nebyla vSak v zddném z ptipadu potvrzena.

Mezi jednotlivymi koncentracemi elicitoru ASA odzkouSenymi v piredlozené
praci byl sledovan statisticky neprikazny trend snizovani obsahu vsech ucinnych
latek silymarinového komplexu s rostouci koncentraci elicitoru. U taxifolinu, ktery je
vSak fazen do skupiny flavanont, byl sledovan statisticky neprikazny trend mirného
zvySovani obsahu v semenech se zvysujici se koncentraci elicitoru. Uvedeny trend
pro latky silymarinového komplexu Ize povazovat za piiblizny vzhledem
ke statistické neprikaznosti, nicmén¢ lze predpokladat, ze pfi zvySeni poctu vzorkul
by se tento trend projevil jako vyznamny.

Primérny celkovy obsah Gc¢innych latek (silymarinu + taxifolinu) pfepocteny
na 100% susinu &inil na kontrolnich parcelkach bez aplikace elicitori 66,639 mg.g™.
Rostliny, na néz byl aplikovan roztok ASA o nizké koncentraci, vykazaly relativné
nejvyssi primémy celkovy obsah uginnych latek 68,583 mg.g™. U rostlin s pouzitim
roztoku ASA o stfedni koncentraci byl naméfeny obsah G¢innych latek v priméru
67,377 mg.g™ a u skupiny s vysokou koncentraci ASA byl obsah u¢innych latek
relativné nejniz§i a &inil pramémé 64,375 mg.g™.

Primérna  koncentrace UCinnych latek v semenech tedy ¢inila
v maloparcelkovém pokusu piedloZzené prace 66,7 mg.g™. Tato koncentrace vyrazné
prevysuje prumérny vysledek zjistény v predchozim pokusu za pouziti elicitorti na
bazi titanu, ktery &nil 40,3 mg.g™ (Petr, 2012), a to 0 66 %. Vyraznd vyssi je i
v porovnani s vysledky Dvotakové (2006), které v letech 2004 a 2005 cinily
v maloparcelkovych pokusech primérné 47 mg.g™*a 31 mg.g*, a Gramanové (2009),
ktera v maloparcelkovych pokusech roku 2007 stanovila primémé obsahy sumy
uéinnych latek v semenech ostropestice marianského na 37 mg.gta 47 mg.g™.

Ostropesttec byva obvykle fazen v osevnim postupu v treti ¢i Ctvrté trati po
organicky hnojené plodin¢ (Kubinek, 1987). V experimentalni ¢asti predlozené prace
byl zafazen v prvni trati a hnojen dobfe vyzralym kompostem v davce 6 t.ha™.
Vliv organického hnojeni na obsah ucinnych latek tak mohl byt vyznamny, stejné
jako relativné pozd¢jsi termin seti, jehoz pozitivni vliv na vynos silymarinu potvrdili
jiz Andrzejewska et al. (2010), spole¢né s vlivem ro¢niku, nicméné vynos semen
ostropestice marianského a obsah ucinnych latek zavisi na mnoha proménnych

komplexné pusobicich faktorech.
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Vliv ASA na obsah uc¢innych latek v semenech ostropestice marianského byl
vyhodnocem jako neprokazatelny. Na rostliny vsak taktéz pisobi abiotické stresory
V podobé prubéhu pocasi, nadmoiské vysky, emisniho a imisniho stavu, ptadni
zasobenosti vlahou a Zivinami, svételnych podminek (Pexidr, 2004) a biotickych
stresort, které nespecificky pusobi po celou dobu ristu porostu a které mohou
v kombinaci s aplikaci elicitoru negativné ovlivnit jeho zdravotni stav, pfestoze by
pii optimalnich podminkach aplikace elicitoru mohla plisobit na porost stimula¢né.
Pfi¢inou neprokazatelnosti vlivu kyseliny acetylsalicylové patrné nebyla jeji
koncentrace v roztoku, nebot obsah ucinnych latek v semenech nevykazoval
statisticky vyznamné zmény v zavislosti na zvolené koncentraci kyseliny. Byl vSak
sledovan statisticky neprukazny trend sniZovani obsahu vSech ucinnych latek

silymarinového komplexu s rostouci koncentraci elicitoru.
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6. ZAVER

Cilem ptedlozené prace bylo studium ucinku elicitori na stimulatory
rostlinné imunity ve smyslu ovlivnéni obsahu nékterych biologicky aktivnich latek
ve vybrané rostliné ostropestiec mariansky (Silypbum marianum L.) a odzkouSeni
jejich vlivu prostfednictvim maloparcelkového pokusu, jakoz 1 vypracovani literarni
reSerSe se zaméfenim na pusobeni elicitori na obsah nékterych ucinnych latek
V ostropestici  marianském (Silypum marianum L.) nebo v jinych vybranych
rostlinach, botanickou charakteristiku, zptsob péstovani, agrotechniku, hnojeni
a ochranu pred Skidci a proti chorobam ostropestice marianského
(Silypum marianum L.), a chemické a ucinné latky V ostropestici marianském
(Silybum marianum L.) a metody jejich stanoveni.

Za timto ucelem byla vypracovana literarni reSerSe na stanovena témata. Dale
byl v roce 2013 na 8 parcelkach zalozen porost ostropestice marianského, na néjz
byly v pribéhu vegetace tiikrat aplikovany vodné roztoky ASA o tfech zvolenych
koncentracich, pficemz 2 parcelky slouzily jako kontrolni za oSetfeni pouze vodou.
Odebrané vzorky semen byly analyzovany na Katedfe zootechnickych
a veterinarnich disciplin JihoCeské univerzity metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Nasledn¢ byla ziskana data zpracovana, vyhodnocena
a kvantitativné€ shrnuta v tabulkach ¢. 3, ¢. 4, ¢. S5ac. 6.

ProtoZe nebyla zamitnuta normalita ziskanych dat, byla k analyze dat pouzita
metoda analyzy rozptylu (ANOVA). Zména koncentrace celkové sumy ucinnych
latek u vzorkd jednotlivych skupin rostlin nebyla statisticky prikazna.
Rozdil ve zjisténych koncentracich sledovanych latek mezi vzorky skupiny rostlin
saplikaci elicitoru ASA o nizké koncentraci, skupiny s aplikaci elicitoru ASA
o stfedni koncentraci, skupiny s aplikaci elicitoru ASA o vysoké koncentraci
a kontrolni skupiny s aplikaci vody nebyl statisticky prikazny u Zadné ucinné latky.
Mezi jednotlivymi koncentracemi elicitoru byl sledovan statisticky nepriikazny trend
snizovani obsahu vSech ucinnych latek silymarinového komplexu s rostouci
koncentraci elicitoru, ktery by se pfi vét§im poctu vzork mohl stat vyznamnym.

Pouzivani vybraného elicitoru o zvolenych koncentracich se tedy jevi jako

Mrve

pouze jeho neefektivnosti, ale mize byt zplisoben mnohymi vnéj§imi abiotickymi
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¢i biotickymi vlivy, které na porost rostlin v maloparcelkovém pokusu nespecificky
pusobi, a tim ovliviiuji 1 vysledny obsah tc¢innych latek.

Vysledky piedlozené prace potvrdily piedchozi zkoumani pasobeni elicitort
(ELITIC a Elitic Jack) na obsah uéinnych latek semen rostliny ostropestice
marianského, které¢ bylo vyhodnoceno taktéz jako neefektivni (Petr, 2012).
Vzhledem ke skuteCnosti, ze predkladany pokus zkouma elicitor s odlisnym
chemickym slozenim (ASA), nemohl byt takto opakovan a s ohledem na vysledky
paraleln¢ provadénych pokust prokazujici pozitivni efekt rozlicnych elicitor
na vynos a kvalitu nékterych rostlin a u¢innych latek, nelze povazovat zavér o jeho
netcinnosti za definitivni.

Vysledky pokusu by bylo vhodné dale ovéfovat v provozni praxi na vétSich
plochach. Elicitace rostlin kyselinou acetylsalicylovou o optimdlni koncentraci
spole¢né s vhodnymi agrotechnickymi zasahy by mohly zabezpecit péstitelim vyssi

efektivitu vyroby, lepsi odbyt a zpenézeni vysoce kvalitnich produkti.
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PRILOHY

Ptiloha 1 - Grafy vyjadiujici zavislost obsahu jednotlivych G¢innych latek na
aplikaci elicitorti

Ptiloha 2 - Grafy vyjadiujici zavislost obsahu jednotlivych u¢innych latek na
rozdilné koncentraci aplikovaného elicitoru
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Priloha 1:
Vliv aplikace elicitoru na koncentraci taxifolinu

Mezi rostlinami s postiikem ASA o nizké, stiedni a vysoké koncentraci a kontrolni skupinou nebyl zjistén signifikantni rozdil v obsahu taxifolinu
(ANOVA,; F (3;36) = 0,0347; p = 0,99).

obr. ¢. 7 - Vliv aplikace elicitoru na koncentraci taxifolinu
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Vliv aplikace elicitoru na koncentraci silychristinu

Mezi rostlinami s postiikem ASA o nizké, stiedni a vysoké koncentraci a kontrolni skupinou taktéz nebyl zjistén signifikantni rozdil v obsahu
silychristinu (ANOVA; F (3;36) = 0,9425; p = 0,43).

obr. €. 8 - Vliv aplikace elicitorii na koncentraci silychristinu
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Vliv aplikace elicitoru na koncentraci silydianinu

Mezi rostlinami s postiikem ASA o nizké, stiedni a vysoké koncentraci a kontrolni skupinou nebyl zji$tén signifikantni rozdil v obsahu
silydianinu (ANOVA,; F (3;36) = 0,8832; p = 0,46).

obr. €. 9 - Vliv aplikace elicitorii na koncentraci silydianinu
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Vliv aplikace elicitoru na koncentraci silybinu A+B

Mezi rostlinami s postiikem ASA o nizké, stiedni a vysoké koncentraci a kontrolni skupinou nebyl zjistén signifikantni rozdil v obsahu silybinu
A+B (ANOVA,; F (3;36) = 0,8523; p = 0,47).

obr. ¢. 10 - Vliv aplikace elicitorti na koncentraci silybinu A+B
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Vliv aplikace elicitoru na koncentraci isosilybinu A+B

Mezi rostlinami s postiikem ASA o nizké, stfedni a vysoké koncentraci a kontrolni skupinou nebyl zjistén signifikantni rozdil v obsahu
isosilybinu A+B (ANOVA,; F (3;36) = 0,9247; p = 0,44).

obr. ¢. 11 - Vliv aplikace elicitort na koncentraci isosilybinu A+B
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Priloha 2:
Vliv rozdilné koncentrace elicitoru na koncentraci taxifolinu

Mezi rostlinami s postiikem ASA o nizké, stiedni a vysoké koncentraci nebyl zjistén signifikantni trend v obsahu taxifolinu (y = 2,20 +
0,02*log(x); p = 0,99).

obr. &. 7 - Vliv koncentrace elicitoru na koncentraci taxifolinu
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Vliv rozdilné koncentrace elicitoru na koncentraci silychristinu

Mezi rostlinami s postiikem ASA o nizké, stiedni a vysoké koncentraci taktéz nebyl zjistén signifikantni trend v obsahu silychristinu (y = 7,36 —

0,12*log(x); p = 0,25).

obr. ¢. 11 — Vliv koncentrace elicitoru na koncentraci silychristinu
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Vliv rozdilné koncentrace elicitoru na koncentraci silydianinu

Mezi rostlinami s postiikem ASA o nizké, stfedni a vysoké koncentraci taktéz nebyl zjistén signifikantni trend v obsahu silydianinu (y = 2,90 —
0,18*log(x); p = 0,07).

obr. ¢. 11 - Vliv koncentrace elicitoru na koncentraci silydianinu
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Vliv rozdilné koncentrace elicitoru na koncentraci silybinu A+B

Mezi rostlinami s postiikem ASA o nizké, stiedni a vysoké koncentraci taktéz nebyl zjistén signifikantni trend v obsahu silybinu A+B (y = 46,93

—1,04*log(x); p=0,1).

obr. ¢. 11 - Vliv koncentrace elicitoru na koncentraci silybinu A+B
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Vliv rozdilné koncentrace elicitoru na koncentraci isosilybinu A+B

Mezi rostlinami s postfikem ASA o nizké, stiedni a vysoké koncentraci taktéz nebyl zjistén signifikantni trend v obsahu isosilybinu A+B (y =
2,20 —0,01*log(x); p = 0,15).

obr. ¢. 11 - VIliv koncentrace elicitoru na koncentraci isosilybinu A+B
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