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SUMMARY

In today’s world, there are many factors influencing us, which are often negative
to our state of health. People often try to fight those using a variety of methods, one of
them being the strengthening of the natural resistence of the body. Pharmaceutical
companies manufacture many preparations, investing considerable time and money in
research into immunity supporting substances. Medicinal plants are often used as a rich
source of these active substances. Current scientific research of properties and effects of
medicinal plants is gaining in importance in medicine, food additives, food for special
diets or in the pharmaceutical industry.

One of these plants is Echinacea purpurea (L.) Moench. In recent years, this
medicinal plant has attracted much focus because of its positive effects on human
health. Apart from stimulation of human immunity, extracts of Echinacea purpurea also
have antirheumatic, antibacterial, antiviral and cytostatic properties; and research into
anticarcinogenic properties has now taken place.

Plant organisms are constantly exposed to various stress situations referred to as
stress factors. This study researches into the effects of elicitors (stress factors) on active
substances in the Echinacea purpurea plant. The elicitors used were: acetylsalicylic
acid, salicylic acid, methylsalicylic acid and titanium ascorbate, all in three different
concentrations. Additionally, chinese biological phosphorus potassium fertilizer was
used as an elicitor. The active substances of Echinacea purpurea which were tested
were: caffeic acid and its derivates, cichoric acid, caftaric acid and chlorogenic acid,
which are all substances with the previously mentioned medicinal effects. Also, in some
experiments, the effects of chosen biological plant parameters were monitored.

The field trials were established and over three years the effects of elicitors were
observed. The effect of chinese biological phosphorus potassium fertilizer was observed
during field and vessel trials. Harvested plants were separated into roots and aerial parts
and their active substances determinated by HPLC.

In the first trial, the effect of acetylsalicylic acid in three concentrations was
observed. Different effects of elicitor on the content of active substances in separate
parts of the plant was demonstrated. In aerial parts this effect is less significant. Low
concentration of an elicitor raises the content of caffeic acid and cichoric acid in the
aerial parts. The content of caftaric acid stays almost the same and content of

chlorogenic acid is lower in comparison to the check sample (elicitation by water).



Medium and high concentrations decrease the content of active substances, often
significantly. Caffeic and cichoric acids react to medium and high concentrations
identically. In all cases their content decreased. The content of caftaric acid increases in
the second and the third year of growing. The content of chlorogenic acid increases only
in high concentrations of elicitor in the first and the second year of growing — but only
minimally. In all other cases the content decreased.

When using low and especially the medium concentrations of acetylsalicylic
acid, the content of active substances in roots of Echinacea purpurea plants always
increased, in many cases significantly. In most cases, the high concentrations decreased
the active substances. This probably shows the negative influence of high stress caused
by high concentration of elicitors, especially on caffeic acid. Medium concentration in
the roots in this trial appears optimal. This was shown by the increase of all observed
substances, the highest one in chlorogenic acid. The trends of changes of active
substances are almost identical during three years. Increase or decrease of active
substances are significant in some years.

In the second trial, the effect of application of four chosen elicitors
(acetylsalicylic acid, salicylic acid, methylsalicylic acid and titanium ascorbate) on three
concentrations — low, medium and high, was observed.

In the roots, the content of cichoric acid increased in all cases (all elicitors, all
concentrations), except for medium concentrations of salicylic acid (3% decline).
Caftaric acid content was increased in all cases, as well as chlorogenic acid content; in
low concentration of titanium ascorbate the increase was ten times higher and
significant. A different situation was found with caffeic acid; its content mostly
increased the elicitation by the titanium ascorbate. It is possible to say that one third of
elicitors increased its content, one third decreased it and one third had no effect.

In aerial parts, the contents of cichoric and caftaric acids increased in all cases,
except for high concentration of acetylsalicylic acid, where their contents decreased. On
the other hand, the low concentration of salicylic acid increased their contents
significantly. In just three cases the of chlorogenic acid increased; in all others
decreased.

In the third trial, chinese biological phosphorus potassium fertilizer was used on
a small plot and in vessels.

In the small plot trial, the content of caftaric acid was increased in both flowers

and roots; the content of chlorogenic acid in flowers was the same, in the top the lower



and in the root it was four times higher. The caffeic acid content was the same in
the top and the root; in the flower it was lower. The content of cichoric acid was the
same in the flower, lower in the tops and higher in the roots. After fertilization, some
biological parameters like dry weight of the tops, flowers and roots; number of leaves,
flowers and shoots were decreased. None of the results of the small plot trial were
significant.

In the vessels trial, the content of caftaric acid increased in the flowers and roots.
Contents of chlorogenic and caffeic acids were increased in the flowers and the tops;
and the content of cichoric acid was increased in all three parts. The increase of the
weight of fresh flowers was the only significant result of using chinese biological

phosphorus potassium fertilizer.



Seznam pouzitych zkratek

AS — acetylsalicylova kyselina

ASL — nizka koncentrace kyseliny acetylsalicylové
ASM - stfedni koncentrace kyseliny acetylsalicylové
ASH — vysoka koncentrace kyseliny acetylsalicylové
SL — nizka koncentrace kyseliny salicylové

SM - stiedni koncentrace kyseliny salicylové

SH — vysoka koncentrace kyseliny salicylové

MSL — nizké koncentrace kyseliny metylsalicylové
MSM - stfedni koncentrace kyseliny metylsalicylové
MSH - vysoka koncentrace kyseliny metylsalicylové
TiL — nizka koncentrace askorbatu titanu

TiM — stfedni koncentrace askorbatu titanu

TiH — vysoka koncentrace askorbatu titanu



1. UVOD

V dneSnim svEété na nds pisobi mnoho faktorli, jenZ velmi Casto negativné
ovliviiuji nas zdravotni stav. Proti tomuto nezadoucimu pusobeni se lidé snazi bojovat
riznymi prostfedky, pficemz jednou z moznosti je posilovani obranyschopnosti
organismu. Farmaceutické firmy pfinadsi na trh velké mnozstvi ptipravkil, investuji do
vyzkumu latek podporujicich imunitu mnoho Casu i zna¢né finan¢ni prostredky. Jako
cenny zdroj U¢innych latek casto pouzivaji 1é¢ivé rostliny. S tim je spojena stale se
zvySujici obliba uzivani rostlinnych produkti a homeopatickych praktik. Vyzkum
vlastnosti a u¢inkd 1é¢ivych rostlin tedy znovu nabyva na vyznamu, at’ uz v oblasti
mediciny, potravnich doplnkt, resp. potravin uréenych pro zvlastni vyzivu, nebo ve
farmaceutickém primyslu. Zajimavou ekonomickou moznosti je i zavadéni primyslové
vyuzivanych lé¢ivek do zeméde€lskych kultur a tim zvySovani objemu jejich vyroby.

Do této skupiny rostlin patii i Echinacea purpurea (L.) Moench. — trapatka
nachova, ktera piivodem pochazi ze severni Ameriky. V poslednich letech byla této
lé¢ivee vénovana velka pozornost, vzhledem k jejim pozitivnim ucinkim na lidsky
organismus. Krom¢ stimulace lidské imunity maji extrakty z Echinacea purpurea také
antirevmatické, antibakteridlni, antivirové a cytostatické uc¢inky, zacinaji se zkoumat
dokonce ucinky antikarcinogenni. Ve svété¢ 1 u nas existuje jiz celd fada preparata
z téchto rostlin, ro¢ni obraty v obchodovani s touto rostlinou dosahuji mnoha desitek
miliont dolart, s ¢imZ samoziejmé roste i povédomi o této rostliné u lidi. Zde je potieba
fici, Ze vyrobky z Echinacey se ve vétsiné ptipadi neuzivaji jako ,klasické 1éky, nybrz
jako podptirna 1écba a prevence.

Rostlinny organismus je neustdle vystavovan rliznym stresovym situacim.
VSechny nepfiznivé vlivy vnéjsiho prostiedi, které ohrozuji rostliny, nazyvame
stresovymi faktory. Jsou to tfeba sucho, zasoleni piidy, nizkd hladina Zivin, vysoka
teplota, extrémni pH, utuzeni plidy, napadeni rostliny patogenem, znecisténé ovzdusi
nebo kombinace uvedenych vlivii. U zemédélskych plodin je to tfeba stres po aplikaci
pesticidii. Rostlina se t€émto stresovym situacim brani svou morfologii (trichomy, trny),
nebo také produkci sekundarnich metabolitl, které mohou byt cennou surovinou pro
farmaceuticky primysl.

V této praci je zkoumdn vliv elicitord (stresortl) na obsah ucinnych latek

v rostliné Echinacea purpurea. Jako elicitory byly pouzity kyseliny acetylsalicylova,



salicylova, methylsalicylat a askorbat titanu ve tfech riznych koncentracich. Byl také
sledovan tcinek ¢inského biologického hnojiva mobilizujiciho ptadni fosfor.
Sledovanymi G¢innymi latkami vcetné jejich produkce byla kyselina kavova a jeji
derivaty, kyseliny cichorova, kaftarova a chlorogenova, coz jsou latky, jimz literatura
piisuzuje vysSe uvedené 1écivé ulinky. U nékterych pokusti byl sledovan i1 vliv na
vybrané biologické parametry rostlin, jelikoz vime, Ze rostlina je schopna se brénit

stresoriim pouze do jejich urcité intenzity.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Historie rostliny Echinacea purpurea

Echinacea purpurea ma mnoho obecnych jmen, ktera odkazuji na jeji uzivani a
vzhled. Jsou to napfiiklad: purple coneflower, hadi kofen, hfebenova rostlina, ¢erny
Samson, ¢ernd hlava nebo jezek. Podle tvaru souplodi ji v 18. stoleti pojmenoval
némecky botanik Conrad Moench Echinaceou. Toto jméno pochdzi zieckého
»echinos®, Cesky jezek, ¢imz chtél poukéazat na jeji ostnaté kulaté souplodi nazek,
podobné jezkovi (KINDSCHER, 1989).

U nds se pouzivaji jména Rudbekie nachova a Trapatka nachova. Nazev
»Rudbeckia®“ ziskala tato rostlina na pocest Svédského botanika Olafa Rudbecka.
V nékteré starsi literatute se lze setkat 1 se jménem Brauneria.

Jeji domov je v severoamerickych prériich a lesich, smérem na vychod od

severovychodniho Texasu, Missouri a Michiganu (obr. ¢.1).

Obr. €.1: Rozsiteni Echinacea purpurea v USA
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Jesté diive nez ji objevili bili osadnici, byla pouZivana indidnskymi kmeny,
které obyvaly tzv. ,Indianské Plané“. Podle KINDSCHERA (1989) byla nejvice
pouzivanou l1é¢ivou rostlinou na Planich. Byla pouzivéana pfi riznych onemocnénich od

boleni zubt po kasel, nachlazeni, rymu, proti hadimu uStknuti a jako anestetikum.



GILMORE (1977) uvedl, ze macerovany koien byl pouzivan jako protijed proti hadimu
kousnuti a Zihadlim, byl pfikladan na zanicené rény, k odstranéni pocitu horkosti.
Dakotové prikladali Cerstvy nastrouhany kofen na hnisavd poranéni (SMITH, 1928).
Lakotové ho pouzivali pti boleni zubti (MUNSON, 1981) a pti nedostatku tekutin proti
poceni (ROGERS, 1980). Omahové Echinaceu pouzivali na bolavé o¢i. Kmeny Kiowa
a Cheyenne Ié¢ili nachlazeni a bolesti v krku Zvykanim kofene (GRINELL, 1962).
Kofen byl Zvykan Ucastniky Slune¢niho tance, protoZe stimuloval produkci slin a tim
snizoval pocit zizné. Povarend smés kotenli Echinacea purpurea a hub pychavek rodu
Lycoperdon, spolu s ptidavkem tuku ze skunka byla natirdna na popéleniny (HART,
1981). Kmen Crow zvykal koten pti nachlazeni a pil ¢aj pfipraveny z kotene pii kolice
(HART, 1976). Vale¢nici kmene Hidatsa byli zndmi Zvykanim malych kouskt kotene
béhem celonoc¢nich pochodti (NICKEL, 1974).

Zatimco mezi Indiany byla Echinacea purpurea jako 1€k velmi rozsitena, bili
1ékati ji pfijimali velmi pomalu. Divodem byl neptatelsky vztah bilych osadnika
k domorodcim, ktery nepfispival k vyméné informaci o této rostliné. Echinacea
purpurea byla prvni domorodé prérijni rostlina zpopularizovana jako 1€k a nedélo se
tomu tak rychle. Jednim z prvnich 1¢ékati, ktery se o Echinacee zminil, byl Dr. F.V.
Hayden, ktery vroce 1859 napsal, Ze kofen je velmi Casto pouzivan obchodniky a
Indidny jako 1€k na chfestyS$i uStknuti. H. C. F. Meyer ziskal informace o jejich
vlastnostech pravdépodobné od Indianti, nebo prvnich osadniki (LLOYD, 1904).
Meyer byl 1ékarnikem, tinkturu z Echinacey si v roce 1870 patentoval a prodaval ji
jako 1€k nazvany ,Meyertuv cisti¢ krve® (FOSTER, 2000; HOSTETTMANN, 2003).
Ten byl Siroce pfedepisovan piedevSim jako pfirodni prostfedek proti infekcim a
zanétim. Jeji prvni klinické vyuziti bylo vyzkouSeno u péti ptipadli zaskrtu a patnacti
pripadu tyfu. Echinacea ziskavala mnoho pfiznivct, i kdyz jeji vyznam byl mnohdy
precenovan.

V roce 1916 se trapatka stala nejprodavanéjSim rostlinnym preparatem v USA
(HOSTETTMANN, 2003). Popularita tfapatky upadala s nastupem éry antibiotik. Do
Evropy se jeji veéhlas donesl az pocatkem 20. stoleti. Zde se o ni zajimali predevsim

homeopatiéti 1ékaii (KOHOUTOVA , 2003).



2.2. Botanicka charakteristika

Echinacea purpurea je vytrvald rostlina z celedi Asteraceae, 80 - 120 cm
vysoka, se silnou, vzpiimenou a rozvétvenou lodyhou, kterd je slabé drsné ochlupena
nebo hold (BAUER, WAGNER, 1990). Spodni listy jsou pétinervové, podlouhle vejcité
s dlouhym fapikem. Horni listy jsou kopinaté. Kofenovy systém je tvofen hustym
pletencem svétle hnédych svazéitych kofenti (SICHA et al., 1989). Kvéty maji pramér
az 20 cm, ter¢ vystupuje v kupovitém tvaru a ma tmaveéhnédou az tmavépurpurovou
barvu, ktera misty prechdzi do ¢ernych odstinti. Koncové, velké kvétni ubory rozkvétaji
v Cervenci a srpnu, na horach se s kvetouci rostlinou 1ze setkat jest¢ v fijnu. Okvétni
listky maji svétlou, riizovofialovou barvu, odstiny kvéti se mohou jemné liSit podle
kultivara. Trubkovité stfedové kvéty jsou vyklenuté, s prfecnivajicimi, tvrdé pichlavymi
plevkami. Plodem jsou nazky se zakrnélym chmyrem, jsou jednosemenné a ptiblizné 4
mm dlouhé (DACHLER, 1989). Hmotnost jednoho tisice semen se pohybuje od 3,6 do
4 gramt (SEIDLER-LOZYKOWSKA, DABROWSKA, 1996). Mnozi se vysevem nebo
vegetativné kofenovymi tkrojky.

Do rodu Echinacea patii 9 druhti, vSechny piivodné pochézejici ze Spojenych
statlh americkych a jizni Kanady (KAPTEYN et al., 2002). Z farmaceutického hlediska
je nejvyznamng&j$i Echinacea purpurea, Echinacea angustifolia a Echinacea pallida.
Echinacea purpurea a Echinacea angustifolia jsou diploidni rostliny, n = 11,
Echinacea pallida je tetraploidni, n = 22. Dal$i dvé jsou uvedeny ve Federdlnim
seznamu ohrozenych druhii — Echinacea tennesseensis (z Tennessee) a vzacna, fidce se
vyskytujici, v Apalaskych horach rostouci Echinacea laevigata. Déle jsou to
Echinacea paradoxa a Echinacea simulata, obé z Arkansasu a Missouri. Dal$i vzacné
jsou Echinacea atrorubens z vychodniho Texasu a Oklahomy a Echinacea sanguinea

z Louisiany (FOSTER, 2000).

Rod Echinacea zahrnuje také mnoho variet a kiizencii péstovanych v zahradach

jako okrasné rostliny.

2.3. Obsahové latky rostlin rodu Echinacea

Poprvé referovali o obsahovych latkich HEYL a STALEY (1914). Podle jejich

udajii se v kofenech obou druhii vyskytuje zasobni polysacharid inulin a dalsi



polysacharidy — pentosany, redukujici monosacharidy, pryskyfice a silice. Dale
identifikovali v lipofilni frakci z kofenti obou druhii rostlin kyselin olejovou, linolovou,
palmitovou a tfi fytosteroly. Ty byly v roce 1966 identifikovany jako [B-sitosterol, -
sitosterol-3-B-D-glukosid a stigmasterol (BOHLMANN, GRENZ, 1966). Dalsimi
obsahovymi latkami kofenti jsou triglyceridy vysSe uvedenych mastnych kyselin,
levulosa, tfisloviny, fenolické kyseliny, betain, mineralni laitky (HARNISCHFLEGER,
STOLZE, 1983).

Pomoci plamenové atomové adsorpcni a emisni spektrometrie byl v nadzemni
&asti rostliny i v kofenech stanoven obsah Zn, Fe, Cu, Mn, Ca, Mg, Sr, Ni a Li (RAZIC
et al., 2004).

Echinacea je velice bohat4 na biologicky aktivni latky, které se daji rozdélit do
nasledujicich skupin:

1. polysacharidy 1 obsahujici arabinosu, xylosu, galaktosu, glukosu a 4-O-

methylglukuronovou  kyselinu, polysacharidy 2 (arabinorhamnogalakticky)

obsahujici rhamnosu, arabinosu, galaktosu a dale echinacin B, kyselina cichorova,

betain, inulin, inuloid, fruktosa, sacharosa, xylosa, neidentifikované glykosidy,
kyselina glukuronova, derivaty kyseliny kavové

2. esencialni olej obsahujici onkolytickou latku 1,8 pentadekadien,

echinacen, nenasycené alifatické seskviterpeny, mastné kyseliny s vy$S§im poctem

dvojnych vazeb, polyacetylenové slouceniny, ketoalkeny

(98]

proteiny (v susenych kotenech E. purpurea 5,3 %)
. vitaminy C, A, E

4
5. méd, zelezo, draslik. sira
6

flavonoidy, silice, pryskyfice, tfisloviny

V kotenech E. purpurea bylo nalezeno 11 alkylamidi, pfi¢emz ptevladaji
alkylamidy typu 2,4-dien. Hlavni alkylamidy (isobutylamid dodeka-2E, 4E ,8Z ,10E/Z-
tetraenové kyseliny) jsou koncentrovany piedevSim v kofenech a kvétech, pfiCemz
obsah v kotfeni se pohybuje okolo (0,004 - 0,039 %), koncentrace v nati mezi 0,001 —
0,03 % (BAUER et al., 1990). Dale to jsou isobutylamidy-2,4-dieny. Chromatografické
porovnani extraktli z kofentl i zelenych ¢asti E. purpurea ukazuje, Ze isobutylamidy zde
jsou zastoupeny rovnomerne.

BAUER et al. (1985) a BOHLMAN et al. (1974) izolovali a identifikovali
polyinaminy diendiinového typu, N-isobutylamid kyseliny 2Z, 4E-trans-dodekadien-



8,10-diinové a smés dvou izomeri N-isobutylamidu kyseliny 2,4,8,10-
dodekatetraenové. Isobutylamid dodeka-(2E,4E, 8Z, 10E)-tetraecnové kyseliny je hlavni
obsahovou latkou v nati. Tato sloucenina byla izolovana jiz roku 1966 (BAUER
et.al.,1988).

Echinacein je latka shodna s neoherkulinem rostlin z ¢eledi Ruteaceae. Jde o N-
isobutylamid kyseliny 2E,6Z,8,10E-dodekatetraenové, ktery ma insekticidni ucinky
(SICHA et al., 1989).

Dal8imi latkami jsou polyeny a polyiny, estery vySSich mastnych kyselin, jejichz
fetézenim vznikaji farmakologicky vysoce aktivni latky — tridecenpentaiin, tridekadien-
epoxid, diindien. Jsou velice citlivé na oxidaci a jejich obsah je velice zavisly na
uskladnéni, jehoz vlivem miize byt jejich obsah ve vzorku silné snizen (KOHOUTOVA,
2003).

Z koteni byly izolovany slouceniny polyacetylenového typu. V cCerstvych i
suSenych kotenech bylo nalezeno pomérné velké mnoZstvi téchto sloucenin (0,2 %).
Bylo identifikovano 13 sloucenin, znichz nejvyssi podil ma 1-tridecen-3,5,7,9,11-
pentain. WAGNER et al., 1991 izoloval 1,11-tridekadien-3,5,7,9-tetrain, latku se silnym
baktericidnim a fungicidnim u¢inkem. V nati byly nalezeny pouze 4 ze 13, které se
vyskytuji v kofenech. Jejich koncentrace je velmi nizka. Polyacetylénové slouceniny
jsou pomérné nestélé, pii dlouhodobém skladovani se rozkladaji (SICHA et al., 1989).

V roce 1975 byl izolovéan echinolon, husty bezbarvy olej, ktery ma insekticidni
ucinky na larvalni stadia hmyzu. Jde o 10-hydroxy-4,10-dimethyldodekadien-2-on
(SICHA et al., 1989).

Silice z kotfenl E. purpurea obsahuje minimalné 31 latek s obsahem 18 %
karyofylenu a 8,73 % farnesenu. Jako vedlejsi latky se vyskytuji dalsi terpeny a-pinen
(2 %), B-pinen (2 %), myrceen (1 %), limonen (0,3 %), cymol (0,1%) a stopy thujenu,
humulenu a karyofylenoxidu (SICHA et al.,1989).

Obsah éterickych olejt u E. purpurea piedstavuje néco malo pies 0,1 %
(BAUER et al., 1986).

Vroce 1950 izolovali STOLL et al. zkofeni E. angustifolia glykosid —
echinakosid. Je to bezbarva krystalicka latka rozpustnad ve vodé. Cukerna cast této latky
je tvofena dvéma molekulami D-glukosy a jednou molekulou D-rhamnosy. Necukerna
cast obsahuje kyselinu kévovou. Echinakosid ma slaby baktericidni ucinek na
Staphylococcus aureus a na streptokoky, dale hypotenzivni a analgeticky ucinek a

potenciaci uc¢inkti L-DOPY pfi parkinsonismu. Echinakosid nevykazuje vyrazny bod



tani, je opticky aktivni, rozpustny ve vodé¢ a v methanolu. Z vysledku analyz
echinakosidu a jeho derivatl, stejn¢ jako riznych produktii rozkladu, byl odvozen
sumarni vzorec CssHs6050.

Stoji za povsSimnuti, ze E. purpurea echinakosid neobsahuje, proto se tato latka
Casto pouziva pfi standardizaci extraktii z E. angustifolia a E. pallida (BAUER et al.,
1988). U nékolika prodavanych produktl, které mély obsahovat pouze E. purpurea, se
timto prokazala ptitomnost E. angustifolia, nebo E. pallida (BARNES et al.,2005).

Pfi mikrobialnich testech produkti echinakosidu se ukazalo, Ze za antibiotickou
ucinnost je odpoveédna kyselina kdvova, chlorogenova, cichorova a kaftarova. Tlumeni
rustu plati pro Stafylococcus aureus, Streprococcus pyogenes nikoliv vSak pro
Escherichia coli, Salmonella typhosa a Shigella dysenteriae. Ve srovnani s ostatnimi
antibiotiky je vSak ptsobeni echinakosidu a kyseliny kdvové nepatrné. V plotnovém
testu ukazuji 8 x 10 molarni roztoky obou substanci stejny uéinek jako 1 oxfordska
jednotka penicilinu, tzn. 6,3 mg echinakosidu nebo 1,44 mg kyseliny kavové odpovidaji
| oxfordské jednotce penicilinu. Uéinek je na dolni hranici pro substance, které jsou
oznacovany za antibiotika. Lze si vS8ak domyslet, Ze pfi pouziti extrakti tfapatky na
oSetfeni rany je lokalni koncentrace echinakosidu dostatecné velka, aby byl podpofen
proces hojeni. Kyselina kdvova je v 1isi rostlin velice rozsifend, je tfeba myslet na to, ze
pfi pozitivnich vysledcich vyzkumu antibakteridlniho ucinku cerstvych rostlinnych
extraktl mohou pusobit kyselina kdvova nebo derivaty kyseliny kavové (STOLL et al.,
1950).

Obsah derivati kyseliny kavové v kvétech je mnohokrat vyssi nez ve zbytku
naté¢ (BAUER et al., 1988).

Za pravdépodobné nejdiilezitéjsi imunostimulator je povazovan derivat kyseliny
kavové, kyselina cichorova (2,3-dikafeoylester kyseliny vinné¢) (BECKER, HSIEH,
1985). Ta je obsazena ve vSech Castech rostliny E. purpurea (BAUER et al.,1988), ale
nejvice je koncentrovana v kvétech a kofenech (KOHOUTOVA, 2003). BAUER et.al.
(1990) oznacili za c¢ast rostliny snejvySsim vyskytem kyseliny cichorové koten,
izolovana z Cichorium intybus — Asteraceae. Z druhii rodu Echinacea byl izolovan 1 jeji
metylester a mono- a dimetyléter (BECKER, HSIEH, 1985). Kyselina cichorova
inhibuje nekteré integrazy, enzymy diilezité pro mnoZeni retrovira (DUKE, 1997).

Mezi derivaty kyseliny kavové patii také kyselina chlorogenova a kyselina

kaftarova, 2-dikafeoylester kyseliny vinné.



E. purpurea obsahuje echinacein. Jedna se o N-isobutylamid kyseliny 2-trans-6-
cis-8,10-trans-dodekanové, zvySujici pfirozenou obrannou funkci organismu.
Echinacein tvoii komplex s kyselinou hyaluronovou a blokuje enzym hyaluronidasu,
kterd reguluje polymerizaci kyseliny hyaluronové a zarovein ovliviiuje vyménnou cestu
tekutiny mezi buitkami a cévnimi sténami. Echinacein blokuje hyaluronidasu télu
vlastni 1 hyaluronidasu vytvofenou bakteriemi a tim zamezuje Sifeni lokalni infekce.
Utinek je prokazan aktivnim vlivem na mnoZeni fibroblastii, které by mohlo vést
k znovuvytvofeni inhibitoru hyaluronidasy. Bylo prokazéano, ze pii aplikaci echinaceinu
na myS$i dochéazelo k vyrazné aktivaci fagocytl. Pozd¢ji se ukazalo, ze aplikace
echinaceinu ma stejny efekt jako hormony glukokortikoidy (KOHOUTOVA, 2003).

Echinacin B je pseudokrystalicka latka s velmi nizkou toxicitou. Jde o smésny
polysacharid, jehoz ucinnou slozku tvofi kysely mukopolysacharid. Ma
imunostimulaéni G&inky a ptisobi jako inhibitor hyaluronidas (SICHA et al., 1989).

Ze zelenych casti Echinacea purpurea byly izolovany dva polysacharidy.
Jednd se o 4-O-metylglukuronoarabinoxylan s molekulovou hmotnosti kolem 35 000
a arabinorhamnogalaktan s molekulovou hmotnosti kolem 45 000. Z bunéénych struktur
E. purpurea byly ziskany tfi chemicky definované polysacharidy, dva neutralni
fukogalaktoxyglukany s molekularni hmotnosti 10 000 az 25 000 a kysely
arabinogalaktan s molekuldrni hmotnosti 75 000.

V  kofenech E. purpurea byly objeveny estery kyseliny skoficové se
seskviterpenickymi alkoholy typu guajanu a germakrenu, které stimuluji imunitni
odpovéd organismu (SICHA et.al., 1989). Ve $tavé z erstvé rostliny byl nalezen
tussilagin a isotussilagin. Jejich obsah v rostlinach je 0,006 %.

Dalsi latkou, kterou E. purpurea obsahuje je verbascosid (SLOLEY et al., 2001)
Ve vsech druzich byl také dokéazan rutin.

Ptestoze byly v pribéhu let z Echinacey izolovany a identifikovany cetné
slou€eniny, nepodaftilo se dosud jednoznaéné urcit konkrétni substanci, zodpovédnou za
ptipisované lécebné ucinky. Proto se odbornici ptiklonili k ndzoru, Ze 1é¢ivy ucinek je
dilem celého komplexu latek (HOOBS, 1994b), (KOLAR et al., 1998).

K nosnym latkdm, kterym jsou pficitany 1éCivé ucinky Echinacea sp., patii:
éterické oleje, derivaty kyseliny kévové, polysacharidy, izobutylamidy, polyeny,
polyiny. Cetné vyzkumy z poslednich let ukézaly, Ze se tyto slouceniny vyskytuji
v ruznych koncentracich dle druhu a c¢asti rostlin. Podle dosavadnich vyzkumu i

praktickych zkusenosti se nejucinnéjsi drogou jevi koten, potom kvét a nakonec list.



2.4. Péstovani rostliny Echinacea purpurea

Echinacea je pivodni rostlinou Severni Ameriky. Mezi nejdilezitéjsi 1é¢ivé
rostliny se zafadila az v minulém stoleti a v soucasné dob¢ predstavuje vyznamnou ¢ast
rychle rostouciho obrovského primyslu, ktery se zabyva pfirodnimi produkty. Jeji
dlouha historie a popularita urychlila védecky zajem o tuto rostlinu. Jednalo se hlavné o
ovéfovani pfipisovanych u¢ink rostlinnych extrakti a aktivnich latek v nich
obsazenych. Tato popularita vedla k zdjmu o jeji komeréni péstovani, ktery vedl nejprve
k produkci okrasnych rostlin az k jeji dne$ni dominantni produkeci pro farmaceuticky
primysl.

Z rodu Echinacea vzbudila pozornost nejdiive Echinacea purpurea, a to jako
rostlina okrasna. Pocatek péstovani Echinacea purpurea pro farmaceutické ucely
zahgjila ve 30. letech minulého stoleti firma Madaus (HAHN, MAYER, 1986) a o
nékolik let pozdé€ji provozoval prvni polni kultury E. purpurea a E. pallida ve své firmé
Dr. Willmar Schwabe NEUGEBAUER (1949). Kolem roku 1950 ji za¢al ve Svycarsku
péstovat a Slechtit A. Vogel (HOSTETTMANN, 2003).

Prvni navrh agrotechniky polnich kultur E. purpurea, E. pallida a E.
angustifolia podadva vroce 1956 HEEGER. Péstovani rostlin povazuje za
bezproblémové, doporucuje jen hluboké, dobte zpracované pudy, které by nemély byt
prilis vlhké a s dostatecnym oslunénim.VSechny druhy rodu Echinacea jsou nenarocné
na technologii péstovani, nemaji pfirozené neptatele a jsou 1 velmi odolné vykyvim

pocasi.

2.4.1. Vybér stanovisté

Pro péstovani rostlin Echinacea, které ziistavaji na pozemku dva az tii roky, je
dilezité zvolit vhodny pozemek z hlediska piidni struktury s dostate€nou plidni silou. U
druhti péstovanych pro farmaceutické ucely a na vyrobu potravnich doplika by mél byt
zvoleny pozemek navic bez nezadoucich zbytkovych rezidui v ptidé a z hlediska
umisténi z dosahu nebezpecnych emisi a jinych Skodlivin. Z hlediska osevniho postupu
by se pii rozséhlejSim péstovani tyto rostliny nechaly zatadit mezi dvé obiloviny, kde

by pusobily jako pterusovac obilného sledu.
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Pro péstovani E. purpurea se doporucuje leh¢i, nekamenita, hluboka humozni
puda, oprosténa od kofinkd jinych rostlin. M¢la by byt rovnéz vlhka, ale neméla by
zadrzovat vodu (BOMME, 1987).

Od roku 1981 provadi vyzkum agrotechniky rostlin rodu Echinacea Bavorsky
zemsky ustav pro pedologii a péstovani rostlin v exaktnich polnich pokusech. Pro
péstovani Echinacey doporucuje leh¢i, propustné a hluboké piidy s dostatkem humusu
s vysokou vodni kapacitou, ale jen mirn€ vlhké, bez plevelii a s nizkou Stérkovitosti
(BOMME, 1987).

Z hlediska padnich podminek vyhovuji rostlindm ptidy s pH mezi 6 — 8.
Uspésné bylo i péstovani pii pH 5,5 — 6,0 na Novém Zélandé. Dilezita je ale padni
struktura. Doporucuji se pudy lehké az stiedné tézké, drobivé, protoze hlavnim
vynosovym prvkem je kofen, ktery je nutno po vyzvednuti oCistit od zeminy. To je pak
v pripadé tézkych zamokienych ptd vice naro¢né a dochazi i k zna¢nym ztrdtdm na
vynosu a to ztratou jemného kofenového vlaseni. Proto jsou optimalni piidy nesléhavé,
leh¢iho typu s pomérné dobrou zasobou zivin. Rudbékiim se dafi na vysluni az
v polostinu. Rostliny jsou nenarocné, ale v chudych ptidach nedavaji kvalitni kofen.

KOLAR et al. (1998) nedoporu¢uji zelené hnojeni, nebot piebytek dusiku
snizuje mnozstvi uc¢innych latek v rostling.

Pozadavky na ptfedplodinu jsou malé. Pouze po viceletém trvani porostu na

mist¢ by mély nésledovat prestavky (DACHLER, PELZMANN, 1989).

2.4.2. MinoZeni, vysadba, vysev

Pro kliceni jsou idealni teploty mezi 20 - 25°C, pozdé&ji 16°C pies den a 12°C
pres noc. Abychom zvysili kli¢ivost, miize byt osivo bud’ jeden mésic stratifikovano pii
teploté¢ 0°C ve vlhkém pisku nebo raSeliné anebo 24 hodin namoceno ve vodé
(DACHLER, PELZMANN, 1989).

Drobna seminka sejeme v Unoru az bieznu do skleniku. Asi po 6 tydnech se
pikyruji do malych nadob a koncem kvétna nebo v Cervnu je vysazime na stanovisté ve
sponu alespont 30 x 40 cm. Dale se miize mnozit i vegetativné, a sice délenim na jafe

nebo na podzim. Je mozné i mnoZeni kofenovymi fizky ¢asné z jara.
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Obecn¢ rychlost vzejiti semen ve skleniku je vyS$si nez ve volném prostranstvi,
proto se doporucuje vysazovat sazenice ze skleniku. Ale u E. purpurea byly na rozdil
od ostatnich trapatek dosazeny uspokojivé vysledky i s pfimym vysevem do volné pudy
(SMITH-JOCHUM, ALBRECHT, 1987, 1988).

Velké pozornost je v posledni dobé vénovana predevsim hustoté seti ¢i vysadby
pii pé&stovani rostlin rodu Echinacea. V Némecku je doporucovéno 8 - 11 rostlin/m?,
v USA je obvykla nizsi hustota 5 - 7 rostlin/m’. Ukazalo se, Ze z hlediska vynosu naté je
vhodné némecké doporuceni stejné jako pro vynos kofentl. Podil susSiny kotenil
k celkové susin¢ produkce se zvySuje s vysSsi hustotou, ale problémem je nizsi
koncentrace produkovanych alkylamidi (PARMENTER, LITTLEJOHN, 1997).

SHALABY (1997) sledoval vliv vzdalenosti rostlin 20, 40 a 60 cm od sebe
v fadcich Sirokych 50 cm a zjistil, ze nejvyssi vynos naté, listi a kofenll je pii
vzdalenosti rostlin 60 cm. P piepoétu na g susiny/m’ je oviem nejvys§i vynos pii 20
cm vzdalenosti rostlin.

COX (1998) doporucuje vzdalenost mezi rostlinami jeden a ptl az dvé stopy,

coz je piiblizné 45 az 60 centimetrui.

2.4.3. Hnojeni

Podle BAUERA a WAGNERA (1990) je optimalni sloZeni hnojiva 150 - 180 kg
N, 70 - 100 kg P,Os a 220 - 250 kg K,0 na hektar, coz odpovida 31 - 44 kg Pa 183 -
207 kg K.

DACHLER a PELZMANN (1989) uvadi hrubé odhady davek zakladnich prvki
pfi hnojeni na dobfe zasobenych plidach cca 120 kg N na ha v délené davce, 70 kg P,Os
na ha a 150 kg K,O na ha.

PASEK (1997) zjistil, Ze nejvy$si produkci uéinnych latek E. purpurea lze
dosahnout hnojenim s neharmonickym pomérem zivin. Zda se, ze neharmonicka vyziva
stimulovala u rostliny tvorbu obrannych latek, zajiStujicich pro ni preziti v obtiznych
podminkach, které jsou zaroveii farmakologicky vyznamné pro &lovéka. KOLAR et al.
(1998) ve své praci dokazuje, ze pii Sestindsobném piebytku dusiku v poméru k drasliku
a dal$im Zivindm produkuje rostlina o 60 % ucinnych latek vice, nez pfi harmonickém
pomeéru zivin bez ohledu na druh dusikatého hnojiva, za predpokladu, Ze dusik neni

imobilizovan uhlikatymi zdroji, v substratu snadno rozlozitelnymi. Z tohoto divodu je
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vylou¢eno zelené hnojeni. Maxima produkce ucinnych latek bylo dosazeno teprve
v poslednich vegetacnich fazich rostliny, proto autoti doporucuji sklizet nejdiive v dobé

kvétu.

2.4.4. Ochrana rostlin

KUCHARSKI (1997) se ve své studii vénoval pokusiim pro urceni pesticidi,
vhodnych pro péstovani Echinacey. Bylo testovano 18 herbicidl, z nichz nejlepsi
ucinnost a toleranci prokazaly piipravky Kerb 50 W (G¢inna latka propyzamid),
Azogard 50 WP (G¢inna latka prometrin) a Fusilade Super (G¢inna latka fluazifop-P-
butyl).

NejcastejSimi puvodci onemocnéni byli Alternaria alternata a spala. Byly
uspésné vyzkouSeny fungicidy Dithane M 45, Dithane DG Neotec (U¢inna latka
mancozeb) a Penncozeb 80 WP (3 g/kg osiva), Penncozeb 75 DF (uc¢inna latka
dithiokarbamat).

Ze skidci se vyznamné projevil Philenus spumarius, Phytomyza atricornis,
Liriomyza strigata a Lygus sp. Usp&né byly vyzkouseny p¥ipravky: Ambush 25 EC,
Alfazot 05 EC, Basudin 25 E (u€inné latka diazinon), Bulldock 025 EC (i¢inna latka
beta-cyfluthrin), Diazinon 250 EC (G¢inna latka diazinon), Cyperkill 25 EC (u¢inna
latka cypermethrin), Karate (uc¢inna latka lambda-cyhalotrin), Ripcord 20 EC (u¢inna
latka cypermethrin).

2.4.5. Sklizen

Sklizenn nadzemni ¢asti se provadi nejdiive v dob& kvétu. V této fazi obsahuje
rostlina nejvice Géinnych latek (KOLAR et al., 1998).

Kvetouci nat’ se sklizi ru¢né nebo mechanicky (DACHLER, 1989). Ve vegetacni
sezong se zpravidla sklizi dvakrat, pfi¢emz prvni sklizeni je v prvni ¢ervencové dekade,
druha ne pozdéji nez koncem zati (KUCHARSKI, 1997).

V Srbsku byl proveden pokus, pii kterém byl zkouméan obsah makroelementt a

stopovych prvka (zinek, zelezo, méd’, mangan, vapnik, hoic¢ik, sira, nikl a lithium)
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v kofenech a v nadzemni hmot¢ pfi jarni a podzimni sklizni, pficemz nebyl zjistén
7adny prokazatelny rozdil (RAZIC et al., 2003).

Kofen se sbird druhym az tfetim rokem na podzim (v zéfi a fijnu). Kofeny se
nachazi asi 10 - 20 cm pod povrchem. Sklizeti kofenové hmoty je nutné provadét za
optimalniho pocasi a ptidni vlhkosti s minimalnim obsahem zeminy. Kotfen Echinacea

purpurea by bylo mozné

sklizet vyordvacem brambor s
naslednym runim sbérem.
Vhodnéjsim feSenim by bylo

pouziti specidlniho sklizeciho

stroje navrzeného na
Slovenské zeméedélské
univerzité v Nitie

(PISZCZALKA et al., 1997).

Obr. ¢. 2: Stroj na sbér kofent léCivych rostlin Echinacea purpurea a Leuzea
rhapontica: 1-kopirovaci kolo, 2-kotouc¢ova krojidla, 3-vyoravaci radlice, 4-vrhaci a
prosévaci dopravnik, 5-odhazovaci bubny kament, 6-zasobnik kamenti, 7-dopravnik
kament, 8,9-separator zeminy, 8-prstovy dopravnik, 9-plnici dopravnik, 10-zasobnik

kotend, 11-vyprazdiiovaci zasobnik

2.4.6. Poskliziiova uprava

Poskliziova uprava kofene spociva v jeho dikladném proplachnuti vodou a
bezpodminecné nutné je jeho nasledné suseni, jinak dojde k zplesnivéni.

Aby se koteny Iépe susily, mohou se podélné rozfiznout. Susi se ve stinu nebo
v susarné pii teploté do 40°C.

Neni vhodné suSit echinaceu pii vysSSich teplotach, 1 kdyz nebyl dokazan
signifikantni rozdil v koncentracich alkylamidd pii rlznych teplotach suSeni. Jako
nejvice labilni latka se projevila kyselina cichorova (STUART, WILLS, 2003). Jako

nejvice labilni latku pfi suSeni a to kyselinu cichorovou urcili u kvéti také KIM et. al.,
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2000 a u kotent LI a WARDLE, 2002. Ti vSak pouzivani vysSich teplot pifi suSeni

nedoporucuji.

2.5. Farmaceutické vyuziti

Echinacea je jedna znejprodavangjSich 1écivych rostlin v Evropé a Severni
Americe, pouziva se hlavné pii 1é€be nachlazeni a pfi infekcich hornich cest dychacich.
V soucasné dobé existuje vice nez 800 riznych komer¢nich preparati (GOEL et al.
2004), s ro¢nim obratem okolo 70 miliont dolard (ERNST, 2002). Tento obrat se stale
zvySuje, nebot’ udaje z roku 1997 hovoii o 30 milionech dolard, coz ¢inilo 10 % trhu
s lécivkami (BREVOORT, 1998).

Je tfeba zdlraznit, Ze ve vétSin€ piipadl se vyrobky zrostliny Echinacea
purpurea nepouzivaji ptimo jako léCivo, ale spiSe jako doplikové 1écba, nebo jako
prevence. Dosavadni rozsah indikaci ptipravki z E. purpurea je velmi Siroky. Saha od
vnéjSitho pouziti pfi oSetfovani ran pies 1éCbu ekzémi, bércovych viedi, pistéli,
popalenin, lupenky az po uziti vnitini pti chiipce, katarech, chronickych onemocnénich
hornich 1 dolnich cest dychacich, pfi potizich s prostatou, polyartrididé ¢i malignich
nadorech. U rakoviny neni nazor jednotny a nékteré studie 1é€bu tohoto onemocnéni
extraktem z Echinacey nedoporucuji. Nejvyznamnéjsi je vSak jeji vliv na zvySovani
imunity organismu. Pouziti 1€kit z Echinacey se nabizi tam, kde je pfi¢ina nemoci
v defektu imunity nebo jejim docasném oslabeni. Dokaze aktivovat lymfocyty (bilé
krvinky), které jsou schopny pohltit ptivodce infekce ptimo v organismu ¢loveka. Stejné
jako pro jiné preparaty s imunostimulacnim u¢inkem 1 pro echinaceové plati to, ze
primdrné posiluji nespecificky obranny systém a mohou se podavat prakticky bez
omezeni.

Echinacea si nasSla svoje misto nejen ve farmaceutickém pramyslu. Pridava se
do produktii jako balzam na rty a zubni pasty, dale do produkti, které pecuji o vlasy a
pokozku, v pletovych maskach, krémech a pletovych vodach specidlné pouzivanych na
poskozenou pokozku. Stale vice se pfidava i do potravin jako jsou ceredlie, cukrarské
vyrobky a ¢aje (WILLS et al., 2000).

Je podavéana v mnoha podobach — suSeny kotfen a list, vodny extrakt, jako
prasek, kapsle, tabletka, krém, gel a kromé Severni Ameriky také jako injekce
(ANONYM 1).

15



Prokazatelné 1éCivy ucinek byl nalezen in vitro a in vivo u cCerstvé §tavy
z nadzemnich c¢asti rostlin a u alkoholového extraktu z kotene Echinacea purpurea
(BAUER, 1996).

Seznam Rote Liste uvadi pres 40 pripravkll s obsahem extraktu z E. angustifolia
(ast 2/3 ptipravkl) a z E. purpurea (asi 1/3 ptipravka). Indikace obou druha jsou
shodné: vnitin€ jako wurologikum, prostfedek proti chiipce a vird6zam vibec,
antiflogistikum, v gynekologii proti chronickym zanétlm, stimuldtor imunitni odpovédi
organismu a zevn& na nehojici se hnisavé rany (SICHA et al., 1989).

KUHN popsal roku 1953 aktivaci histiogennich fagocyti na mySich po
implantaci Echinacinu (vylisované stavy z Herba recens Echinaceae purpureae).

Nespecifickou odolnost organismu vyvolava sérovy faktor properdin, diky
vysoké specifické afinité k polysacharidim bakterii, virti a fagi. Intraven6zni aplikace
Stavy z Cerstvych rostlin rodu Echinacea kralikim zvySuje po 24 hodindch hladinu
properdinu v séru o 50-70 %.

Ptipravky z tfapatky pilisobi i virostaticky — byla prokdzana Uc¢innost extraktu
z E. purpurea proti virim herpetickym, chiipkovym, détské obrny a kravskych nestovic.
Utinek extraktu se projevuje v takovych koncentracich, kdy je jeho toxicita nulova.
Uginek neni virucidni, v bunééné kultuie je dosaZeno antivirového uéinku teprve tehdy,
je-li kultura oSetfena extraktem z E. purpurea pied virovou infekci. Viry nemohou
proniknout do pifedem oSetfenych zdravych bunék.

Podle WAGNERA a PROKSCHE (1981) jsou hlavnimi obsahovymi latkami,
které¢ vyvolavaji zlepSeni imunitni odpovédi organismu, polysacharidy. Polysacharidy
jsou imunologicky aktivni skupinou obsahovych latek. Maji inhibi¢ni ucinek proti
hyaluronidase (enzym produkovany bakteriemi, ktery likviduje hyaluronovou kyselinu
odpovédnou za ochranu proti bakteriim), stimuluji in vivo a in vitro fagocytdézu
granulocytl a aktivuji makrofagy ke zvySené cytotoxicité proti tumorovym buiikam.
Polysacharidy z bunécnych kultur E. purpurea byly testovany na schopnost aktivovat
lidské fagocyty in vitro a in vivo. Tyto substance zvySily spontdnni mobilitu
polymorfonuklearnich leukocytt a zvysily schopnost téchto bunék zabijet stafylokoky.

Echinacea dokazala schopnost inhibovat rlst streptokokii a stabilizovat
hyaluronovou kyselinu (BUSING, 1995), (MAGEE, 2005).

In vitro experimenty nasvédcuji tomu, ze polysacharidy z Echinacea purpurea
zvySuji produkci makrofagt, interleukinu-1 a interleukinu-B2 (LUETTIG et al., 1989),
coz potvrdil i RININGER et al.(2000).
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Byl sledovan protektivni vliv echinakosidu, kyseliny chlorogenové, kyseliny
cichorové, cynarinu a kyseliny kavové pii degradaci kolagenu volnymi radikaly.
Vsechny uvedené slouceniny inhibovaly degradaci kolagenu v zavislosti na davce.
Vysledky ukazuji, ze tyto komponenty rodu Echinacea ochranuji kolagen pted
posSkozenim volnymi radikdly, maji “Cistici” efekt na fadu volnych radikali a
sekundéarnich radikali a mohou byt indikaci pro mistni uziti extrakti z Echinacea
species v prevenci a 1écbé poskozeni kiize UVA/UVB zéfenim (FACINO et al., 1995),
(BUSING, 1995).
ucinky, stejné jako insekticidni ptisobeni (CLIFFORD et al., 2002).

HU a KITTS (2000) prokéazali u alkoholovych extrakti z kofene Echinacea
purpurea antioxidacni aktivitu proti volnym radikalim.

BURGER et al. (1997) svymi vysledky demonstrovali imunostimula¢ni u¢inky

necisténé Cerstvé vymackané §tavy z rostliny Echinacea purpurea.

2.5.1. Klinické studie

Mnoho klinickych studii zabyvajicich se problematikou Echinacey uzivalo
Cerstvou stabilizovanou §tavu z E. purpurea v injekéni formé, ordlni aplikaci nebo
externé aplikované masti (HOOBS, 1994). Preparaty z nadzemni Casti E. purpurea jsou
obvykle z Cerstvé vylisované stavy z listl (22 % ethanolu v objemu jako konzervaéni
prostfedek), oznalené jako Echinacin®. U ng&j byl prokazan pozitivni vliv pii 16¢b&
chronickych respiracnich onemocnéni (HEINEN-KAMMERER et al., 2005).

Echinacea je &asto uzivana v kombinovaném produktu jako Esberitox”, ktery
obsahuje extrakty z Baptisia tinctoria (radix) a Thuja occidentalis (herba)
(WUSTENBERG et al., 1999).

U extraktii osmi druhtt rodu Echinacea byla nalezena antivirova aktivita proti
Herpes simplex (HSV) viru Typ I in vitro pti vystaveni viditelnému a UV-A zéafeni. N-
hexanové extrakty zkotfene obsahujici alkeny a amidy byly vice ucinné nez ethyl
acetatové extrakty obsahujici kyselinu kavovou (BINNS et al.,, 2002). Derivaty z
Echinacey jsou soucasti mikrobicidu Viracea pouzivaného pii 1écbé HSV 1 a HSV 11

(THOMPSON, 1998).
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Nekteré studie vyzkousSely uziteCnost tfapatky v prevenci a 1écbé nachlazeni.
SCHONEBERGER (1992) provedl dvojité slepou, placebo kontrolovanou studii se 108
dobrovolniky, kteti méli chronické infekce mocového systému (vice nez tii piihody za
pul roku). Polovina pacientti obdrzela ddvku 8 ml/den Cerstvé vylisované stavy z E.
purpurea (Echinacin®) po dobu 8 tydni (skupina A), druha polovina uZivala placebo
(skupina B). Ve skupiné A se neobjevily zadné infekce, nebo byl casovy interval mezi
infekcemi zvySen, prub¢h infekcei byl krat$i a symptomy leh¢i.

V némecké studii byl pouzit preparat Echinacin® u 80 dospélych muzi a zen
s prvnimi pfiznaky zacinajictho nachlazeni. Studie byla provedena u nahodné
vybranych pacientli, byla kontrolovanéd placebem, dvojité slepa. Byla sledovana délka
doby nachlazeni. U skupiny uZivajici Echinacin® byl median délky onemocnéni 6 dni a
u placebo skupiny byl 9 dnt (SCHULTEN et al., 2001). Podobnou studii provedli
vroce 1999 i GRIMM a MULLER. Sto osm pacientli rozdélili na dvé skupiny, u
poloviny znich pouzili k 1é¢bé vodny extrakt z rostliny Echinacea purpurea, druha
polovina slouZila jako placebo skupina. U skupiny pacientll uzivajicich extrakt byl
median délky onemocnéni Ctyfi a pil dne, u placebo skupiny Sest a ptil dne.

V mnoha randomizovanych, dvojit¢ slepych a placebo kontrolovanych studii
s preparaty s Gerstvou §tavou tfapatky (preparat Echinagard®) bylo testovano 120
pacientil se zac¢inajicimi pfiznaky bézného nachlazeni. Preparat byl efektivni u pacientd,
u kterych se rozb&hly symptomy nemoci naplno, uzdraveni bylo rychlejsi s preparaty
obsahujici tfapatku nez s preparaty placeba (4 dny versus 8 dni) (HOHEISEL, 1997).

Ve dvojit¢ slepé, placebo kontrolované studii se zkouSela efektivnost
ethanolového extraktu vyrobeného z kotene E. purpurea k ulehCeni symptomt a trvani
infekce chiipky na 180 dobrovolnicich. Byli rozdéleni do 3 skupin po 60, dostavali
trapatku v davee 450 mg, 900 mg a placebo. U pacientt, ktefi dostali jen 450 mg
ttapatky, bylo prokazano malé zlepSeni oproti placebu. U pacientti, ktefi dostavali 900
mg, bylo prokéazano statisticky vyznamné zlepseni (BRAUNIG et al., 1992).

Ve §védské studii, placebo kontrolované, dvojité slepé dostavalo 55 pacientli po
dobu 8 dni tablety (denni davka 3 x 2) vyrobené z vodné-alkoholového extraktu
z Cerstvych bylin (95 %) a kotent (5 %) E. purpurea, 64 pacientii obdrzelo placebo.
Ttindcti pacientim ze skupiny, ktera uzivala tfapatou, bylo dovoleno uzivat ptidavné
medikace (nosni kapky, paracetamol). Preparaty tfapatky byly efektivni v 68 % u téchto
pacientd v redukci nékolika ze 12 symptomul — nosni katar, ucpany nos, bolesti v krku,

bolesti hlavy, zavrate, bolesti svalli, horecka, kasel atd. (BRINKEBORN, 1998).
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Stejny autor (BRINKEBORN et al., 1999) se zabyval u¢inkem a bezpecnosti
riznych davek a preparati z E. purpurea pii 1é€bé nachlazeni. Celkem 559 dospélych
dobrovolnikii trpicich nachlazenim bralo 3x denné 2 tablety bud’ Echinaforce® (95%
herba, 5% radix), Echinacea purpurea koncentrat (stejny preparat, pouze 7x siln&jsi),
specialni Echinacea purpurea preparat z kofene (viz. zména oproti Echinaforce®™), nebo
placebo a to do té doby neZ se citili zdravi, nejdéle vSak 7 dni. Objektem hodnoceni
bylo 12 typickych symptomt nachlazeni. Echinaforce® a jeho koncentrovany preparat
byly prokazateln¢ U€innéj$i nez placebo a preparat z kotene. VSechny piipravky byly
dobfe snaseny, frekvence nepfiznivych Cinkti preparati z Echinacey nebyla
prokazateln& vy$si neZ u placeba. Koncentrat z Echinacey, stejné jako Echinaforce®
pfedstavuji nizkorizikovou a t€innou alternativu k standardnim piipravkiim uzivanych
pfi nachlazeni.

Ve studii provedené v USA byla sledovana imunologickd aktivita tfapatky.
Extrakty E. purpurea a koten Panax ginseng byly testovany pro jejich schopnost
stimulovat bunééné imunitni funkce pomoci perifernich krevnich mononuklearnich
bun¢k (PBMC) u normélnich osob a u pacientti s chronickym unavovym syndromem
nebo syndromem ziskané imunodeficience. Z vysledkti bylo prokazano, ze extrakty
zvysuji funkci bunééné imunity (PBMC) u obou skupin vysetiovanych osob (SEE et al.,
1997).

KIM et al. (2002) potvrdili pfi studii na dobrovolnicich, ze extrakt z E. purpurea
prokazatelné zvysil obsah properdinu o 21 % oproti placebo skupiné. Jeho vyssi
hladina byla zjisténa jesté Ctyfi tydny po aplikaci.

HENNEICKE-VON ZEPELIN et al., (1999) pozorovali 236 pacientii s virovym
infekénim respiratornim onemocnénim, poloviné byly podavany bylinné 1éky (Radix
echinaceae, Radix baptisiae, Herba thujae), poloving placebo. Jejich studie dokézala, ze
bylinné ptipravky jsou u¢inné a bezpecné. Pievaha skupiny beroucich tyto 1€ky oproti
placebo skupiné byla prikazna (p < 0.05). Lécebny uzitek se skladal z velmi prudkého
zlepSeni symptomi nachlazeni. Jestlize pacienti byli schopni zacit brat tyto ptipravky
v ranné fazi nemoci, vysledek byl jesté lepsi (p < 0.014).

Dalsi studii, kde byl extrakt z echinacey pouzit i s dal§imi a¢innymi latkami,
provedl COHEN et al., 2004. Jednalo se o pokus se 430 détmi ve véku 1-5 let a
Echinacea byla pouzita ve smési spolu s propolisem a vitaminem C (skupina A). Byl
prokdzan vyznamny pokles infekci dychaciho traktu u déti oproti placebo skupiné

(skupina B).
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Studie provedena na 524 détech ve véku od dvou do jedenacti let, je zifejmé
nejrozsahlejSim pokusem s echinaceou, ktera byla dosud publikovana. Sirup
z nadzemnich casti rostlin snizoval pocet infekci hornich cest dychacich, ale nesnizil
prudkost a silu infekce. Vysledek tohoto Ctyfmési¢niho pokusu ukazal, ze déti ve
skuping, kterd uzivala echinaceu prodélaly prokazatelné méné druhych a tietich infekci
hornich cest dychacich nez déti v placebo skupin€. Echinacea byla oznaCena za
bezpecnou, dobfe snaSenlivou, s minimem vaznych nepfiznivych Uc€inki. Oproti
placebo skuping byl u déti uzivajicich echinaceu vyssi vyskyt vyrazky (7,1 % : 2,7 %),
ktera byla vysvétlena jako alergicka reakce na pyl, coz mize byt odstranéno pouzivanim
extraktd z kotene (TAYLOR et al., 2003).

LINDENMUTH a LINDENMUTH (2000) provedli randomizovanou, dvojité
slepou, placebem kontrolovanou studii s bylinnym ¢ajovym preparatem Echinacea Plus,
uzivanym pfi prvnich pfiznacich nachlazeni a horecky. Zjistili prokazatelny rozdil mezi
experimentalni skupinou (Echinacea Plus) a kontrolni skupinou (placebo), p<0.001,
pficemz u zadné osoby v obou skupindch nebyly zjiStény negativni Uc¢inky. Lécba
casnych symptomil nachlazeni byla s ¢ajem Echinacea Plus uc¢innéjsi a kratsi.

VOMEL (1985) priikkazn¢ dokazal na krysach, ze ptipravek Esberitox zvySuje
aktivitu Kupfferovych buné€k, které fagocytuji cervené krvinky v jatrech.

CURRIER a MILLER (2000) se zabyvali vlivem extraktu z Echinacea purpurea
na NK buiiky (natural killer cell) u starnoucich mysi. Jejich vysledky odhalily, ze E.
purpurea ma schopnost zvysit po¢et NK bunék, jejich produkci v kostni dieni a jejich
mnozstvi ve slezin€é. Timto zvySenim se soucasn¢é zvySila 1 ochrana organismu proti
nadorim. Fakt, Ze extrakt z echinacey je ucinnym aktivatorem NK bunék i1 u ¢lovéka.
potvrdil 1 GAN et al. (2003).

GOEL et al. (2002) prokazali, ze alkylamidy z E. purpurea zvysuji aktivitu
makrofagi u krys. To samé bylo zjisténo 1 u mysi (MISHIMA et al., 2004).

Dalsi studie prokazala, Zze Echinacea (byla pouzita nadzemni hmota) zvysila
pocCet bilych krvinek, fagocytarni aktivitu a hladinu interleukinu IL-2 u krys
(CUNDELL et al., 2003).
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2.5.2. Vedlejsi u¢inky, mozné interakce

MCcCALEB (1996) uvadi, Ze Echinacea je bezpecna pii oralni 1 injek¢ni aplikaci
osobam vseho veku, od nemluvnat po dospélé. Opravdu velmi vzacné vedlejsi ucinky
injekéni 1éCby (chveéni, bolest hlavy, zvraceni), nebyly pozorovany pii oralnim uzivani.
Na obc¢asnou nevolnost a zavraté pozorované pii uzivani echinacey upozoriuje i
KLIGLER (2003).

MULLINS v roce 1998 popsal ptipad Zeny, kterd po uziti béZného komer¢niho
extraktu z Echinaceou prodélala anafylakticky Sok. Doporucil proto aby atopici a
precitlivéli lidé byli pted rizikem uzivani Echinacey varovani. Z provedenych testil
nebylo prokézano, ze tato reakce byla zplisobena ptimo Echinaceou, je mozné, ze se
jednalo o reakci na jinou slozku tohoto produktu (MYERS, WOHLMUTH, 1998).

Austral$ti imunologové MULLINS a HEDDLE v roce 2002 uvetejnili sdéleni,
ve kterém popsali svoje poznatky o alergickych reakcich na Echinaceu. V nemocnici
v Deakinu bylo hospitalizovano 5 pacienta s alergickymi reakcemi, které souvisely
suzitim Echinacey (2x anafylaxe, 1x astmatickd ataka, 1x opakovana exacerbace
astmatu po poziti extraktu, 1x kozni vyrdzka béhem dvou dnll po uziti tablet). Kozni
testy na Echinaceu byly pozitivni u tfech.

Pti SirSim prizkumu podezielych nezddoucich uc¢inkt 1ékt v Australii, nasli
celkem 51 piipadt, kde pti¢inou komplikaci byla Echinacea. Z toho u 26 osob Slo
pravdépodobné o precitlivélost zprostiedkovanou IgE protilatkami. Polovina z tohoto
podtu byli atopici. Ctyfi pacienti museli byt hospitalizovani. Pfi vySetfeni nahodng
vybranych 100 atopikd, ktefi nikdy Echinaceu neuzivali, byly kozni testy pozitivni u 20
znich. Kdyz se uvazi, ze v Australii je podle kvalifikovaného odhadu za rok uzito asi
200 miloni davek Echinacey, je vyskyt alergickych reakci minimalni.

SOON a CRAWFORD (2001) popsali ptipad muze, kterému se po 1écbé
Echinaceou stéle vracela kozni vyrazka (Erythema nodosum).

Spojovani Echinacey s alergickymi reakcemi je v soufasné dob& tématem
mnoha vyzkumd. I kdyz tyto reakce jsou velmi vzacné, tak by pacienti, jakymi jsou
astmatici a alergici, mé¢li byt opatrni pfi jejim uzivani (BIELORY, 2004), (HUNTLEY
et al., 2005).

GALLO et al. (2000) a GALLO a KOREN (2001) hledali odpovéd’ na otazku

zda-li je bezpecné uzivat bylinné piipravky behem tc¢hotenstvi. Jejich odpovéd’ na
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uzivani Echinacey byla takova, Ze sice bylo provedeno malo testl zabyvajicich se
uzivanim Echinacey béhem téhotenstvi, ale v zddném z nich nebyl zjistén negativni vliv
na téhotenstvi. Posledni ,,motherisk® studie ukéazala, ze uzivani Echinacey b&hem
prvniho trimestru téhotenstvi nemélo zadny negativni vliv zvySovani rizika poskozeni
plodu.

Vzijemné plsobeni Echinacey a jinych 1€kt je zalozeno na teoretickych
uvahach. Nékteré alkaloidy nalezené v Echinacee jsou podobné chemikaliim, které
mohou poskozovat jatra. Nékteti 1ékati proto tvrdi, ze by se Echinacea neméla pouzivat
s jinymi léky negativné pilsobicimi na jatra, jako je Nizoral, Methotrexat, Cordaron
nebo anabolické steroidy (GRAEDON, 1999).

Pti uZzivani delSim neZ osm tydnli mize Echinacea zpisobit hepatotoxicky a
proto by neméla byt uzivana s jinymi, zndmymi hepatotoxickymi latkami jako jsou
anabolické steroidy, amiodaron, methotrexat a ketoconazol (MILLER, 1998).

Data ze Spojenych statii americkych ukazuji, ze 36 % pacientii s chronickou
infekei hepatitidy C pouziva jako dopliujici bylinné preparaty, vcetné¢ Echinacey
(PEYTON et al., 1999). Ttetina z nich bez védomi svého lékare (PATRICK, 1999).
Jelikoz neexistuji spolehlivé informace o ucincich téchto alternativnich 1é¢iv, pacienti
by méli byt varovani pred jejich uzivanim (HERRINE, 2002).

[ZZO a ERNST (2001) se zabyvali interakcemi mezi rostlinnymi lécivymi
ptipravky a ,klasickymi* l1éky. Vybrali si sedm nejprodavanéjsich 1é€ivych rostlin, mezi
n¢z zaradili i echinaceu, a vypracovali vytah publikaci z poslednich let, vetné
klinickych testii. Vysledkem nebyli zadné popsané interakce mezi 1éky a piipravky
z rostliny Echinacea purpurea.

V dal$i préci, ve které byly porovnavany vysledky vyzkumi z poslednich let,
jsou u rostliny Echinacea uvedeny choroby, pfi nichz by neméla byt uzivana. Je to
infekce HIV, nemoci kolagenu, roztrouSena skler6za a tuberkuloza. Zarovein ji autor
nedoporucuje uzivat v t€hotenstvi a béhem kojeni (ERNST, 2002).

Nejsou znamy zadné negativni interakce mezi Echinaceou a anestetiky
(CROWE a LYONS, 2004).

Toxicita rostliny Echinacea purpurea byla vyzkouSena na laboratornich
zvitatech. Po 4 tydnech fizené podévanych davek, které byly stejn¢ vysoké jako davky
podavané u lidi, laboratorni testy ani pitva neprokazaly zadny dikaz jakychkoli

toxickych vlivii na krysy. Test na mutagenitu uskute¢nény na savcich byl negativni

22



stejn¢ jako test na karcinogenitu nezpusobil zadné¢ maligni zmény na embryondlnich
buitkdch (MENGS et al., 1991).

Echinacea jako potravni doplnék miize byt bezpecné uzivana spolu s antibiotiky.
Podle némecké Komise E, by pacienti s onemocnénim autoimunity, AIDS, infekei HIV,
nebo tuberkul6zou neméli uzivat Echinaceu, ackoliv médme malo védeckych dat
k dolozZeni téchto kontraindikaci (MAHADY et al., 2001).

Potencionalné riskantni mize byt uzivani Echinacey jako alternativni 1écby pii

nadoru miznich uzlin (WERNEKE et al., 2004).

2.6. Elicitace

V odborné literatufe a metodikach je vyuzivani stimuladtori — stresord,
oznacovano jako tzv. ,metoda elicitace®, ktera se zacala pouzivat teprve nedavno a
souvisi s rozvojem kultivace rostlin in vitro. Jednd se o metodu, kterd vyuziva
schopnosti rostlin reagovat na rizna infekéni a stresova agens celou fadou reakci, na
jejichz konci nastava zvysena tvorba sekundarnich metaboliti, které predstavuji dulezité
suroviny pro farmaceuticky primysl, jak uvedli DiCOSMO a MISAWA (1985),
ANGELOVA et al. (2006). Rostlinné bunky jsou schopny se branit stresovym faktorim
vnéjsiho prostiedi. Pfi stresu dochéazi k uvoliiovani latek z bunéénych stén rostlin a
nasledn¢ k vytvoreni nizkomolekularnich latek — fytoalexinii, pfedstavujici obrannou
reakci rostliny. Sekundarni metabolity se tedy mohou tvofit jako soucéast reakce
obranné¢ho mechanismu rostliny na pfitomnost patogenu. Fytoalexiny ptfedstavuji jednu
z moznosti iniciace genové aktivity za vzniku urcitych enzymu, které katalyzuji
vytvateni antimikrobidlné¢ pusobicich sekundarnich metaboliti. Patii sem naptiklad

flavonoidy, isoflavonoidy, terpeny, steroidy, stilbeny a dalsi.

Elicitace je indukce obrannych mechanismi rostlinného organismu, napiiklad
zvySené¢ produkce sekundarnich metabolitt, aplikaci vnéj$iho stresujiciho faktoru
chemického, biologického, tepelného, svételného ¢ mechanického charakteru (KUZEL

et al., 2005).

Optimalni koncentraci stejného elicitoru u riznych kultur in vitro v ptipad¢ jeho
pozitivniho puasobeni nelze zevSeobecnit a je specifickd, mimo jiné, pro tu kterou

kulturu a dobu elicitace. Uéinnost elicitace také zaleZi na mnoha faktorech, které &asto

23



ptisobi synergicky, jako jsou staii kultury, koncentrace elicitoru a v jakych ¢asovych
periodach byl elicitor podavan. Velice diileZitou podminkou je, aby elicitor nesnizoval
zivotaschopnost  kultury, proto se obecné¢ uzivaji niz§i koncentrace elicitorti

(DiICOSMO, 1982).

Elicitory jsou rozdélovany do dvou skupin, a to na exogenni elicitory a
endogenni elicitory (ANGELOVA et al., 2006). Exogenni elicitory vznikaji ¢innosti
patogenu a jedna se o jeho metabolity. Z chemického hlediska do této skupiny fadime
napf. nékteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidy. Endogenni elicitory se
uvoliiuji z naruSovanych bunéénych stén obou organizmii. Mezi né¢ patii oligomery
chitinu, oligoglukany a glykoproteiny uvolilované hydrolyzou bunécné stény
patogennich hub ¢i oligogalakturonany uvoliiované z bunééné stény napadené buiiky.

Vedle mechanické obrany pied stresovymi faktory (trichomy, trny) si vytvoftily
rostliny i obranu chemickou, jejimz zdkladem je fada sekundarnich metabolit, od
latky, jako jsou napf. glykosidy, alkaloidy, apod. Uvedené sekundarni metabolity
mohou pusobit bud' odpudivé nebo az toxicky na bylozravce. V rostling se tyto latky
nevytvareji ve stejném mnozstvi. Uvedené alkaloidy, glykosidy uvolnujici kyanovodik,
glukosinolaty, se v rostlin¢ vyskytuji v malém mnozstvi, ale jsou pro zivocichy vysoce
toxické. Tento obranny mechanismus byl prokazan napi. u jetele plazivého (Trifolium
repens), ktery ptfi napadeni pletiva uvolnuje kyanovodik. Tato schopnost tvorby
kyanovodiku zavisi na dvou parech alel, je tedy geneticky podminéna. Rostliny, kterym
chybi bud' glykosid ¢i enzym, piipadné oboji, jsou pozirdny slimaky a hlemyzdi.

Chemické obranné reakce maji jednu véc spolecnou. Tim spole¢nym zékladem
pro vSechny rostliny je podnét ze strany patogenniho mikroorganizmu. Timto podnétem
byva ve vétsiné pripadi specificky metabolit, oznaCovany jako elicitor, ktery se
uvoliiuje pii pocatecni interakci bunky a patogenu. Elicitor dile musi byt identifikovan
vhodnym receptorem hostitelské rostliny.

VétSina obrannych reakci rostliny je zavisla na aktivaci vhodnych gent.
Elicitory obvykle neovliviiuji genovou aktivitu piimo, ale zprostiedkované.
Zprostiedkovanost je zavisla na pfitomnosti pienaSect signalu, nazyvanych "druhy
posel". Pfenos od aktivovanych receptora elicitort (plazmatickd membrana) k DNA v
jaddre je mozny vice systémy, které v nékterych ptipadech funguji jako pfi pienosu

signalu z receptorti fytohormonti. K témto systémim patii predevsim fosfoinozitidovy
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systtm. Ve fosfoinozitidovém systému vznikaji hydrolyzou lipidi plazmatické
membrany dvé signdlni slouceniny (inositol-1,4,5-trifosfat a diacylglycerol), které za
ucasti iontd vapniku aktivuji proteinkindzy a posléze i1 expresi gend. ZvySeni
koncentrace iont Ca v cytozolu, a tim i aktivace proteinkindz mtze byt dosazeno i
jinymi cestami.

Velmi castym a neobycejné rychlym zplsobem pienosu signdlu a aktivace
genové exprese je tvorba superoxidu a dalSich aktivnich forem kysliku vyvolané
elicitory. ZvySené¢ mnozstvi peroxidu vodiku je mozné zjistit po 5 az 10 minutich
pusobeni elicitoru. Peroxid vodiku ptisobi kromé jiz popsané pfimé cesty i nepiimo.
Nepiima cesta spociva v tom, ze dojde nejprve k peroxidaci lipidii v membranach za
vzniku kyseliny jasmonové a metyljasmonatu a ty pak teprve ovliviiuji transkripcei. Pfi
napadeni rostliny patogeny se téz rychle zvySuje tvorba etylénu, ktery se podili na
iniciaci genové exprese.

Vlastni obranné reakce zahrnuji jak tvorbu specifickych stresovych proteini, tak
syntézu a hromadéni chemicky jednodus$Sich sloucenin s vyraznym antibiotickym
ucinkem. Tyto sekundarni metabolity s ochrannou funkci jsou u nékterych druhti rostlin
ptitomny trvale, i kdyz v men$im mnozstvi nez pfi infekci. Patfi k nim nejriznéjsi
flavonoidy, terpenoidy, fenolické latky a alkaloidy, jako jsou fytoncidy nebo inhibitiny.

Obrana rostlin tedy pievazné spociva v aktivaci specifickych geni, které spusti
tvorbu superoxidu a soucasné se urychluje tvorba etylénu, ktery se podili na zvySené
iniciaci genové exprese. Dale rostliny po pruniku patogena tvofi specifické stresové
proteiny. Tyto bilkoviny maji fungicidni ucinky, antivirovy ucinek, jednéd se o latky,
které umozni napravu posSkozenych casti bunék, atd. Dale je to tvorba fytoncidil
(flavonoidy, terpenoidy, fenolické latky a alkaloidy). Specifickou skupinou jsou
fytoalexiny, které se v buiice normalné¢ nevyskytuji. Jednd se o nizkomolekularni
obranné latky, jejichz vyskyt je podminén vyskytem patogenu. V souCasné dob¢ je
znamo vice nez 300 fytoalexint, které jsou chemicky nejednotné. U téze rostliny se
mohou tvofit dva i vice riznych fytoalexinli. VétSina téchto sloucenin je lipofilni
povahy, coz jim usnadiiuje pronikani ptes plazmatickou membranu patogenti. Poskozeni
membranovych funkci patfi také k nejcastéjSim mechanizmiim toxického plisobeni
fytoalexind. Jejich toxicita nastupuje jiz pti koncentraci 10 a2 10 mol.I"" hlavné na

patogenni houby, mén¢ pak na bakterie.
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Akumulace fytoalexini mutze byt indukovanid rovnéz riznymi stresovymi
faktory jako je UV-radiace, expozice chladu nebo horka, fungicidy, antibiotika, soli

tézkych kovii, vysokd koncentrace soli aj. (DEBERGH, 2003).

2.6.1. Abiotické elicitory

V $irSim pojeti plisobi jako abioticky stresor priibéh pocasi, nadmotska vyska,
emisni a imisni stav, pudni zasobenost vldhou ¢i Zzivinami, pfipadné i1 svételné
podminky a mnoho dalSich faktorti podilejicich se na rastu rostlin. VétSinou si vSak pod
timto pojmem predstavujeme anorganické latky. Z anorganickych elicitorii se pro
experimenty velmi casto vyuziva latek chemicky Cdistych prvkd, anebo jejich
jednoduchych sloucenin obvykle aplikovanych ve vodném roztoku o velmi nizké
koncentraci.

Prikladem anorganické elicitace je stimulace produkce taxolu v suspenzni
kultufe Taxus yunnanensis dusi¢nanem lanthanitym, ktery se v zemské kiie vyskytuje
velmi vzacné. Taxol je diterpenoid vyskytujici se v kiife tisu a je to vyznacna latka pti
l1écbe rakoviny vajecniku a prsu (WOO et al., 1994). Vzhledem k tomu, Ze synteticka
vyroba taxolu je pfili§ ndkladnd, je jeho produkce zajiStovana pomoci bunécnych
kultur tisu. Za timto ucelem prokazali WOO et al. (1994) v prvnim pokusu, Ze
velikost sekrece taxolu bunkou tmérné stoupa se zvySujici se koncentraci lanthanu
pfidaného do média. Taxolu uvolnéného do média bylo o 28 % vice pfi koncentraci
lanthanu 2,3 mM a o 40 % pfi koncentraci 5,8 mM, nez v kontrolni kultufe. ZvySena
koncentrace extracelularniho taxolu, v rozmezi koncentrace dusi¢nanu lanthanitého 23,1
mM - 46,2 mM, ziejmé souvisi s lyzou bunécnych stén zptisobenou iontem lanthanu
nebo zvySenim propustnosti plasmatické membrany, kde kovové ionty maji dilezitou
ulohu. Tento jev byl pozorovan u bunék zivocichtl, rostlin, fas i kvasinek a shodné
vysledky zjistili také POOVIAH, LEOPOLD (1976) a VANGRONVELD, CLIJSTERS
(1994).

V druhém experimentu WOO et al. (1994) ptidavali dusi¢nan lanthanity ve fixni
koncentraci 5,8 mM do média béhem rtznych rustovych fazi bunééné kultury - ve
sttedni exponenciondlni fazi rtstu (12 dni stard kultura), pozdné exponencionalni faze
(16 dni stard kultura) a v ¢asn¢ stacionarni fazi (20 dni stard kultura). U 28 dni staré
kultury byla vyhodnocena hustota bun¢k a obsah taxolu. Pfidani lanthanu 12. a 16. den

(stfedni a pozdni exponenciondlni faze rhstu) zvysilo intracelularni produkci taxolu
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celkovy objemovy vytézek taxolu. Casngjsi pfidani lanthanité soli prikazné omezilo
rust kultury, ale zvySilo uvolnéni taxolu do média, zpisobeného lyzou bunéénych stén.
Nejvvyssi celkovy vytézek taxolu byl zjistén u 28 dni staré kultury, 3,8x vyssi oproti
kontrole, intracelularni produkce se zvysila 4,1x oproti kontrole. Kultura oSetfena 5,8
mM dusicnanem lanthanitym béhem stfedni exponenciondlni faze rastu vykazuje
rapidni vzrast hladiny lanthanu.

Biologicka funkce lanthanu jako elicitoru spocivé v blokaci vapnikového kanélu
v bunééné membrané. Lanthanity ion inhibuje vtok véapenatych iontd do buiky a
odpovédi rostliny na jiné elicitory (GELLI, BLUMWALD, 1997). Jestlize ion lanthanu
ovlivituje hladinu vépenatych iontti v buiice, ovliviiuje tak signalni transdukéni drahu v
rostlin€, v niZ vapenaté ionty hraji Gstfedni roli - takto je zfejm¢ inhibovana odpovéd’
rostlinou na jiné elicitory na ¢emz se shodli NISHI (1994), EBEL, MITHOFER (1998),
NURNBERGER (1999).

Podobné 1 v nasledujicim pokusu byl sledovan vliv anorganického elicitoru,
tentokrate chloridu chromitého na produkci flavonoidl v kalusové a suspenzni kultute
Ononis arvensis L. po 12, 24, 48, 72 a 168 hodinové aplikaci. Testovany elicitor
ovliviioval pozitivné tvorbu flavonoidd. Statisticky vyznamny narist produkce
flavonoidii u kalusové kultury byl zaznamenan pfti pouziti roztoku chloridu chromitého
v koncentraci cl po 24, 48, 72 a 168 hodinach, u koncentrace c2 po 24, 48 a 72
hodinach a u koncentrace ¢3 po 12, 24 a 48 hodindch. U suspenzni kultury statisticky
vyznamné zvySovaly produkci flavonoidi koncentrace cl po 12 a 72 hodinach,
koncentrace c2 po 12, 24, 48 a 72 hodinach a koncentrace c3 po 12, 24, 48 a 72
hodinach. Maximalni zvySeni tvorby flavonoidii o 98 % nastalo v kalusové kultute po
elicitaci roztokem chloridu chromitého v koncentraci ¢3 po 48 hodinéach aplikace a v
suspenzni kultufe po elicitaci CrCls o koncentraci ¢2 po 12 hodindch o 100 %
(TUMOVA, BLAZKOVA, 2002).

Zpravy o tom, Ze stres zpusobeny prostiedim muze zvyS$it hromadéni sekundarni
substance v rostlindch vedly k napadu zaplsobit na tkanové kultury Coffea arabica s
cilem zlep$it vyrobu farmaceuticky aktivnich sloucenin in vitro. Test provedli
FRISCHKNECHT, BAUMANN (1985) s nizko a vysokoproduk¢ni bunéénou kulturou
Coffea arabica. Ukazalo se, ze produkce alkaloidu purinu v kultufe byla stimulovana
vysokou intezitou svétla v zavislosti na typu kultury.

Sledovan byl i vliv dvou abiotickych elicitorti, a to dvou nové syntetizovanych

sloucenin (substituovanych anilidi pyrazin-2-karboxylovych kyselin) na tvorbu
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flavonoidi v kalusové kultute Omnonis arvensis L.. Testované slouCeniny ovliviiovaly
vyrazné produkeci flavonoidl v kultufe in vitro. Zejména po elicitaci roztokem latky ¢.1
(4-hydroxyanilid 6-chlor-5-terc.butylpyrazin-2-karboxylova kyselina) v koncentraci
3,32.107 mol/l a dobg elicitace 48 hodin doslo ke zvyseni tvorby flavonoida o 976 %
oproti kontrole (TUMOVA, OSTROZLIK, 2002).

SOYLU et al. (2002) testovali vliv svételného zateni, respektive ultrafialového
spektra (254 nm) u kotyledonti Vicia faba L., s cilem zvysit obsah fytoalexinu wyeronu
a jeho derivatl. Po patnactiminutovém plisobeni ultrafialového zafeni doslo k navySeni
wyeronu 0 452 pg/g oproti kontrole.

TUMOVA, RUSKOVA (1998) sledovaly také vliv CuSO4 a CdCl, na produkci
flavonoidi v kalusové kultute Ononis arvensis L. po 24, 48 a 168 hodinové aplikaci.
Testované elicitory vyrazn€ ovlivnily produkci flavonoidii v této kultufe. Statisticky
vyznamny narast produkce flavonoidi zaznamenali pii pouziti roztoku CdCl,
v koncentraci 0,5 mg.l"' a koncentraci 0,05 mg.l' po 48 hodinich kultivace, u
koncentrace 0,005 mg.1"" po 24 i 48 hodinach kultivace. U roztoku CuSO4 v koncentraci
0,5 mg.l" po 48 i 168 hodinach. Nejvyssi narast hladiny flavonoiddi byl zjistén po
elicitaci CdCl, v koncentraci 0,005 mg.I" | kde se produkce zvysila o 67 % oproti

kontrole po 48 hodinach kultivace.

2.6.2. Biotické elicitory

Pii experimentdlni praci se jako organogenni elicitory pouzivaji kompletni
homogenaty inaktivovanych kultur mikroorganismi — hub, bakterii, pfipadné jejich
frakce.

Vliv elicitori na produkci flavonoidii byl testovan v mnoha pokusech.
MARINELI (1994) naptiklad prokazal vliv homogenatu zusmrcenych bunék
Escherichia coli a Aspergillus terreus na produkci flavonoidu v kultute Ononis arvensis
L. — jehlice trnité. Bylo zjisténo, ze uvedené elicitory zvySovaly akumulaci flavonoida
zejména po 24 nebo 48 hodinach elicitace.

Zvysena produkce sekundarnich metaboliti po del$i nez 7 denni elicitaci
bunénymi sténami kvasinek byla zaznamendna u cibulek Hippeastrum hortorum -
hvézdniku zahradniho (WINK, LEHMANN, 1996).

KASPAROVA, SIATKA (1999) sledovali vliv biotického elicitoru

Pseudomonas aeruginosa ve form¢ homogenatu a vodni suspenze mrtvych bunck na
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produkci anthracenovych derivata tkanovou kulturou Rheum palmatum L. rizného stafi
a ptivodu. Kultura byla kultivovana na médiu podle Murashigeho a Skooga s pfidavkem
10 mg.1”" kyseliny o-naftyloctové. Maximélni obsah anthracenovych derivatd, zjiitény
fotometrickym stanovenim podle CSL 4, byl prokazan u osmileté kultury (1,027 %) po
6 hodinové¢ elicitaci vodni suspenzi mrtvych bun¢k Pseudomonas aeruginosa (1,7 mg
susSiny/1 ml roztoku).

Vyuziti fungalniho elicitoru fesila BALAZOVA et al. (2002) u maku setého
Papaver somniferum L., ktery je zdrojem morfinovych alkaloidd, jejichz tvorba se vaze
na intaktni rostlinu. /n vitro kultury maku morfiny netvofi, jejich hlavnim alkaloidem je
sanguinarin. Elicitace suspenznich kultur méku fungalnim elicitorem vedla k
devitindsobnému zvySeni obsahu sangunarinu v nich. Elicitaci se zvySila 1 specificka
aktivita polyfenoloxiddzy (PPO), ktera byla tiikrat vys$i v elicitovanych nez v
neelicitovanych suspenznich kulturach. Nativni elektroforézou se v suspenznich
kulturach méku identifikovali dvé izoformy PPO, pficemz elicitace neméla vliv na
jejich pocet. Jednostupiiovou afinitni purifikaci PPO na sloupci Phenyl-Sepharose CL-
4B se specificka aktivita enzymu zvysila 14x.

Dalsi prukazné vysledky vyuziti fungalni elicitace tentokrate s Penicillium sp.,
pro zvySeni tvorby a sekreci alkaloidii catharanthinu a ajmalicinu v Cathanranthus
roseus (respektive ve dvou poddruzich a to Catharanthus roseus cvs. Little Linda and
Little Delicata), ziskali SIM et al. (1994). V kombinaci s adsorpci in-situ prokazali, Ze
doslo k zvyseni obsahu catharanthinu a ajmalicinu az o0 20 a 70 % a adsorpce in-situ
snaslednou fungalni elicitaci méla synergicky tucinek na produkci a sekreci
indolalkaloida.

Druhou vyznamnou skupinou bioelicitori jsou slouceniny na béazi organickych
sloucenin. Neustale jsou vyhledavany a vyvijeny nové a nové organické latky, které
jsou experimentalné zkouSeny jako elicitory pii elicitaci testovanych kultur
péstovanych in vitro nebo in vivo.

KASPAROVA, SIATKA (2001) sledovali vliv 6, 12, 24, 48, 72 a 168
hodinového pusobeni ¢ty koncentraci biotického elicitoru chitosanu na produkci
anthracenovych derivati kalusovou a suspenzni kulturou Rheum palmatum L. Pozitivni
ovlivnéni produkce vyvolala zejména elicitace suspenzni kultury. Maximélni obsah
anthracenovych derivati (1,181 %), zjistény fotometrickym stanovenim podle CSL 4,
byl prokazan po 24 hodinovém pisobeni roztoku chitosanu o koncentraci 1 mg/30 ml

média. Na rozdil od suspenzni kultury prokazali, ze produkce anthracenovych derivata
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v kalusové kultuie byla ovlivnéna elicitaci jen minimalné.

Jiny experiment se zabyval napiiklad vyuZitim kyseliny linolové. To je po
chemické strance cis, cis-9,12-oktadekadienova kyselina, kterd patii do skupiny vyssich
mastnych kyselin. Tato kyselina byla pouzita jako potencialni elicitor z toho diivodu, ze
vyvolava akumulaci fytoalexini (isoflavonoidit) v listech Phaseolus vulgaris, podobné
tém, které byly dosaZeny po elicitaci avirulentnim kmenem Pseudomonas syringae pvo
phaseolica. Maximalni mnoZstvi akumulovanych fytoalexin se projevilo jako odpovéd’
na 1,6 mM koncentraci arachidonové a linolové kyseliny. VSechny polynasycené
mastné kyseliny vSechny cis-5,8,11,14,17 eicosapentanové a vSechny cis-5,8, 11, 14
eicosatetraenové (arachidonové) kyseliny byly nejefektivnéjSimi elicitory tvorby
seskviterpenickych fytoalexint, které byly zjistény v houbovych extraktech patogenu
Phytophtora infestans (BOSTOCK et al., 1981).

Pti hodnoceni produkce flavonoidii v ¢ase beéhem elicitace kyselinou linolovou,
vysledovali TUMOVA, DUSEK (2000), Ze u vétsiny pokusnych koncentraci je obsah
flavonoidd nejvyssi 24 hod po aplikaci elicitoru a poté klesa (u konc. 0,01; 0,10; 0,20;
a 1,0 mg/ml. U koncentraci 0,02 a 2,0 mg/ml je maximalni produkce po 48 hodinové
elicitaci. Pfi porovnavani dosazenych hodnot v zavislosti na koncentraci elicitoru byl
nejvyssi obsah flavonoidli zaznamenan v kultufe vystavené plisobeni kyseliny linolové
o koncentraci 2,0 mg/ml a 1,0 mg/ml. Vyznamny byl nartist obsahu flavonoidl také u
koncentraci 0,01 a 0,20 mg/ml. Nevyznamny nartst produkce flavonoidii byl zjistén pii
pusobeni koncentrace 0,02 mg/ml za 24 a 48 hodin a u koncentrace 2,0 mg/ml po 24
hodindch. Pfi srovnani produkce flavonoidi u elicitovanych kultur s kontrolnimi
konstatovali, ze elicitované kultury vykazovaly vyS$si obsah flavonoidl zejména po 24
hodinach pii koncentraci 0,01; 0,20 a 1,0 mg/ml. Po 48 hod pak byla produkce viici
kontrolnim vzorkiim vétSinou niz$i s vyjimkou koncentrace 1,0 a 2,0 mg/ml. Po 7 dnech
pusobenim kyseliny linolové mély vSechny kontrolni kultury vyssi obsah flavonoida
nez kultury elicitované. Nejvyssi nartst tvorby flavonoidi byl zaznamenén pii pouziti
elicitoru o koncentraci 2,0 mg/ml a o dob¢ plsobeni 48 hod a to o 118 %. Pti 24
hodinovém ptisobeni elicitoru o koncentraci 1,0 mg/ml doslo ke zvySeni produkce
flavonoidd o 94 %. Je ziejmé, Ze po dosaZzeni maximalni produkce flavonoidii dochazi
pak uz jen ke snizovani jejich obsahu. Toto snizovdni obsahu flavonoidi je
pravdépodobné zpusobeno jejich metabolizaci. Na odbourdvani se pravdépodobné
podili i elicitor, jak ovetili BEIDERBECK, REICHLING (1989).

CONCONI et al. (1996) prokazali, ze mnozstvi kyseliny linolové a linolenové v
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rostlinach rajcete Licopersicum esculentum vzristalo béhem 1 - 2 hodin, kdyz byly listy
mechanicky poranény. Vzrist koreloval s casnym pribéhem akumulace kyseliny
jasmonové. Tento kratky ¢asovy tsek je vysvétlovan tim, ze vyS$si mastné kyseliny jsou
potencidlnimi toxickymi latkami pro membrany, a je mozné, ze mize dochéazet i k
aktivaci mechanismu, ktery zpiisobuje rychlou redukci hladin téchto metaboliti.

Také v dalsim experimentu TUMOVA et al. (2003) testovali vliv kyseliny
v tomto piipadé jodoctové ve 4 riaznych koncentracich na produkci flavonoidi v
kalusové a suspenzni kultute Ononis arvensis L.. Elicitor byl v kontaktu s kulturou po
dobu 6, 24, 48, 72 a 168 hodin.

Z dosazenych vysledki vyplyva statisticky vyznamny nariist obsahu flavonoidi
v suspenzni kulture oproti kontrole pfi pouziti vSech testovanych koncentraci elicitoru a
to po 6, 24, 48 a 72 hodinové elicitaci. Maximalni zvySeni produkce flavonoidd v
suspenzni kultufe nastalo pfi pouziti kyseliny jodoctové koncentraci 1 mg/l, a to o
586%. U kalusové kultury doSlo k maximalnimu zvySeni tvorby flavonoidil pfi pouziti
kyseliny jodoctové v koncentraci 10 mg/l a to po 24 hodinach elicitace, obsah
flavonoida byl zvySen o 529 % oproti kontrole.

GODOY-HERNANDEZ, LOYOLA-VARGAS (1997) ovéfovali wginek
acetylsalicylové kyseliny na sekundarni metabolismus suspenzni kultury Catharanthus
roseus, kdy ptidavkem rtznych koncentraci (0.5-20 mM) acetylsalicylové kyseliny do
zminéné kultury zjistili zvySeni celkovych alkaloidi o 505 %, fenolickych latek o
1587%, o 612 % vice furanokumarinu a 1476 % anthokyaninu. Dosazenymi vysledky

naznacili, Ze acetylsalicylovd kyselina mlze pusobit jako novy elicitor na tvorbu

metaboliti v bunééné kultufe Catharanthus roseus.

GROENWALD, VAN DER WESTHUIZEN (1998) vsak v dal$im experimentu
zjistili, Ze kyselina acetylsalicylova, kterd byla aplikovana na kotyledony
kratkodennich rostlin Pharbitis nil (pfed 16-h temnostni fazi) inhibuje kveteni az z 90
% - je prevedena na kyselinu salicylovou a v menSim rozsahu na 2,5-
dihydroxybenzoovou kyselinu v kotyledonech béhem 16-ti hodinové temnostni faze.
Vysledky pak potvrzuji, ze kyseliny salicylova a 2,5 dihydroxybenzoova jsou
odpovédné za inhibici kveteni a také inhibuji biosyntézu prostaglandinii.

Vysoké akumulace indolovych alkaloiddi v kultufe barvinku rtzového bylo
dosazeno aplikaci homogenatt Pythium aphanidermatum a Rhodotorula rubra

(EILERT, et al., 1986), sanguinarinu v kultuie maku setého homogenatem Botrytis sp.
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(EILERT, et al., 1985), rutakridonepoxidu v kultufe routy vonné ptfidanim homogenatu
Rhodotorula rubra (EILERT et al., 1984). Glykoprotein izolovany z filtratu kultury
Phytophthora parasitica var. nicotianum vede k akumulaci kapsidolu v kultufe tabaku

virginského (FARMER et al., 1987).

2.6.3 Vliv ¢inského biologického hnojiva mobilizujiciho pidni fosfor

Soucasti doktorského studia byla i spoluprace na grantu KONTAKT ME 704,
ktery se jmenoval ,,Technologie péstovani Echinacea purpurea a Schizandra chinensis
a extrakce ucinnych latek®. Soucasti tohoto grantu bylo i pouziti biologického hnojiva
mobilizujiciho pudni fosfor jako elicitoru a zjiSténi jeho vlivu na obsah u¢innych latek
v rostlin€ Echinacea purpurea.

Cinska strana popisuje toto hnojivo Jiwei, jako schopné aktivovat vazany
draslik a fosfor a dale i1 hoicik, Zelezo, molybden, zinek a dalsi prvky v pad¢. Uvolnéné
ziviny mohou byt pfijmuty rostlinou a zvySit jeji odolnost vii¢i neptiznivym
podminkam a zaroven zvysit 1 vynos.

Mezi lety 1990 az 2000 bylo vice nez tficet druhti rostlin podrobeno testovani na
ruznych typech pud (viz. tab. ¢. 1 a 2). V priibéhu testu vykazovalo 90 % plodin
vyrazné zvySeni vynosu. Jednalo se o plodiny jako pSenice, kukufice, bavlna, ryze,
sladké brambory, burské ofisky, fazole, meloun, grep, jablko, hruska, okurka, pepf,
rajce, zeli, baklazan apod.

Z divodu pozitivniho vlivu na vynos, bylo rozhodnuto zjistit, zda-li ma toto

hnojivo vliv i na obsah u¢innych latek v E. purpurea.

Tabulka &.1: Uginek biologického hnojiva na zvy$ovani vynosu jednotlivych plodin

(jednotka: Kg/mu [1 ha = 15 mu])

Oblast Qingyuan Xingtang | Xinle Roncheng | Qingyuan | Xingtang | Jingxian
Plodina kukuftice sladke bavlna bursky bursky bursky Soja
brambory ofisek ofisek ofisek
Varianta

Kontrola 4624 1137,8 38,5 207,8 270,7 172,5 54,9
Biologické hnojivo | 534,7 1330,1 454 237,7 328,7 270,2 66,9
Zvyseni vynosu 72,3 192,4 6,9 29,9 58,0 34,7 12,0
Procento navyseni | 15,6 % 16,9 % 7,9 % 14,3 % 21,4 % 20,1 % |21,8%
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Tabulka &.2: Uginek biologického hnojiva na zvy$ovani vynosu jednotlivych plodin

(jednotka: Kg/mu [1 ha = 15 mu])

Oblast Jingxian | Changli Xingtang | Gaoyang | Shunping | Shunping
Plodina grep hruska jablko okurka Spenat zeli
Kontrola 2318,8 49,5 31,3 7020 1773 3420,5
Biologické
y 2805 55,9 42 10140 2172 3984

hnojivo
ZvySeni

486,2 6,4 10,7 3120 399 563,5
vynosu
Procento

21,0% 12,9% 34,2% 44,4% 22,5% 16,5%
navyseni

(Stejné oblasti maji prinejmensim tri testovaci mista)

Mikrobiologicky institut Akademie véd v Hebei zkouma dvé kultury uvoliujici
fosfor. Jedna se konkrétné o Bacillus megaterium a Escherichia sp.

Bacillus megaterium vytvari v pribéhu reprodukce spory, snadno se pfipravuje a
uchovava, takze ma ptihodnéjsi komercni uplatnéni. Je vSak tfeba poznamenat, ze
schopnost uvoliovani fosforu je nizsi nez u Escherichea sp.

Bacillus megaterium - grampositivni bakterie, vylucné aerofilni, bunka
sloupovitad az elipsoidni v nutricnim roztoku. Obvykla Ssitka 1,2—1,5 p, délka 2-5 p,
v prostfedi karbohydrati nartstd. Vytvari vice nez jednu sporu, kterd odolava teplu.
Spoéra ma tvar elipsy, roste v sedmiprocentnim roztoku NaCl. Pfi kultivaci pozorujeme
bohaty rtist v Zivném roztoku, nesiti se, v pozdéjSim stadiu ma kultura Zlutavou barvu,
pri delsi kultivaci barva hnéda nebo Cernd. Pti aplikaci arabinosy, xylosy, manitolu a
hydrolyza¢niho Skrobu obvykle dochédzi k uvoliiovani kyseliny a citratt jako zdroje
uhliku. Obsah G+C je 36 - 38 %. Vogues—Proskauerova reakce je negativni a reakce na
vajecny Zloutek je téz negativni.

Escherchia sp. Hm0332 je bakterie s dvéma uUstnimi otvory vytvaii kulturu ve
tvaru tyCinek o Sifce 0,5 — 0,7 p a délce 1,0-2,5 p. Bakterie se vyskytuje samostatné
nebo ve dvojici a mize se pohybovat. Kultura vytvaii v pribéhu 48 hodin v Zivném

roztoku kruhové kolonie s pravidelnymi rohy o priméru 4 mm, které jsou vlhké a

hladké, barvy galatitu. Rozpéti teplot lezi mezi 10 — 40 stupni Celsia. Teploty 28-30°C
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zlepsSuji rist. Kultury ptezivaji pti pH v rozmezi 6 - 7,9. Optimalni pH pro bakterie je 7
- 7,3. Vzdy negativni jsou gramové reakce, oxidacni reakce a Voges-Proskauerova
reakce, vzdy positivni jsou reakce na kontaktni enzym, indolové reakce a reakce na
metylovou cerven. Tento aerogen vytvari kyselinu z laktosy a glukosy a pouziva soli
kyseliny jable¢né a kyseliny mlééné jako jedineény zdroj energie a uhliku (KUZEL,
2005).

2.7. Extrakce

vvvvvv

Uprava vzorku (extrakce) pied samotnym stanovenim analytu je nejdiilezitéjsi
ukon, ktery vede ke kone¢nému zjisténi obsahu latky v matrici.Je ptikladem separacni
metody zalozené na kontaktu dvou makroskopicky zieteln¢ oddélenych nemisitelnych
fazi. Extrakce Casto slouzi nejen k separaci, ale i k zakoncentrovani analytu do malého
objemu extrakéniho cinidla a ma veliky vyznam pro praktickou analyzu i pro
preparativni ucely.

K laboratorni extrakci fenolickych latek se pouziva prevazné suchy rozemlety
materidl. BAUER, FOSTER (1991) extrahuji 1g suché drogy 1 hodinu v Soxhletové
piistroji 50 ml methanolu. Jako optimalni pro tfapatku nachovou doporucuje KIM et al
(2000) 5 hodinovou extrakei 1 g suché drogy 50 ml methanolu v Goldfischové pfistroji.
Optimalni pro spolecnou extrakei kyseliny cichorové a alkylamidi je podle STUARTA
a WILLSE (2000) 60% ethanol. Podle VRCHOTOVE et al. (2002), ale ¢&isté alkoholy
extrahuji pfi pokojové teploté jen velmi nepatrnou ¢ast sledovanych fenolickych latek,
pficemz o néco ucinnéjsi je methanol, zejména pro kyselinu cichorovou. Jestlize
pouzijeme pro extrakci samotnou vodu nebo smés voda - methanol, je stejné jako
v piipadé€ cCistych alkoholii, extrakéni efekt pro kyselinu cichorovou velmi slaby. U
kyseliny kaftarové, ktera v podminkach kapalinové chromatografie na reverzni fazi C18
eluuje diive nez kyselina cichorova (je tedy relativné polarnéjsi), je vytézek extrakce
pouhou vodou daleko vétsi nez vytézek extrakce alkoholy.

K extrakci se pouziva i 70% ethanol v kombinaci s ultrazvukem (BAUM et al.,
2001), (LETCHAMO, 1999).

Néktefi autofi odstraiuji z rostlinného materialu nejprve nepolarni latky, a to

extrakei s chloroformem a poté nasleduje extrakce s methanolem (PERRY et.al., 2001),
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nebo nepoléarni latky z extrakta odstranuji ¢isténim pies SPE kolonky s naplni C;g (KIM,
2000).

Nejpouzivangjsi zpiisob extrakce je podle némeckého 1ékopisu zptisob, kdy se
droga nejdiive extrahuje ethanolem, poté se pfida tolik vody, aby mnozstvi ethanolu
¢inilo 60 % obj. a extrahuje se déle po stejnou dobu jako u €istého alkoholu.

VRCHOTOVA et al. (2002) uvadgji vytézky pro kyselinu cichorovou 60 %
v soustavé ethanol, poté stejné mnozstvi vody, a 73 % pro kyselinu kaftarovou. Doba
extrakce nehraje v tomto systému podstatnou roli. K poklesu vytézku dochazi pouze u
kyseliny kaftarové po dvouhodinové extrakci a to o cca 8 %. Zaménou ethanolu za
methanol, coz ale neni systém vhodny pro farmaceutickou, resp. potravinaiskou vyrobu,
ziskdme maximalni mnozZstvi obou kyselin. Zajimavé jsou vysledky ziskané pii extrakci
trapatky nachové vrouci vodou, pii které¢ dochazi k 80% vytézku extrakce u kyseliny
cichorové, ale 125% vytézku u kyseliny kaftarové. Obsah kyseliny kdvové je nejvyssi
v extraktu voda-methanol (0,22 mg.g™' suché drogy), o néco méné je kyseliny kavové
v extraktu 25% methanolem (0,18 mg.g"). U vodng-alkoholovych extraktl je obsah
kyseliny kavové 0,10-0,12 mg.g”'. U ostatnich extrakti je obsah kyseliny kévové
podstatné nizsi. Nejvhodnéjsim extrakénim postupem je tedy dvoustupnova extrakce
(nejdiive Cisty alkohol-methanol, pak po urcité dob¢ voda). Takto pfipravené extrakty
obsahuji jak latky polérni, tak i latky méné€ polarni.

Kyselina cichorovd je pii ptipravé produkti z E. purpurea citlivd na
enzymatickou degradaci, kterd mtize byt inhibovana pfidavkem vhodnych antioxidantt,

naptiklad polyfenol oxidazou (NUSSLEIN et al., 2000).
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem predkladané disertacni prace bylo prokazat vliv elicitorii na zmény
obsahu vybranych aéinnych latek v rostliné Echinacea purpurea (L.) Moench.

Ke splnéni cile disertacni prace byly stanoveny nasledujici dil¢i cile:

Studium vlivu elicitorii na zmény obsahu latek flavonoidniho charakteru (kyselin
kavové, kaftarové, cichorové a chlorogenové) v jednotlivych ¢astech (nadzemni hmota
a koten) rostliny Echinacea purpurea.

a) Studium vlivu elicitorli pfipravenych na bazi kyselin acetylsalicyloveé,
salicylové a metylsalicylové a organickych sloucenin titanu (askorbat titanu)
aplikovanych postfikem na list.

b) Zjisténi, zda-li ¢inské biologické hnojivo mobilizujici pidni fosfor pfi
aplikaci do pidy projevuje elicitacni ucinek.

Piedpokladané nové védecké vysledky disertacni prace:

Ovéteni nové analytické metody pro stanoveni vybranych uc¢innych latek v rostliné
Echinacea purpurea.
Prokézani pozitivniho vlivu elicitori na zmény obsahu vybranych wG¢innych latek

v rostliné Echinacea purpurea.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. ELICITACNI UCINEK FOLIARNI APLIKACE KYSELINY
ACETYLSALICYLOVE (PROTIVIN)

4.1.1. Péstovani rostlin a aplikace elicitoru

Studium ucinku folidrni aplikace elicitoru kyseliny acetylsalicylové (AS) na
obsah  ucinnych latek vrostliné  Echinacea  purpurea  bylo  provedeno
v maloparcelkovém experimentu (obr. €. 3) v letech 2002 az 2004 v lokalité Protivin,
okres Pisek v nadmoiské vySce 378 m. n. m. Na pokusném pozemku byly pocatkem
meésice dubna roku 2002 zalozeny pokusné parcely s rostlinami Echinacea purpurea
celkem o rozloze 64 m”. Byly zalozeny vzdy 4 parcely (tii pokusné a jedna kontrolni)
kazda o vyméie 4 m* ve &tyfech opakovanich. V pokuse byly pouzity tii koncentrace
kyseliny acetylsalicylové a kontrola. Pro vysadbu byla ptedpéstovana sadba rostlin
Echinacea purpurea v sadbovacich. Vysev semen do sadbovacii byl proveden dne 22.
unora 2002. Sadbovace byly umistény ve skleniku (foliovniku) k urychleni vzchazeni
semen a pocatecniho ristu rostlin. Vysadba balickované sadby byla provedena 28.
dubna 2002 na pokusné parcely v pfesném sponu 30 x 30 cm. Tato hustota porostu se
osvédcila. Po vytvoreni listové riizice doslo k vyznamnému zastinéni piidy a tim doslo

k potlaceni ristu plevelnych rostlin.
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Obr. €. 3: Maloparcelkovy experiment

Pfed zaloZzenim pokusu byly odebrany ptudni vzorky ke stanoveni

charakteristiky pokusného pozemku. Agrochemicka charakteristika ptidy pokusného

pozemku:

Vymeénna ptdni reakce ve vyluhu 1 M KCI pHgc 6,8.

Obsah celkového uhliku Cyx = 3,4 %.

Frakcionace humusovych latek. Byly stanoveny humusové latky (HL = 16,1
mg/g), fulvokyseliny (FK = 8,9 mg/g ) a huminové kyseliny (HK = 7,9 mg/g) .
Pomér HK:FK je 0,97.

Stanoveni obsahu minerdlnich forem dusiku pomoci iontové selektivnich
elektrod. Mnozstvi dusicnanového (N-NOs = 3,2 mg/kg) a amonného dusiku
(N-NH; = 1,2 mg/kg) s ndslednym stanovenim a vypoctem mineralniho (Npin =

4,4 mg/kg) a mineralizovatelného dusiku (Npiner = 7,9 mg/kg ).

Tab. €. 3: Obsah zakladnich zivin v padé (Mehlich III)

Primérny obsah Zivin v ptidé

Niot P mg/kg Kmgkg | Mg mgkg Ca mg/kg

0,22 % 627 189 328 5197
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Z vyse uvedeného vyplyva, Zze ptda pokusného pozemku je celkem dobie
z4sobena Zivinami a nebylo nutné po celou dobu pokusu provadét zadné ptihnojovani.
Z agrotechnickych opatiteni bylo provadéno pouze mechanické okopavani, pleti a
zalivka. Vlastni posttik porosti byl proveden zadovym postiikovacem typu Gardena

(obr. ¢. 4).

Obr. €. 4: Vlastni aplikace elicitoru

Foliarni aplikace elicitoru byla provedena v souladu s metodikou pokusu ve
trech riiznych davkach nizké, stiedni a vysoké ve Ctrnactidennich intervalech a jako

kontrola byl postiik vodou.

Koncentrace nizka sttedni vysoka

Kyselina acetylsalicylova 107 mol/l 10 mol/l 107 mol/l
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Prvni aplikace probéhla 9. 6. 2002, tedy v obdobi tésné¢ pred kvétem,
v mnozstvi vzdy 1 litr/l m? roztoku elicitoru o pozadované koncentraci, druhé osetfeni
bylo provedeno dne 23. 6 .2002 a tfeti aplikace dne 7. 7. 2002.

Osetfovani porostu v letech 2003 a 2004 probihalo podle stejnych zasad jako
v prvnim roce péstovani ve stejnych davkach nizké, stfeni a vysoké ve ¢trnactidennich
intervalech. Prvni aplikace probéhla 2 .6. 2003, tedy v obdobi tésn¢ pted kvétem,
v mnozstvi vzdy 1 litr/l m* roztoku elicitoru o pozadované koncentraci, druhé osetfeni
bylo provedeno dne 16. 6. 2003 a tfeti aplikace dne 30. 6. 2003. V druhém roce
péstovani byla provedena 1 ¢tvrta aplikace dne 14. 7. 2003.

Aplikace elicitoru postiikem na list v tfetim roce péstovani byla opét provedena
ve tfech riznych davkach nizké, stfeni a vysoké ve Ctrnactidennich intervalech. Prvni
aplikace prob¢hla 11. 6. 2004, tedy v obdobi tésné¢ pied kvétem, v mnozstvi vzdy 1
litr/1 m® roztoku elicitoru o pozadované koncentraci, druhé osetfeni bylo provedeno
dne 25. 6. 2004 a treti aplikace dne 8. 7. 2004. Ctvrta aplikace elicitoru byla realizovana
dne 22. 7. 2004.

4.1.2. Sklizen rostlin a priprava extraktu

Dne 6. srpna 2002 probéhla sklizent vzorkli celych (nadzemni ¢asti a kotentl)
rostlin oddélené zkazdé parcelky vzdy 4 rostliny z plochy 0,25 m®. Rostliny byly
vyjmuty, vySkové zméfeny, zvazeny, spocCitdny byly odnoze, poCty kvéta a listh.
Kofeny byly peclivé omyty vodou a nasledné zbaveny vody. SuSeni naté a kotfenl
probéhlo pii teploté do 40 °C v suSarné. Po zjisténi hmotnosti susiny byly odebrané
vzorky kofeni a nadzemnich ¢asti rostlin podle jednotlivych partii rozSrotovany v
rucnim Srotovniku a pfipraveny pro provedeni extrakce. V roce 2003 probéhla sklizen
vzorkd dne 15. 8. 2003 a ve tfetim roce dne 22. 8. 2004. Extrakce biologicky uc¢innych
latek z rostliny Echinacea purpurea byla provedena v souladu s Némeckym Ié¢kopisem

(BAUER, WAGNER, 1990).

V experimentu byl odebran kvartaci z rozemleté¢ho vysusené¢ho koienového a
nadzemniho pokusného materidlu vzorek k rozboru o hmotnosti 2 g , ktery byl ptelit
20 ml 96% ethanolu a ponechan extrahovat pti pokojové teploté 24 hodin. Po této dobé

byla smés doplnéna 20 ml destilované vody a opét ponechéna extrahovat dalSich 24
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hodin. Po provedené extrakci byla smés zfiltrovana a pfipravena k naslednému rozboru

metodou HPLC. Tyto vzorky byly uchovany pii teploté -28°C.

4.1.3. Analyza vzorku

Extrakty rostlinnych vzorkli byly analyzovany pomoci HPLC na Katedie
chemie, ZF JCU v Ceskych Budgjovicich. Jako mobilni fize byla pouzita smés
acetonitrilu a vody s ptidavkem kyseliny fosforecné. Mobilni faze A: 5% acetonitril +
0,1 % kyseliny fosfore¢né, mobilni faze B: 80% acetonitril + 0,1 % kyseliny fosfore¢né.
Gradient: 0% B — 50% B, 50min. Pritok mobilni faze byl 0,250 ml/min. Kolona
Phenomenex Luna C18, 150 mm, 2 mm, 3 um. Chromatograf Watrex, UV detektor
(obr. 2 a 3). Detekce probihala v rozmezi 190 — 600 nm, zaznam a vyhodnoceni bylo
provedeno pii A = 330 nm. K analyze byla pouzita vysokotlakd pumpa Spectra System
P2000, UV detektor Specra System UV 3000 HR Thermo Separation Products, SN
4000, auto sampler MIDAS Holland Spark (obr. ¢. 7). Data byla analyzovana
softwarem HP Chem Station (Hewlett Packard) viz. obr. ¢. 8. Standardy byly
pripraveny v 50% methanolu. Mnozstvi kyseliny cichorové bylo pocitano podle

kalibraéni k¥ivky pro kyselinu kaftarovou (SPICKA et al., 2003; VYDRA, 2003).

Obr. ¢. 5: HPLC
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Obr. ¢. 6: HPLC

Obr. €. 7: Autosampler Midas
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Obr. ¢. 8: Grafické znazornéni chromatogramu softwarem HP Chem Station.
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4.2. ELICITACNI UCINEK FOLIARNI APLIKACE VYBRANYCH
ELICITORU (DOLNI PENA)

4.2.1. Péstovani rostlin a aplikace elicitoru

V letech 2002 az 2004 byl realizovan na pozemku s porostem Echinacea
purpurea poloprovozni experiment s aplikaci Ctyt elicitord ve tfech riznych

koncentracich a kontrolou ve ¢tyfech opakovanich.

Poloprovozni experiment byl zajistén na péstebni plose v k. u. Dolni Péna, okres
Jindfichtv Hradec. Pozemek se nachdzi v nadmotské vysce 473 m. n. m. Porost
Echinacea purpurea byl zalozen v roce 2002 na vyméie zhruba 2 ha, s Sitkou fadkt

70 cm a vzdalenosti rostlin v fadku 20 cm.

Na pozemku s porostem rostliny Echinacea purpurea bylo poc¢atkem meésice

dubna roku 2002 vyty&eno celkem 52 parcelek kazda o plose 10 m”.

Schéma pokusu: Koncentrace

nizka sttedni vysoka
Kyselina acetylsalicylova 107 mol/l 10 mol/l 10~ mol/l
Kyselina salicylova 10 mol/l 10 mol/l 10~ mol/l
Methylsalicylat 10" mol/l 10 mol/l 107 mol/l
Askorbat titanu 10 ppm 25 ppm 50 ppm
Kontrola postiik vodou

Na pokusném pozemku byl odebran smésny vzorek pldy a podroben piidnimu

rozboru:

Vyménna reakce ve vyluhu 1 M KCl pHg( 5,6.
Obsah celkového uhliku Cox = 2,7 % .
Frakcionace organickych latek

stanoveny humusové¢ latky (HL = 13,65 mg/g),
fulvokyseliny (FK = 8,59 mg/g )

huminové kyseliny (HK = 5,06 mg/g)

Pomér HK:FK je 0,59.
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Stanoveni obsahu mineralnich forem dusiku pomoci iontové selektivnich elektrod.
Mnozstvi dusi¢nanového (N-NO; = 3,1 mg/kg) a amonného dusiku (N-NH4 = 1,1
mg/kg) s naslednym stanovenim a vypoctem mineralniho (Nmin = 3,7 mg/kg) a

mineralizovatelného dusiku (Npiner = 7,2 mg/kg ).

Tab. €. 4: Obsah zakladnich zivin v ptidé (Mehlich III)

Primérny obsah Zivin v pidé

N P mg/kg K mg/kg Mg mg/kg Ca mg/kg

0,14 % 219 210 75 1019

Na parcelach o vyméfe 10 m* byla uskute¢ndna folidrni aplikace elicitorii
zadovym postiikovaem 10 1 postiiku s odpovidajicim elicitorem v souladu se
schématem pokusu. Prvni aplikace probéhla dne 3. 6. 2002 (porost byl tésné pied
kvétem). Druhd a tieti aplikace byla realizovana stejnym zptisobem dne 25. 6. 2002 a
15.7.2002 tedy v dvacetidennim intervalu.

V roce 2003 prvni postfik elicitory byl uskute¢nén dne 1. 6. 2003 (porost byl
tésné pred kvétem). Druhy postiik dne 21. 6. 2003 a tfeti postiik dne 10. 7. 2003.
V tomto roce byla provedena i ¢tvrta aplikace v terminu 30. 7. 2003. Mezi jednotlivymi
aplikacemi elicitort byl opét dodrZen dvacetidenni interval.

V roce 2004 prvni aplikace elicitorii byla provedena dne 4 .6. 2004 (porost byl
tésné pred kvétem). Druhd aplikace dne 24. 6. 2004 a tfeti aplikace dne 14. 7. 2004.

Mezi jednotlivymi aplikacemi elicitord byl opét dodrzen dvacetidenni interval.

4.2.2. Sklizei rostlin a priprava extraktu

Sklizen vzorka z pokusnych parcel byla provedena 3. srpna 2004. Pro ucely
charakteristiky stavu porostu byly sklizeny celé rostliny (nadzemni ¢ast a kotfeny
oddélend) vzdy 4 rostliny z plochy 0,25 m* ve &tyfech opakovanich. Rostliny byly
vyskoveé zméfeny, zvazeny, spocitdny odnoze, pocty kvéti a listl. Kofeny byly peclivé
omyty vodou a nasledné zbaveny vody. Suseni naté a kotenil probchlo pii teploté do 40
°C v susarné€. Po zvazeni hmotnosti suSiny byly odebrané vzorky kofent a nadzemnich
¢asti rostlin podle jednotlivych partii rozsrotovany v laboratornim mlynku (obr. €. 9) a

ptipraveny k extrakci.
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Obr. €. 9: Laboratorni mlynek pouzity k ptipraveé vzorki

Z materialu k analyze byl kvartaci odebran reprezentativni vzorek rozemletych
vysuSenych kofenl a nadzemni ¢asti k rozboru o hmotnosti 2 g , ktery byl zalit 20 ml
96% ethanolu a ponechan v klidu extrahovat pti pokojové teploté 24 hodin. Po této dobé
byla smés doplnéna 20 ml destilované vody a opét ponechana v klidu extrahovat dalSich
24 hodin. Po provedené extrakci byla smés zfiltrovana a pfipravena k naslednému

rozboru metodou HPLC.

4.2.3. Analyza vzorki
Extrakty rostlinnych vzorkii byly analyzovany pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie ve spolupraci s Katedrou chemie v C. Bud&jovicich. Pouzitd metoda

byla stejna jako u pfedchazejicich analyz.
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4.3. UCINEK CINSKEHO BIOLOGICKEHO HNOJIVA MOBILIZUJICIHO
PUDNI FOSFOR

V letech 2003 — 2004 byl proveden nadobovy pokus v Mitscherlichovych
nadobach v Ceskych Budgjovicich a maloparcelkovy polni experiment na $kolnim
pokusném pozemku v Ceskych Budéjovicich s modelovymi rostlinami druhu Echinacea
purpurea (L.) Moench. Studovan byl vliv ¢inskych biologickych hnojiv mobilizujicich
pudni fosfor na obsah nékterych ucinnych latek flavonoidniho charakteru. Sledovan byl
1 vliv hnojiva na rastové parametry rostlin, napf. hmotnost nadzemni hmoty, kotene,

vyska rostliny nebo pocet odnozi, kvéta.

4.3.1. ZaloZeni pokusu

Rostliny rodu Echinacea purpurea byly péstovany na pozemku Zemédélské
fakulty JU v Ceskych Bud&jovicich. Pro vysadbu do nadobového experimentu, ale i do
maloparcelkového experimentu, byly rostliny predpéstovany v sadbovacich (obr. €. 10).
Vysev do sadbovact byl proveden dne 22. biezna 2003. Osivo bylo zaseto do hloubky
zhruba 3 mm do zahradnického substratu. Sadbovace byly umistény do skleniku

k rychlému vzchazeni semen.

Obr. ¢. 10: Rostliny ptedpéstované v sadbovaci
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Tabulka €. 5: SloZeni pouzitého zahradnického substratu pro predpéstovani rostlin
(sloZeni deklarované vyrobcem)

Obsah spalitelnych latek ve vysuSeném vzorku v % hmotnosti 55
(min.)

Vlhkost v % hmotnosti 40 - 65
Obsah celkového dusiku ve vysuSeném vzorku v % hmotnosti 2,2
(max.)

Obsah celkového fosforu (P,Os) ve vysuseném vzorku v % 0,5
hmotnosti (max.)

Obsah celkového drasliku (K,;Os) ve vysuseném vzorku v % 0,6
hmotnosti (max.)

pH ve vodném roztoku 5-6,5
Spalitelné latky ve vysuSeném vzorku v % hmotnosti (min.) 55

Maloparcelkovy experiment 5
Na pokusném pozemku Zemédélské fakulty JU v C.Budgjovicich. Dne 27.

dubna 2003 byly vysazeny ptedpéstované rostliny Echinacea purpurea ve sponu 30 x
30 cm na plochu 24 m?. Na pokusné plose byly vyty¢eny pokusné parcelky o plose 1
m’. Varianty kontrolni a hnojend pevnymi &inskymi biologickymi hnojivy
mobilizujicimi fosfor piidy (v 6 opakovanich). Zakladni hnojeni pfi zpracovani pudy
na podzim P (70 kg P,0s.ha™ superfosfat) a K (120 kg K»O.ha™' ) a dé&lené na jaie (pied
setim a 1. pfihnojeni) 100 kg N.ha™ (NH4NO3).

Nadobovy experiment
Rostliny druhu Echinacea purpurea byly dne 28. dubna roku 2003 piesazeny do

Mitscherlichovych nadob, se 6 kg zeminy. Pida pouZzitd v nddobach byla totozna
s piidou maloparcelkového pokusu. Hnojeni NPK - 0,2 g N (NH4NO3), 0,03 g P a 0,08
g K (KH;PO4) na 1 kg zeminy. Do kazdé nadoby byla zasazena pouze jedna rostlina.
Tyto naddoby byly umistény na stoly specidlné ptipravené k péstovani ,,pod otevienym
nebem*® rostliny E. purpurea. Po ukonceni vegetace, koncem fijna 2003, byly rostliny
prfemistény do nevytapéného skleniku k piezimovani a pies zimu byly zalévany.
V druhém roce byly nadoby opét umistény na pokusné stoly k zahajeni vegetace 1.

dubna 2004.
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Charakteristika pidy pokusného pozemku a nadobového pokusu:
Cambisol piscitohlinita.

Vymeénna pldni reakce ve vyluhu 1 M KCI pH=6.7.

Obsah celkového uhliku Cox = 2,4 %.

Frakcionace humusovych latek (HL = 16,1 mg/g), fulvokyseliny (FK = 8,9 mg/g ) a
huminové kyseliny (HK = 7,9 mg/g).

Pomér HK:FK je 0,97.

Stanoveni obsahu mineralnich forem dusiku pomoci iontové selektivnich elektrod.
Mnozstvi dusi¢cnanového (N-NOs = 4,2 mg/kg), amonného dusiku (N-NH4 = 3,2 mg/kg)
Mnozstvi mineralizovatelného dusiku (Npiner = 9,9 mg/kg )a mineralniho (N, = 7,4

mg/kg).

Tab. €. 6: Obsah zékladnich zivin v ptdé (Mehlich I1I)

Primérny obsah zivin v ptidé

Niot P mg/kg K mg/kg Mg mg/kg Ca mg/kg
0,21 % 127 197 148 2519

4.3.2. Aplikace ¢inského biologického hnojiva

Maloparcelkovy experiment

Dne 1. srpna 2003 (v prvnim roce vegetace) bylo aplikovéano biologické hnojivo
v davce 20 g ke kazdé jiz vzrostlé rostling, pfimo do mist vyskytu pfevazné casti
kotenové hmoty a zahrnuto ptivodni zeminou. Pfihnojeni se provadélo v suspenzi s 200
ml destilované vody. Aplikace byla provedena prostiednictvim 15 cm hluboké ryhy
vytvofené po obvodu kotenit kazdé rostliny. Ryha byla po aplikaci zahrnuta ptivodni
zeminou a kazda rostlina zalita.

V druhém roce péstovani rostliny druhu Echinacea purpurea byla aplikace

hnojiva provedena 1. kvétna 2004 obdobnym zplisobem jako v roce prvnim.
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Nadobovy experiment

Pokusné nadoby s rostlinami Echinacea purpurea byly rozdéleny na dvé
poloviny (25 + 25) a oznaCeny. Dne 1. srpna 2003 (v prvnim roce vegetace) byla do
nadob aplikovana biologicka hnojiva mobilizujici pidni fosfor v davce 20 g na nadobu
ke kazdé jiz vzrostlé rostlin€. Piihnojeni se provadelo v suspenzi s 200 ml destilované
vody. Aplikace byla provedena prostiednictvim 15 cm hluboké ryhy vytvofené po
obvodu kofeni v nadobé. Hnojivo bylo tedy aplikovano piimo do mist vyskytu
pfevazné casti kofenové hmoty a zahrnuto ptivodni zeminou. Po aplikaci byla rostlina
zalita vodou. V kontrolnich nddobach byla provedena aplikace 200 ml destilované vody
prostfednictvim 15 cm hluboké ryhy vytvofené po obvodu kofenti v nadobé. Ryha byla
zahrnuta pivodni zeminou a rostlina v nadob¢ zalita.

V prvnim roce péstovani prakticky vSechny rostliny vykvetly.
V druhém roce péstovani rostlin Echinacea purpurea byla aplikace hnojiva
provedena dne 1. kvétna 2004 opét v davece 20 g ke kazdé rostliné stejnym zplisobem

jako v roce prvnim.

4.3.3. Sklizei rostlin a analyza vzorku

Rostliny byly sklizeny v dobé, kdy devadesat procent trapatek nachovych
dosahlo faze kveteni. Sklizenn rostlin v nddobovém experimentu byla provedena
v terminu od 23. — 27. srpna 2004. Sklizen rostlin v maloparcelkovém experimentu byla
uskutecnéna v terminu od 13. — 16. zafi 2004.

Rostliny byly vyjmuty z pady, byly vyskové zméfeny, spocitany odnoze, pocty
kvéth a list, dale byly zvazeny kvéty, nat’ a koten. Kofeny byly diikkladné omyty a
osuseny. Rostlinny material (nadzemni hmota a koteny) byl usuSen v susarné pii
teploté do 40°C stejnym zpiisobem jak u nadobového, tak i u maloparcelkového pokusu.
Ptiprava vzorkd, jejich extrakce a analyza na HPLC byly provadény stejné jako u

piedchézejicich pokusi.

50



4.4. Statistické zpracovani vysledki

Ke statistickému vyhodnoceni vysledka byl pouzit program Statistica, verze 6.0
CZ. Jednalo se hlavné o analyzu rozptylu, ¢asto také nazyvanou ANOVA (Analysis of
Variance). Vysledky byly zpracovany do tabulek a grafi pomoci programu Microsoft
Office, hlavné jeho soucasti MS Excel a MS Word.

4.5. Pouzité chemikalie

ethanol 96 % (Tamda, a.s.)

methanol (Fluka)

acetonitril (Merck)

trifluoroctova kyselina (Fluka)
standardy:

kyselina kaftarova (Dalton)

kyselina kavova (Sigma Aldrich)
kyselina chlorogenova (Sigma Aldrich)
elicitory:

kyselina salicylova (Merck)
methylsalicylat (Merck)

kyselina acetylsalicylova (ptfipravena v laboratofi)

askorbat titanu (pfipraven v laboratofi)

51



Obrazek ¢. 11: Vzorce sledovanych kyselin
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Obsahy kyselin, které jsou sledovany v pokusech a které jsou pouzity jako
kontrola, to znamena, Ze nebyly oSetfeny elicitorem, se podobaji obsahiim uvadénym
v literature. WILLS a STUART (1999) zkoumali 62 vzorki suSenych kofenil a
nadzemnich c¢asti péstovanych v Australii pro vyrobu riiznych léCivych preparatii
z rostliny Echinacea purpurea. Primérna koncentrace kyseliny cichorové v kofenech
byla 13 200 mikrogramti na gram suché hmoty (hodnoty se pohybovaly mezi 1 400 —
20 500 pg/g) a nadzemni hmoté 12 900 pg/g (rozmezi 4 900 — 21400 ng/g). K
podobnym vysledkiim, kofen 8 950 pg/g a nadzemni hmota 10 900 pg/g suché hmoty
dosli 1 QU et al. (2005). Dalsi podobné hodnoty potvrdili také BERGERON et al.
(2000), PERRY et al. (2001), BINNS et al. (2002b), BINNS et al. (2002c¢), LIU et al.
(2006), HUDEC et al. (2007), WU et al. (2007). V naSich pokusech se obsah kyseliny
cichorové pohyboval na horni hranici uvadénych vysledkt, Casto ji ptekracoval a to
jak u kofene, tak i u nadzemni hmoty. Pfi pokusu, kde byla pouzita stejna extrakéni
¢inidla (ethanol/voda) jako pifi naSich stanovenich, se pohyboval obsah kyseliny
cichorové mezi 9360 - 9600 pg/g suché hmoty(VRCHOTOVA et. al., 2002).

Mnozstvi kyseliny kaftarové v kofenu souhlasilo s vysledky uvadénymi
v literatufe (LIU et al., 2006, WU et al., 2007). VRCHOTOVA et al. (2002) stanovila
pii stejnych extrakénich Cinidlech obsah kyseliny kaftarové na 2529-2864 ng/g suché
nadzemni hmoty, coz je spiSe na spodni hranici nasich hodnot (4500 - 11000 ug/g).
Kaftarovou a cichorovou kyselinu v kofenech a nadzemni hmoté Echinacea purpurea
zkoumal také LUKAS (2003), jeho naméfené hodnoty se podobaly hodnotdam
namétenych v naSich pokusech.

Mnozstvi kyseliny chlorogenové se pfili§ neshodovalo s publikovanymi
hodnotami (LETCHAMO et al., 1999). Né&kteti autoifi uvadi obsah kyseliny
chlorogenové v kotenech 930 pg/g suché hmoty (LIU et al., 2006), nebo dokonce az
5000 pg/g (WU et al., 2007), zatimco nase vysledky se pohybovaly pouze ojedinéle
nejvyse na hranici 230 pg na gram suché hmoty, ale spiSe mezi 8 - 20 ng/g.

I obsah kyseliny kdavové v nasich vysledcich se pohybuje spiSe na spodni hranici

hodnot uvadénych VRCHOTOVOU et al. (2002).
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Tyto rozdily v obsahu sledovanych kyselin mohou byt zpiisobeny tim, ze jejich
obsah v riznych genetickych liniich tfapatky nachové miiZze byt aZ ctyinasobny (BAUM
etal., 2001). LETCHAMO et al. (2002) tento rozdil zjistil az sedmindsobny.

Mnozstvi sledovanych kyselin i ostatnich latek samoziejmé zavisi také na dobé
sklizn&, na zptisobu sueni a zptisobu extrakce rostlinného materialu (VRCHOTOVA et

al., 2002).

5.1. ELICITACNI UCINEK FOLIARNI APLIKACE KYSELINY
ACETYLSALICILOVE (PROTIVIN)

5.1.1. Vliv jednotlivych koncentraci elicitoru na obsah sledovanych latek

v nadzemni hmoté

V roce 2002 doslo po aplikaci elicitoru AS v nizké koncentraci u tfech latek
k jejich naristu a u jedné k poklesu oproti kontrolnimu vzorku. Ke zvySeni doslo u
kyseliny cichorové o 45 % (p < 0,05), u kyseliny kaftarové o 26 % (p < 0,05) au
kyseliny kadvové o 21 % (p < 0,05). Obsah kyseliny chlorogenové se po aplikaci
elicitoru snizil o 87 % (p <0,001).

Po aplikaci elicitoru ve stfedni koncentraci se obsah vSech sledovanych latek
vyrazn¢ snizil oproti kontrolnimu vzorku. K nejvétSimu poklesu doSlo u kyseliny
chlorogenové a to o 89 % (p < 0,001), pak u kyseliny kaftarové o 76 % (p < 0,001).
Nasleduje kyselina cichorova, jejiz obsah se snizil o 73 % (p < 0,001). Nejméné se
snizil obsah kyseliny kavové a to 0 69 % (p <0,001).

Po aplikaci elicitoru ve vysoké koncentraci doslo ke zvysSeni obsahu pouze u
jedné sledované latky a to u kyseliny chlorogenové. Jeji obsah se zvysil pouze o 7 %,
nebyl vsak statisticky prikazny. Obsah ostatnich kyselin se oproti kontrolnimu vzorku
snizil. K poklesu doslo u kyseliny cichorové o 20 %, u kyseliny kaftarové o 32 % a
k nejvétSimu poklesu obsahu doslo u kyseliny kdvové a to o 74 % (p < 0,001).

V tomto roce se nejvice zvysil obsah kyseliny cichorové po aplikaci elicitoru
v nizké koncentraci. Naopak nejvétsi pokles obsahu sledovanych latek nastal u kyseliny

chlorogenové po aplikaci elicitoru ve stiedni koncentraci (viz graf ¢.1).
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Graf¢. 1

Procenticky obsah sledovanych latek v nadzemni hmoté v
zavislosti na koncentraci elicitoru v roce 2002
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V roce 2003 doslo po aplikaci elicitoru AS v nizké koncentraci k nariistu 1 k
poklesu obsahu dvou sledovanych latek oproti kontrolnimu vzorku. Zvysil se obsah
kyseliny cichorové o 55 % (p < 0,05) a kyseliny kavové o 14 %. Latky, u kterych doslo
ke snizeni jejich obsahu, byly kyselina chlorogenova a kyselina kaftarova. U kyseliny
chlorogenové se obsah snizil 0 87 % (p < 0,001) a u kyseliny kaftarové o 28 %.

Po aplikaci elicitoru ve stiedni koncentraci nastalo zvySeni obsahu pouze u
kyseliny kaftarové a to o 18 % (p < 0,05), oproti kontrolnimu vzorku. Obsah ostatnich
latek se snizil. Nejvice se sniZil obsah kyseliny chlorogenové o 89 % (p < 0,001), pak
obsah kyseliny kdvové 0 69 % (p < 0,001). Nejmén¢ se snizil obsah kyseliny cichorové
atoo 10 %.

Po aplikaci elicitoru ve vysoké koncentraci nastalo zvySeni obsahu kyseliny
kaftaroveé o 28 % (p < 0,05) a kyseliny chlorogenové o 9 %. Obsah dalSich sledovanych
latek se snizil. Ke snizeni doslo u kyseliny cichorové o 70 % (p < 0,001) a u kyseliny
kavové o 74 % (p < 0,001).

V tomto roce se nejvice zvysil obsah kyseliny cichorové po aplikaci nizké
davky elicitoru. Naopak k nejvétSsimu poklesu obsahu sledovanych latek doslo u

kyseliny chlorogenové po aplikaci elicitoru v nizké a stfedni koncentraci (viz graf €. 2).
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Graf¢. 2

Procenticky obsah sledovanych latek v nadzemni hmoté v zavislosti
na koncentraci elicitoru v roce 2003
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V roce 2004 doslo po aplikaci elicitoru AS v nizké koncentraci ke zvySeni
obsahu kyseliny cichorové o 69 % (p < 0,001) a kyseliny kdvové o 15 % oproti
kontrolnimu vzorku. Obsah ostatnich dvou sledovanych latek se snizil. Pokles nastal u
obsahu kyseliny chlorogenové o 46 % (p < 0,001) a u kyseliny kaftarové o 17 % (p <
0,05).

Po aplikaci elicitoru ve stfedni koncentraci se zvySil obsah pouze u kyseliny
kaftarové a to o 19 % (p < 0,05) oproti kontrolnimu vzorku. Obsah ostatnich tfech
sledovanych latek se snizil. K nejveétsimu poklesu doslo u obsahu kyseliny kdvové o 69
% (p < 0,001), pak u kyseliny chlorogenové o 7 %. Nejméné se snizil obsah kyseliny
cichorové o 3 %.

Po aplikaci elicitoru ve vysoké koncentraci se zvysil obsah pouze u kyseliny
kaftarové o 32 % (p < 0,05) oproti kontrolnimu vzorku. Obsah ostatnich tfech latek se
snizil. Obsah se snizil u kyseliny kdvové o 73 % (p < 0,001), u kyseliny chlorogenové o

70 % (p < 0,001) a pak u kyseliny cichorové o 67 % (p < 0,001).
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V tomto roce se nejvice zvysil obsah kyseliny cichorové po aplikaci nizké

koncentrace elicitoru. Naopak k nejvétSimu poklesu doslo u obsahu kyseliny kdvové po

aplikaci elicitoru ve vysoké koncentraci (viz graf €. 3).

Graf¢. 3
Procenticky obsah sledovanych latek v nadzemni hmoté v
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Vliv jednotlivych koncentraci elicitoru na sledované latky v nadzemni

hmoté v porovnani let 2002 — 2004

Nejvétsi vliv na zvySeni obsahu kyseliny cichorové v nadzemni hmot¢ béhem
vSech tfi sledovanych let méla nizka koncentrace elicitoru AS. Stiedni a vysoka

koncentrace zplsobily snizeni obsahu této kyseliny béhem vsech sledovanych let (graf

& 4).

Graf ¢. 4
Procenticky obsah kyseliny cichorové v nadzemni hmoté v
jednotlivych letech v zavislosti na koncentraci elicitoru
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Nejveétsi vliv na zvySeni koncentrace kyseliny kaftarové v nadzemni hmoté
méla vysokd koncentrace elicitoru, kromé roku 2002, kdy obsah snizila na 68 %
hodnoty kontrolniho vzorku. Také stfedni koncentrace elicitoru méla vliv na zvySeni
obsahu této kyseliny, kromé roku 2002. Nizka koncentrace méla vliv na zvyseni obsahu

sledované latky pouze v roce 2002 (graf ¢. 5).
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Graf¢. 5

Procenticky obsah kyseliny kaftarové v nadzemni hmoté v
jednotlivych letech v zavislosti na koncentraci elicitoru
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Vliv elitoru AS na kyselinu chlorogenovou v nadzemni hmoté béhem
sledovanych let byl minimalni. Pouze vysokd koncentrace elicitoru zvySila obsah této
kyseliny, zvyseni bylo jen v roce 2002 a 2003. Obsah se zvysil jen o 7 — 9 %. Ostatni
koncentrace elicitoru snizily obsah kyseliny chlorogenové. Nejvétsi snizeni této latky
bylo v roce 2002 a 2003 pti aplikaci nizké a stiedni koncentrace elicitoru (graf €. 6).

Na zvySeni obsahu kyseliny kdavové v nadzemni hmoté méla vliv pouze nizka
koncentrace elicitoru AS. Béhem vSech tii sledovanych let zvysila tato koncentrace
obsah této kyseliny od 14 — 21 % oproti kontrolnimu vzorku. Ostatni koncentrace
elicitoru mé¢li za nasledek sniZzeni obsahu kyseliny kdvové na hodnoty okolo 26 %

puvodni hodnoty kontrolniho vzorku (graf €. 7).
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Graf¢. 6

Procenticky obsah kyseliny chlorogenové v nadzemni hmoté v
jednotlivych letech v zavislosti na koncentraci elicitoru
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Graf ¢. 7

Procenticky obsah kyseliny kavové v nadzemni hmoté v
jednotlivych letech v zavislosti na koncentraci elicitoru
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5.1.2. Vliv jednotlivych koncentraci elicitoru na obsah sledovanych latek v kofenu

V roce 2002 doslo po aplikaci elicitoru AS v nizké koncentraci k nartistu obsahu
vSech sledovanych uc¢innych latek. Nejvice doslo ke zvyseni obsahu oproti kontrolnimu
vzorku u kyseliny cichorové o 50 % (p < 0,05), kyseliny chlorogenové o 40 % (p <
0,05), kyseliny kaftarové o 21 % a nejméné u kyseliny kavové o 17 %.

Po aplikaci elicitoru AS ve stfedni koncentraci doslo opét ke zvySeni obsahu
vSech sledovanych latek. U kyseliny chlorogenové doslo ke zvySeni o 113 % (p <
0,001), u kyseliny cichorové o 70 % (p < 0,001), u kyseliny kaftarové o 51 % (p < 0,05)
a u kyseliny kdvové doslo opét k nejniz§imu nardstu obsahu a to o 34 % (p < 0,05),
oproti kontrolnimu vzorku.

Po aplikaci elicitoru AS ve vysoké koncentraci doslo u vSech sledovanych
latek ke snizeni jejich obsahu. NejvétsSimu poklesu oproti kontrolnimu vzorku doslo u
kyseliny kavové o 91 % (p < 0,001). U kyseliny chlorogenové doslo ke sniZzeni o 41 %
(p <0,001), u kyseliny cichorové o 27 % (p < 0,05) a u kyseliny kaftarové o 21 % (p <
0,05), oproti kontrolnimu vzorku.

V tomto roce doslo k nejvétsimu zvyseni obsahu u kyseliny chlorogenové po
aplikaci elicitoru AS ve stfedni koncentraci. Tato stiedni koncentrace pusobila na
zvySeni vSech sledovanych latek a doslo také k jejich nejvétSimu nérGstu. Naopak
k nejvétsimu poklesu vSech koncentraci ucinnych latek doSlo po aplikaci vysoké

koncentrace (viz graf €. 8).
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Graf¢. 8

Procenticky obsah sledovanych latek v kofenu v zavislosti na
koncentraci elicitoru v roce 2002

@ Kyselina kaftarova
m Kyselina chlorogenova

250 o Kyselina kavova
O Kyselina cichorova
200 -
150
%
100 - I =
50 -
0
Kontrolni Nizka Stredni Vysoka
vzorek koncentrace koncentrace koncentrace

V roce 2003 se po aplikaci elicitoru AS v nizké koncentraci zvysil obsah vsech
sledovanych latek. Nejvice u kyseliny cichorové o 47 % (p < 0,001), u kyseliny
prokéazano u kyseliny kaftarové o 10 % oproti kontrolnimu vzorku.

Po aplikaci stfedni koncentrace elicitoru AS doslo opét ke zvySeni obsahu
vSech sledovanych latek. Koncentrace kyseliny kaftarové se zvysila o 109 % (p <
0,001), kyseliny chlorogenové o 121 % (p < 0,001) a kyseliny cichorové o 69 % (p <
0,05). Obsah kyseliny kavové se zvysil nejméné, a to 0 41 % (p < 0,05).

Aplikaci vysoké koncentrace elicitoru AS doslo kromé kyseliny kaftarové ke
sniZzeni obsahu vSech u¢innych latek. Ke zvyseni u kyseliny kaftarové doslo o 68 % (p <
0,001). Obsah ostatnich kyselin se snizil, a to u kyseliny cichorové o 27 % (p < 0,05),
kyseliny chlorogenové o 35 % (p < 0,05) a u kyseliny kavové doslo ke sniZeni az o 91
% (p <0,001), oproti kontrolnimu vzorku.

V tomto roce doslo k nejvétsimu zvyseni obsahu u kyseliny chlorogenové po
aplikaci stiedni koncentrace elicitoru AS. Tato stfedni koncentrace plisobila na zvySeni

vSech sledovanych latek a doslo také k jejich nejvysSimu nértstu. Naopak pii aplikaci
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vysoké koncentrace elicitoru doslo pouze u kyseliny kaftarové ke zvySeni jejiho obsahu.

Obsah ostatnich sledovanych latek se snizil (graf €. 9).

Graf¢. 9
Procenticky obsah sledovanych latek v kofenu v zavislosti na
koncentraci elicitoru v roce 2003
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V roce 2004 po aplikaci elicitoru AS v nizké koncentraci doslo ke zvySeni
obsahu vSech sledovanych latek oproti kontrolnimu vzorku. Nejvice se zvySil obsah
kyseliny cichorové o 100 % (p < 0,001), dale kyseliny chlorogenové o 33 %, kyseliny
kavové o 26 % a nejmensi nartist obsahu byl prokazan u kyseliny kaftarové o 12 %.

Po aplikaci elicitoru ve stiedni koncentraci doslo opét k nartistu obsahu vsech
sledovanych latek oproti kontrolnimu vzorku. K nejvyraznéjSimu nartstu koncentrace
doslo u kyseliny cichorové o 130 % (p < 0,001), poté u kyseliny chlorogenové o 123 %
(p <0,001). Obsah kyseliny kaftarové se zvysil o 110 % (p < 0,001) a kyseliny kavové o
42 % (p < 0,05) oproti kontrolnimu vzorku.

Po aplikaci elicitoru ve vysoké koncentraci doslo u koncentraci dvou latek
k jejich nérlstu a u dvou k poklesu. Obsah kyseliny kaftarové se zvysil o 63 % (p <
0,05) a kyseliny cichorové o 6 %. K poklesu doslo u kyseliny chlorogenové o 33 % (p <
0,05) a u kyseliny kavové az 0 90 % (p < 0,001) oproti kontrolnimu vzorku.
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V tomto roce se nejvice zvysSila koncentrace kyseliny cichorové po aplikaci
elicitoru AS ve stfedni koncentraci. K nejvy$§imu poklesu obsahu ze sledovanych latek

doslo u kyseliny kdvové po aplikaci elicitoru ve vysoké koncentraci (graf ¢. 10).

Graf ¢. 10
Procenticky obsah sledovanych latek v kofenu v zavislosti na
koncentraci elicitoru v roce 2004
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Vliv jednotlivych koncentraci elicitoru na sledované latky v koienu v porovnani let

2002 - 2004

Z grafu €. 11 je ziejmé, ze nejveétsi vliv na zvySeni koncentrace kyseliny
cichorové v kofenu béhem sledovanych let méla stiedni koncentrace elicitoru AS. Nizka
koncentrace elicitoru ptisobila také na zvySeni obsahu kyseliny cichorové, ale ne
v takové mife jako stfedni koncentrace. Vysoka koncentrace elicitoru ptisobila béhem

vSech tii let na sniZzeni obsahu této sledované latky.
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Graf¢. 11
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Nejvétsi vliv na zvyseni koncentrace kyseliny kaftarové v kofenu méla stredni

koncentrace elicitoru AS. Také vysoka koncentrace elicitoru méla vliv na zvySeni

obsahu této kyseliny, krom¢ roku 2002. Nizka koncentrace neméla tak velky vliv na

zvyseni obsahu sledované latky (graf ¢. 12).
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Na obsah kyseliny chlorogenové v kofenu meéla nejvétsi vliv stfedni davka
elicitoru AS ve vSech tfech sledovanych letech. Koncentrace sledované latky byla vice
nez o 100 % vyssi, oproti kontrolnimu vzorku. Nizkd davka elicitoru zpuasobila také
zvyseni obsahu této kyseliny, ale ne tak vyrazné jako davka stfedni. Vysoka davka
elicitoru méla za nasledek snizeni obsahu kyseliny chlorogenové téméi na polovinu

hodnot kontrolniho vzorku a to ve vSech tfech letech (graf ¢. 13).

Graf ¢. 13
Procenticky obsah kyseliny chlorogenové v kofenu v jednotlivych
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Také u kyseliny kdvové méla sttedni davka elicitoru AS nejvétsi vliv na obsah
této sledované latky v kofenu. Koncentrace kyseliny byla vys§i téméf o 40 %
v porovnani s kontrolnim vzorkem. Nizk4 koncentrace méla také za néasledek zvyseni
obsahu kyseliny kavové, ale pouze okolo 20 %. Vysoka déavka elicitoru snizila obsah

kyseliny kdvové az na 10 % obsahu u kontrolniho vzorku ve vSech letech (graf ¢. 14).

66



Graf¢. 14

Procenticky obsah kyseliny kavové v korfenu v jednotlivych letech v
zavislosti na koncentraci elicitoru
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V tomto pokusu se u neosetienych kontrol potvrdilo, Ze stafi rostlin nema zadny
vliv na obsah kyseliny kaftarové a cichorové (KREFT, 2005). Ve vSech tfech letech byl
jejich obsah v nadzemni hmot¢ i kofenu podobny. A to nejenom u dvou jmenovanych
kyselin, ale také i u kyselin chlorogenové a kavové. KREFT (2005) to potvrdil dokonce
u Sestileté¢ho pokusu s rostlinou Echinacea purpurea.

GRAY et al. (2003) prokézali, ze kontrolovany stres v dobé zacatku kveteni
stimuluje nardst suSiny kofene a zvySuje obsah cichorové kyseliny v kofenu. Nema
ovSem zadny vliv na kyselinu chlorogenovou a ostatni alkamidy. Obsah sledované
kyseliny cichorové se zvysil o 67 % pii porovnani druhého a tfetiho roku péstovani
hmotnost suSiny kotene se zvysila o 70 %. V naSich pokusech se toto zvySeni kyseliny
cichorové nepotvrdilo, jeji mnozstvi se z druhého na tieti rok prakticky nezménilo.

Obsah kyseliny chlorogenové zlstal také nezménén.
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U kotene doslo ve vSech tfech letech péstovani, po aplikaci elicitoru AS v nizké
a stfedni koncentraci, k nartistu vSech sledovanych ucinnych latek. Na druhé strané,
sttedni koncentrace elicitoru u nadzemni hmoty, krom¢ dvou malych nartsti, vzdy
jejich obsah snizila. Kofen reagoval na elicitaci vice pozitivné, nez nadzemni hmota.
Kdyz porovname ve vSech tfech letech a vSech koncentracich pocet zvysSeni a snizeni
oproti kontrole, tak u kotene doslo ve 27 ptipadech k naristu a 9 k poklesu, v nadzemni
hmoté to bylo naopak, pouze 13 ndrGsti a 23 snizeni. Rozptyl vlivu elicitoru oproti
kontroldm se pohyboval u nadzemni hmoty od 89 % snizZeni po 69 % navyseni, u kofene
od 91 % snizeni az po 130 % zvySeni. S tim, Ze kofeny jsou citlivéjsi vici stresu
souhlasi 1 GRAY et al., (2003), podle kterych jsou koieny nejcitlivéjSim organem
rostliny, ktery svymi morfologickymi a fyziologickymi vlastnostmi reaguje podstatné
citlivéji na vn&jsi prostiedi, nez-li nadzemni ¢ast rostlin.

Pii porovnani jednotlivych kyselin zjistime, ze obsah kyseliny kaftarové byl
vys$$i u nadzemni hmoty nez u kofene, obsah kyseliny cichorové byl naopak vyssi u
kotene, coz potvrdilo, Ze obsah kyseliny cichorové se snizuje od kotent, ptes listy az ke
stonku (LETCHAMO et al. 2002). Na druhou stranu to nesouhlasi s vysledky
STUARTA a WILLSE (2000), kteti nasli vyssi obsah kyseliny cichorové v nadzemni
hmoté¢ oproti kotenu (1,75:1). Obsah kyseliny chlorogenové byl vyssi u nadzemni
hmoty oproti vysledkiim uvadénym v literatufe jsou to hodnoty nizké. Obsah kyseliny

kavové dosahl vyssich hodnot v kotenu.
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5.2. ELICITACNI UCINEK FOLIARNI APLIKACE VYBRANYCH KYSELIN
DOLNI PENA

Jako elicitory byly pouzity nasledujici latky: Kyselina acetylsalicylova
(znacena AS), kyselina salicylova (S), methylsalicylat (MS) a askorbat titanu (znacen
Ti). Nizkd koncentrace elicitoru je znacena pismenem L (Low), stfedni koncentrace

pismenem M (Medium) a vysoka koncentrace pismenem H (High).

5.2.1. Vliv jednotlivych koncentraci elicitori na obsah sledovanych latek v kofenu

U kyseliny cichorové doslo kromé jediné vyjimky k jejimu zvySeni po aplikaci
vSech elicitort u vSech koncentraci. K nejvys§imu nartstu doslo u salicylové kyseliny,
pii vysoké koncentraci a to o 137 % a methylsalicylatu pii aplikaci vysoké koncentrace
o 123 %. Oba tyto vysledky jsou statisticky prokazatelné (p < 0,05). Jedinou
vzpominanou vyjimkou bylo sniZeni o 3 % u stfedni koncentrace kyseliny salicylové

(graf €. 15).
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Po aplikaci elicitori doSlo u kyseliny kaftarové k jejimu nartstu,oproti
salicylové (0,65 %), nejvyssi nartst byl opét u vysoké koncentrace kyseliny salicylové
(93 %) a vysoké koncentrace methylsalicylatu (88 %). Vysoky nariist zpiisobila také
nizka davka titanu (85 %) a stfedni davka methylsalicylatu (82 %). Zadny z téchto

naristil vSak nebyl statisticky prikazny (graf ¢. 16).

Graf¢.16
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U kyseliny chlorogenové doslo také u vSech elicitori k jejimu nartstu oproti
kontrole. Nejvyssi, desetindsobny narist byl u nizké davky titanu (p < 0,05), dale nizka

davka mehylsalicylatu zvysila obsah kyseliny chlorogenové o 632 % a stfedni davka

Cvwr

acetylsalicylové a to o0 68 % (graf €. 17).
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Graf ¢.17
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Ani jedno statisticky prikazné zvySeni ¢i snizeni obsahu kyseliny kdvové se
nepodafilo prokéazat (graf ¢. 18). Nejvyssi nartst oproti kontrole méla nizka (153 %) a
vysoka (141 %) koncentrace titanu, naopak nejvétsi snizeni bylo zaznamenano u stfedni
koncentrace kyseliny acetylsalicylové (o 75 %).

Graf. ¢. 18
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5.2.2. Vliv jednotlivych koncentraci elicitori na obsah sledovanych latek
v nadzemni hmoté

U kyseliny kaftarové v nadzemni hmoté doslo k nejvys$Simu nartstu u nizké
koncentrace kyseliny salicylové a to o 58 %. Toto zvySeni bylo statisticky pritkkazné (p <
0,05). Ke statisticky prikaznému vlivu doslo i u kyseliny acetylsalicylové (p < 0,05) a
u methylsalicylatu (p < 0,05). K nértstu doslo i v ptipadé vSech koncentraci titanu, tady

se vsak statisticka zavislost neprokazala (viz graf ¢. 19).

Graf'¢. 19
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Pouze u jediného elicitoru, a to u vysoké koncentrace kyseliny
acetylsalicylové, doslo po aplikaci ke sniZzeni obsahu kyseliny cichorové. Jednalo se o
sniZzeni o 8 %. Naopak nejvyssi narist méla nizkéd koncentrace kyseliny salicylové a to

0 70 %. Tento narist byl statisticky prikazny (p < 0,05) viz graf ¢. 20.
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Graf ¢. 20
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U kyseliny chlorogenové doslo pouze u 3 elicitorti k nepatrnému nartstu oproti
kontrole, naopak vétSina elicitori jeji obsah sniZila. NejvetSi nariist méla stfedni
koncentrace titanu a to o 8 %, nejvétsi pokles zaznamenala stfedni koncentrace kyseliny

acetylsalicylové (23 %). Zadna z hodnot nebyla statisticky priikazné (viz graf &. 21).

Graf ¢. 21
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5.2.3. Vliv elicitorii na vybrané biologické parametry

Kromé vlivu elicitori na obsah uU¢innych latek v kofenech a nadzemni
hmot¢ rostliny Echinacea purpurea, byl zkouméan také jejich vliv na nékteré biologické
parametry.

Prvnim parametrem je vyska rostlin. Z nésledujiciho grafu ¢. 22 vyplyva, ze
pouze u nizké davky kyseliny acetylsalicylové doslo k mirnému snizeni rostlin (o 2,5
%). U ostatnich elicitori doSlo naopak k vyS$§imu vzristu rostlin, nejvice u stfedni

davky kyseliny salicylové (o 28,5 %), tento narust je statisticky prikazny (p < 0,05).

Graf ¢. 22
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U poctu listi nebyla nalezena zadna statisticka zavislost. U prvnich tfech
elicitort doslo pfi vSech koncentracich (kromé nizké koncentrace salicylové kyseliny)
ke zvyseni poctu listd, naopak titan vzdy jejich pocet snizil. Nejvice, o 35 %, vzrostl
pocet listh po aplikaci stiedni davky methysalicylatu a o 34 % po aplikaci vysoké davky
salicylové kyseliny. Naopak nejvice, o 32 %, klesl pocet listi po aplikaci nizké davky
titanu (viz graf €. 23).
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Graf ¢. 23
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Ani u poctu kvéti nebyla nalezena zadna statistickd zavislost. Pouze nizka
koncentrace kyseliny salicylové a vysoka koncentrace titanu snizovaly pocet kvéti, a to
029 % a 3 %, ostatni elicitory jejich pocet vzdy zvysily. Nejvice, jak ukazuje graf ¢. 24,
vysoka koncentrace salicylové kyseliny o 88 %, vysoka koncentrace acetylsalicylové

kyseliny o 46 % a nizka koncentrace titanu o 41 %.
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Graf¢. 24
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U poctu odnozi nebyla zjiSténa zadna statistickd zavislost. Nejvyssi pocty
odnozi byly u vysokych koncentraci kyseliny acetylsalicylové a salicylové, které byly
ob¢ lepsi nez kontrola. U methylsalicylatu bylo taktéZ nejvice odnozi po aplikaci vysoké
koncentrace, ale i tak to bylo mén¢ nez u kontroly. Titan byl ve vSech koncentracich

horsi nez kontrola (viz graf €. 25).
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Hmotnost Cerstvé naté byla u vSech sledovanych elicitorti a koncentraci vyssi

nez u kontroly (viz graf ¢. 26). Nejvyssi nartist byl u vysoké koncentrace salicylové

kyseliny a to o 106 %. Daéle u stfedni koncentrace methylsalicylatu o 85 %. Naopak

vwvr

procenta. Opét u zadného vysledku nebyla zjiSténa statistickd zavislost.
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Graf €. 26

Hmotnost cerstvé naté

&t e e & &S

U hmotnosti Cerstvych kofent také nebyla zjisténa zadna statistickd zavislost.
Rozdily oproti kontrole byly malé, nejvyssi nariist méla vysoka koncentrace kyseliny
acetysalicylové (15 %), naopak nejvetsi pokles (o 29 %) méla stiedni koncentrace této

kyseliny (viz nésledujici graf ¢. 27).
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Vsechny elicitory zvysily hmotnost suSiny naté proti kontrole. Nejvice vysoka
koncentrace salicylové kyseliny o 105 %, dale stfedni koncentrace této kyseliny o 77 %.
K nejmensimu nartstu doslo po aplikaci vysoké koncentrace titanu o 8 % a nizké
koncentrace acetylsalycilové kyseliny o 9 % (viz. graf ¢. 28). VSechna zvySeni jsou ale

statisticky neprukazna.

Graf ¢. 28

Hmotnost susiny naté

250

200

150

100

50

N2 .
S L

Vsechny elicitory zvySily hmotnost suSiny kotfene (viz graf ¢. 29). Nejvice o
154 % sttedni koncentrace methylsalicylatu a o 153 % vysokd koncentrace salicylové
kyseliny. U kyseliny salicylové se jedna o statistickou priikaznost (p < 0,05 ), stejné

jako u vysoké koncentrace titanu, kde doslo k nardstu o 141 % (p < 0,05).
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Graf¢. 29
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Byl sledovan také sesychaci pomér u kofene a naté. Sesychaci pomér ndm
urcuje z kolika dil ¢erstvé hmoty vznikne jeden dil hmoty ususené. V grafu ¢islo 30 je
vidét, Ze nejvetsi sesychaci pomér kotfene byl u kontroly (7,6 : 1), naopak nejmensi 2,9 :
1 byl u stfedni koncentrace kyseliny acetylsalicylové. Byl také statisticky prikazny (p <
0,05). V grafu ¢. 31 je vidét, ze sesychaci pomé&r naté je u vSech elicitorii podobny,
nicmén¢ nejmensi je u nizké koncentrace methylsalicylatu 2,98 : 1, naopak nejvyssi je u

vysoké koncentrace titanu 4,1 : 1, coz je také statisticky prikazné (p < 0,05).
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Graf ¢. 30
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Jako nejzajimavéjsi elicitor se ukazal askorbat titanu, ndmi syntetizovany
v laboratofi (KUZEL et al., 2007), ktery jak u kofene, tak u nadzemni hmoty, krome
jedné vyjimky, zvysil obsah sledovanych kyselin.

V literatufe nebyla nalezena zadna zminka o tom, Ze by nékdo provadél postiik
rostliny Echinacea purpurea elicitory vybranymi pro tuto praci (kyselina
acetylsalicylova, kyselina salicylov4, methylsalicyldt a askorbét titanu) na obsah
vybranych uc¢innych latek, kterymi jsou kyselina kavovd a jeji derivaty kyseliny
cichorovd, kaftarovd a chlorogenova. Jako zajimavé se jevi porovnani vlivu kyseliny
acetylsalicylové v ptedchozich dvou pokusech.

Tab. €. 7: Porovnani vlivu AS ve tetim roce pestovani u kofene

1. lokalita Protivin - kofen 2. lokalita Dolni Péna - koren

kyselina kaftarova|ug/g suché hmoty| %* |kyselina kaftarova |ug/g suché hmoty | %*
kontrola 5285 100 (kontrola 3076 100
nizka koncentrace 5931 12 |nizka koncentrace 4759 55
stfedni koncentrace 11077 110 [stfedni koncentrace 3974 29
wsoka koncentrace 8609 63 |wsoka koncentrace 4677 52
kyselina cichorova kyselina cichorova

kontrola 21237 100 (kontrola 13931 100
nizka koncentrace 42497 100 [nizka koncentrace 19127 37
stfedni koncentrace 48740 130 (stfedni koncentrace 18791 35
wsoka koncentrace 22425 6 |wsoka koncentrace 18478 33
kyselina kavova kyselina kavova

kontrola 603 100 |kontrola 79 100
nizka koncentrace 760 26 |nizka koncentrace 136 72
stfedni koncentrace 856 42 [stfedni koncentrace 19 -75
wsoka koncentrace 59 -90 |wsoka koncentrace 47 -40
kyselina chlorogenova kyselina chlorogenova

kontrola 8,02 100 [kontrola 11,33 100
nizka koncentrace 10,62 33 |nizka koncentrace 41,5 266
stfedni koncentrace 17,85 123 [stfedni koncentrace 19 68
wsoka koncentrace 5,33 -33 |wsoka koncentrace 48,25 326

* procentické vyjadieni zvySeni ¢i snizeni mnoZstvi dané kyseliny oproti kontrole (100

%)

Ve vySe uvedené tabulce jsou uvedeny hodnoty jednotlivych sledovanych
kyselin v kofenu a jejich zména oproti kontrole po elicitaci kyselinou acetylsalicylovou,
ve tietim roce pestovani. Je zde vidét, Ze koten velice dobie reagoval na postiik, z 24
moznosti doslo k navySeni sledovanych latek ve 20 ptipadech. Pokazdé k tomu doslo u
nizké koncentrace AS, kde se narlist pohyboval od 12 do 266 %. U stfedni koncentrace
elicitoru doslo k nardstu u vSech kyselin i koncentraci, kromé jedné a to u kyseliny
kavové v Dolni Péné, kde obsah poklesl o 75 %. Zvyseni se pohybovala od 29 do 130

%. V lokalit¢ Protivin byla vSechna zvySeni pii stfedni koncentraci AS statisticky
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prukazna. Vysoka koncentrace AS vysla ze vSech moznosti nejhiife i kdyz paradoxné
pravé u ni byl zjiStén nejvyssi procenticky ndrtst oproti kontrole a to u kyseliny
chlorogenové v lokalité¢ Dolni Péna o 326 %. Ptesto ve tfech ptfipadech z osmi doslo ke
sniZzeni obsahu proti kontroldm a to u kyseliny kdvové az o 90 %.

Zde je zieyjmé, ze po dosazeni maximalni produkce kyseliny kavové dochazi ke
sniZzovani jejiho obsahu. Toto sniZeni je pravdépodobné zplisobeno jeji metabolizaci a
na odbouravani se pravdépodobné podili i1 elicitor (BEIDERBECK, REICHLING,
1989).

Kdyz mezi sebou porovname obé¢ lokality ve kterych byly rostliny péstované,
tak zjistime, Ze v lokalit¢ ¢. 1 (Protivin) byl vzdy vyssi obsah kyselin kaftarové a
cichorové, nez u lokality €. 2 (Dolni Péna).

Tyto dvé kyseliny jsou hlavnimi latkami, které jsou stanovovany pii
kvalitativnim hodnoceni finalnich extraktd, pti vykupu surové hmoty a pii porovnavani
jednotlivych preparatti z Echinacea purpurea (WILLS, STUART, 1999; KIM et al.,
2000), jelikoz vySetieni prodavanych produktl ukazalo, Ze mnoho vyrobkii dosahuje jen
velmi nizkych hladin téchto kyselin (SCHIEFFER, 2000) a rostl tak tlak na
standardizaci preparatt z 1écivych bylin (MADDOCKS, 1985).

Oproti kyselindm kaftarové a cichorové, u kterych byl rozdil mezi lokalitami
maximalné dvojnasobny, u kavové kyseliny byl rozdil az 45 krat vétsi (stfedni
koncentrace). To je zfejm¢ dano tim, Ze kyselina kdvova je ze sledovanych kyselin
nejlabilngjsi. U kyseliny chlorogenové nejsou rozdily tak veliké, kontrola a stfedni
koncentrace jsou si velmi podobné, nizka a vysoka koncentrace jsou vSak u lokality €. 2

mnohem G¢innéjsi.
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Tab. €. 8: Porovnani vlivu AS ve tetim roce pestovani u nadzemni hmoty

1. lokalita Protivin-nadzemni hmota 2. lokalita Dolni Péna - nadzemni hmota
kyselina kaftarova|ug/g suché hmoty| %* |kyselina kaftarova |ug/g suché hmoty | %*
kontrola 10444 100 |kontrola 5132 100
nizka koncentrace 8666 -17 |nizka koncentrace 6200 21
stfedni koncentrace 12376 19 |stfedni koncentrace 6696 30
wsoka koncentrace 13818 32 |wsoka koncentrace 4232 -18
kyselina cichorova kyselina cichorova

kontrola 17165 100 (kontrola 16657 100
nizka koncentrace 29011 69 |nizka koncentrace 22133 33
stfedni koncentrace 16730 -3 |stfedni koncentrace 19781 19
wsoka koncentrace 5713 -67 |wysoka koncentrace 15297 -8
kyselina kavova kyselina kavova

kontrola 392 100 [kontrola

nizka koncentrace 449 15 |nizka koncentrace

stfedni koncentrace 120 -69 |stfedni koncentrace

wsoka koncentrace 106 -73 |wsoka koncentrace

kyselina chlorogenova kyselina chlorogenova

kontrola 49 100 (kontrola 151 100
nizka koncentrace 26 -46 |nizka koncentrace 133 -12
stfedni koncentrace 46 -7 |stfedni koncentrace 116 -23
wsoka koncentrace 14 -70 |wsoka koncentrace 141 -7

* procentické vyjadieni zvySeni €i snizeni mnoZzstvi dané kyseliny oproti kontrole (100
%)
hodnoty kys. kdvové budou doplnény.

U nadzemni hmoty je situace pon¢kud jina nez u kotene. VétSina hodnot se po
aplikaci elicitoru AS snizila. U kyseliny chlorogenové dokonce doslo ke sniZeni u vSech
ttech koncentraci v obou lokalitach. Tyto vykyvy oproti kontrole nebyly tak velké jako
u kotene, nejveétsi pokles byl o 70 % a nejvyssi narust o 69 %. U lokality ¢. 1 byl u
kyseliny kaftarové jak pokles u nizké koncentrace, tak jeji zvySeni u stiedni a vysoké
koncentrace statisticky prikazné. Déle bylo statisticky pritkazné navysSeni kyseliny
cichorové pii nizké koncentraci AS a jeji snizeni pii koncentraci vysoké. Statisticky
prikazné snizeni bylo u stfedni a vysoké koncentrace AS u kyseliny kavové a u nizké a
vysoké koncentrace u kyseliny chlorogenové.

Kdyz porovndme ob¢ lokality, tak stejné jako u kotene je v lokalité¢ ¢. 1
(Protivin) vyssi obsah kyseliny kaftarové, rozdil u kyseliny cichorové jiz neni tak velky
jako u kofene, jeji obsah v nadzemni hmoté je spiSe velmi podobny. Obsah kyseliny
chlorogenové je stejné jako u kotfene vyssi u lokality €. 2 (Dolni Péna), tentokrat je jeji
obsah vice podobny, maximalni pokles oproti kontrole je jenom 23 % oproti 326 %

narustu u kofene.
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Pii porovnani nadzemni hmoty a kofene v obou lokalitdich miizeme fict, ze
elicitor AS m¢l pozitivni vliv na obsah G¢innych latek v kofeni a naopak negativni vliv
na jejich obsah v nadzemni hmot€. Zatimco rozptyl vlivu elicitoru AS v koteni sahal od
snizeni 0 90 % az k navySeni o 326 %, u nadzemni hmoty byl tento vykyv mensi od 73
% sniZeni az po 69 % navyseni.

Diivodem toho, Ze si vysledky lokalit 1 a 2 nejsou vice podobné, mize byt i
misto péstovani (vzdalenost mezi nimi cca 60 km vzdusnou €arou), coz by potvrzoval
KREFT (2005), ktery prokazal, Ze misto péstovani ma prokazatelny vliv na obsah
téchto kyselin (25 oblasti ve Slovinsku), ale nemélo zadny vliv na morfologické
parametry (pramérna hmotnost listli, stonkii a kvétr). Zavlazovani rostlin zvysilo vynos
stonku a listl vice neZ o 50 % a kvéth o 25 %, nemélo vSak Zadny vliv obsah kyseliny
kaftarové a cichorové.

Stejné jako predchazejici autor, tak i LETCHAMO et. al., 2002, nepopira vliv
regionu na obsah kyseliny cichorové, opira se o srovnani lokalit z péti kontinentti, kde
mezi regiony jsou sice rozdily ve vynosech nadzemni hmoty (4600 — 8500 kg/ha), ale
procenticky obsah kyseliny cichorové se pohybuje mezi 1,72 — 2,86 % v suSin¢.

S obéma témito nazory na vliv mista péstovani lze souhlasit, rozdily mezi naSimi
lokalitami samoziejmé¢ jsou, ale pokud budeme brat v ivahu kontroly neoSetfené
elicitory, nejsou nijak vyznamné.

Dal§im divodem mohou byt i rozdilné pidni podminky na stanovistich, viz
tabulky. V ptipadé¢ lokality ¢. 1 (Protivin) jsou ziejmé lepsi, nez u lokality Dolni Péna.
Nékdy vSak mohou horSi podminky stimulovat produkci podobnych latek. Je
prokazéano, Ze stimulaci tvorby ochrannych latek, které jsou v urcité vazbé na tvorbu
farmakologicky uc¢inné latky, 1ze dosahnout hnojenim s neharmonickym pomérem Zivin
(PASEK, 1997). Zd4 se, 7e neharmonicka vyziva stimuluje u rostliny Echinacea
purpurea tvorbu obrannych latek zajiStujicich pro ni pteziti v obtiznych podminkach.
Az o 60 % ucinnych latek vice vyprodukovaly rostliny, kdyZz byly hnojeny
Sestindsobnym ptebytkem mineralniho dusiku k ostatnim Zzivindm za predpokladu, ze
dusik neni imobilizovan uhlikatymi zdroji (KOLAR et al., 1998). Tento jev pozoroval
KOLAR (1981, 1982) uz diive u jetele luéniho a vl¢iho bobu mnoholistého, kde doslo

ke zvyseni produkce fytoestrogenu genisteinu.
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5.3. UCINEK CINSKEHO BIOLOGICKEHO HNOJIVA MOBILIZUJICIHO
PUDNI FOSFOR

5.3.1. Maloparcelkovy pokus

Pfi maloparcelkovém pokusu (graf ¢. 32) doSlo pfi pouziti Einského
biologického hnojiva mobilizujiciho ptidni fosfor u kaftarové kyseliny ke zvyseni jejiho
obsahu v kofeni o 45 %, v kvétech o 5 % a naopak v nati se jeji obsah snizil o 30 %.

Zvyseni bylo v obou piipadech statisticky neprukazné.

Graf €. 32: Obsah kyseliny kaftarové v jednotlivych castech rostliny
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Obsah kyseliny chlorogenové v kvétech byl u obou variant témét shodny (viz
graf ¢. 33). U naté doSlo ksniZzeni obsahu o 25 %. V kofeni doSlo k velmi
vyraznému navyseni obsahu o 318 %. Tato hodnota je ale statisticky malo priikazna (p

=0,07).
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Graf €. 33: Obsah kyseliny chlorogenové v jednotlivych ¢astech rostliny
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Obsah kyseliny kédvové byl u dvou hnojenych variant niz8§i nez u variant
nehnojenych a to o 31 % v piipadé kvétu a o 7 % u kofene. Pouze u naté¢ doslo

k zvyseni obsahu o 12 % (viz graf ¢. 34). Toto zvyseni bylo statisticky nepritkazné.

Graf €. 34: Obsah kyseliny kdavové v jednotlivych ¢astech rostliny
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Obsah kyseliny cichorové v kvétu (viz graf ¢.35) byl u obou dvou variant
prakticky stejny. U naté doSlo u hnojené varianty k poklesu obsahu o 28 % a naopak u

kotene vzrostl obsah kyseliny cichorové o 38 %. Narust je vSak statisticky nepritkazny.

Graf ¢. 35: Obsah kyseliny cichorové v jednotlivych ¢astech rostliny
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V tomto pokusu byly kromé Ctyi vybranych kyselin, také sledovany nékteré
biologické parametry. Jednim z nich byla i hmotnost suSiny. Z nésledujiciho grafu ¢. 36
je patrné, Ze celkova hmotnost susiny, stejn¢ jako hmotnost susiny samotného kotene,
nat¢ 1 kvétu, byla ve vSech pfipadech u hnojené varianty nizsi, nez u varianty

nehnojené. Pokles byl nejnizsi u naté (23 %) a kvétu (23 %), nejvyssi u kotene (40 %).
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Graf ¢. 36: SuSina v jednotlivych ¢astech rostliny
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Dal$imi sledovanymi parametry byly pocty listd, kvétl, odnozi a vySka rostlin.
Kromé vysky rostlin, kterd byla u obou variant téméf shodna, je v grafu Cislo 37 vidét,
ze stejné jako u hmotnosti susiny, byly vSechny sledované parametry u hnojené varianty
niz8i, nez u nehnojené. SniZeni poctu listi o 35 % a kvéti o 43 % se pohybovalo na
hranici statistické prikaznosti, ale statisticky pritkazné je pouze snizeni po¢tu odnozi o

47 % (p < 0,05).

Graf ¢. 37: Porovnani poc¢tu odnozi, listii a kvéti u hnojené a nehnojené varianty
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5.3.2. Nadobovy pokus

U nédobového pokusu doslo pii pouziti c¢inského biologického hnojiva
mobilizujiciho pladni fosfor u kaftarové kyseliny ke zvySeni jejiho obsahu (viz graf
&.38) v kvétu o 17 % a v kofeni o 14 %. Jeji obsah v nati se snizil o 3 %. Zadny z téchto

vysledkt neni statisticky pritkazny.

Graf €. 38: Obsah kyseliny kaftarové v jednotlivych castech rostliny
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V grafu ¢. 39 vidime, ze v pfipadé kyseliny chlorogenové doslo k nartstu
obsahu po hnojeni u kvétu a naté. U kvétu o 11 % a u naté o 33 %. K poklesu doslo

pouze u kotene a to 0 23 %. Ani zde zadny vysledek neni statisticky prikazny.

Graf ¢. 39: Obsah kyseliny chlorogenové v jednotlivych ¢astech rostliny
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Obsah kyseliny kdvové se po hnojeni zvysil v kvétu o 32 % a vnati o 23 %.
V kofeni doglo k jeho snizeni o 37 % (viz graf ¢. 40). Zadna z téchto hodnot nebyla

statisticky prikazna.

Graf ¢. 40: Obsah kyseliny kdvové v jednotlivych ¢astech rostliny
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U kyseliny cichorové doslo ve vSech tfech sledovanych ukazatelich ke zvyseni
jejiho obsahu (viz graf ¢. 41). Nejvice u kotene o 18 %, dale pak u kvétu o 15 % au

natd o 11 %. Zadné z téchto zvyseni viak nebylo statisticky priikazné.

Graf ¢. 41: Obsah kyseliny cichorové v jednotlivych ¢astech rostliny
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Stejné jako u ptfedchazejiciho maloparcelkového pokusu, byly 1 u nddobového
pokusu sledovany nékteré biologické parametry. Vyska rostlin byla u hnojené i
nehnojené varianty opét prakticky stejna. Pocet listli u hnojené varianty byl o 6 % vyssi.
Vyssi byl také pocet odnozi (o 3 %) a kvéta (o 4 %). Hmotnost ¢erstvych kofent byla u
hnojené varianty o 8 % vySsi oproti nehnojené, naopak hmotnost Cerstvé naté byla o 2
% vys8i u nehnojené varianty. Jediny statisticky prikazny vysledek byla hmotnost
cerstvych kvéti, kterd vzrostla oproti nehnojené varianté o 30 % (p < 0,05).

Aplikace ¢inského biologického hnojiva mobilizujiciho ptidni fosfor nepfinesla
vysledky, které jsme ocekavali. Z mnoha ukazatelli, které mohlo hnojeni témito hnojivy
ovlivnit, tj. vyska rostlin, pocet odnozi, pocet listii na jedné rostliné, hmotnost Cerstvé
biomasy celkem, suSiny celkem, hmotnost Cerstvé hmoty kvéti a kotfentl, pocet poupat,
pocet kvétl, pomér kvéty:poupata, obsah kyseliny kaftarové v kotenech, nati, kvétech a
ve stejnych materialech i obsah kyseliny kavové, cichorové a chlorogenové, jsme ziskali
jen jediny statisticky prukazny vysledek: hnojeni bio-hnojivy zvysilo hmotnost Cerstvé
hmoty kvéth. Je nutno konstatovat, Ze pfi hnojeni témito hnojivy se nepodatilo dokazat
vys$i obsah fenolickych latek, které v souladu se zahrani¢nimi prameny a zpusoby
hodnoceni povazujeme za zdroj fyziologicky uCinnych latek extrakti rostlin rodu
Echinacea. Ve vysledcich lze nalézt nékteré pravdépodobné trendy, napt. ze hnojeni
biohnojivy siln€ urychluje nastup kveteni, ale statisticky pritkazné tyto a jiné trendy
nejsou. Znamena to, ze tyto vlastnosti zanikaji v interakcich jinych vyznamnéjSich
faktord a proto prakticky neznamenaji vyuzitelny poznatek.

Téma ovéteni vlivu téchto biologickych hnojiv mobilizujicich ptidni fosfor na
obsah ucinnych latek v rostliné druhu Echinacea purpurea (L.) Moench. pomoci
chromatografické metody HPLC, je zatim omezené prozkoumanym usekem a
v dostupné literatufe se prakticky nevyskytuje. Stejné tak i vyzkumy provadéné s timto
hnojivem Jiwei (setkat se 1ze 1 s vyrazem Juwei), jsou omezené.

Se stejnym fosforenym biohnojivem, které bylo vyrobeno na Institutu
mikrobiologie Akademie véd v Hebei, byl proveden vyzkum uc¢inku na rist a vynos
kukutice a fedkvicky, které byly péstovany na pisé¢ité pide v zdpadnim Pomotansku v
Polsku. Statisticky signifikantni nartst byl prokazan pouze u kukufice — u vahy listl a
stébel. U tedkvicek nebyl prokdzan Zadny statisticky vyznamny nartst. Autofi vidi
problém nizké ucinnosti biohnojiva v kratké vegetacni dobé, v pripadé fedkvicek, nebo
ve vysokém obsahu pfistupného fosforu v pide. Velky vliv na u¢innost biohnojiva také

mohl mit vysoky pocet ptivodnich bakterii v ptidé, které maji schopnost aktivovat
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chemické slouceniny stejné¢ jako biohnojiva (KUREK et al., 2002), (KUREK et al.
2003).

Je ovSem otazka, kterou znovu diskutujeme, zda fenolické latky rostlin rodu
Echinacea jsou skute¢né pfiinou fyziologickych vlastnosti extraktd téchto rostlin.
Existuji ojedin€lé zpravy, ze to mohou byt latky zcela jiné, napt. latky ze skupiny
polysacharidd. Uvazime-li napt. fyziologicky dopad nevyuZitelnych polysacharidi
(kterym nepfesné a nespravné tfikame ,,vldknina®) v lidském organismu, nezdaji se tyto
pfedstavy tak bizarni. Je vSak tfeba fici, ze o pficindch kladného ucinku extrakti
z rostliny Echinacea musi fici své biochemicky a medicinsky vyzkum, nikoliv vyzkum

zemé&délsky (KUZEL, 2005).
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6. ZAVER

Cilem této disertacni prace bylo ovéfeni vlivu vybranych elicitorii na obsah
ucinnych latek v rostliné Echinacea purpurea (L.) Moench. Byly zaloZeny tfi pokusy s
touto rostlinou a bylo sledovano jak vybrané elicitory (kyselina acetylsalicylova,
salicylova, methylsalicylat, askorbat titanu a ¢inské biologické hnojivo mobilizujici
pudni fosfor) ovlivni obsahy vybranych ucinnych latek. V souladu s literaturou byly
jako tyto latky vybrany kyselina kdvova a jeji derivaty - kyselina cichorova, kyselina
kaftarova a kyselina chlorogenova. Byl také sledovan vliv téchto elicitorti na vybrané
biologické parametry.

V prvnim pokusu byla tato rostlina péstovana v maloparcelkovém pokusu.
Foliarni aplikace elicitoru kyseliny acetylsalicylové (AS) se provadéla ve tfech riznych
koncentracich — nizké, stfedni a vysoké scilem ovlivnéni obsahu sledovanych
biologicky aktivnich latek. Tento pokus trval 3 roky a vzorky byly odebirany kazdy rok.
Ethanolové extrakty rostlinnych vzorkid byly analyzovany pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie (HPLC).

V praci byl prokdzan odlisSny vliv elicitort na obsah sledovanych latek
v jednotlivych ¢astech rostliny. U nadzemni hmoty je efekt elicitort méné priukazny.
Nizka koncentrace elicitoru zvySuje v nadzemni hmoté¢ obsah kyseliny kavové a
cichorové. Obsah kyseliny kaftarové se témét neméni a obsah kyseliny chlorogenové je
oproti kontrole sniZzen. Stfedni a vysokd koncentrace elicitoru obsah u¢innych latek
spiSe snizuje, Casto 1 dosti vyrazné. Kyseliny kavova a cichorova reaguji na stfedni a
vysokou koncentraci elicitoru opét shodné, ve vSech piipadech se jejich obsah oproti
kontrole sniZil. Obsah kyseliny kaftarové se zvySuje ve druhém a tietim roce péstovani.
Obsah kyseliny chlorogenové se zvysi jen u vysoké koncentrace elicitoru v prvnim a
druhém roce péstovani, tento narist je vSak minimalni, v ostatnich ptipadech se jeji
obsah vzdy snizil.

Nizkou a predevSim stfedni koncentraci kyseliny acetylsalicylové se obsah
ucinnych latek v kotenu rostliny Echinacea purpurea vzdy zvysil, v mnoha ptipadech i
statisticky prukazné. Pfi vysoké koncentraci kyseliny acetylsalicylové jiz dochazi ve
vetsing pripadi ke snizeni obsahu ucinnych latek oproti kontrole. Projevuje se zde
pravdépodobné negativni vliv vysokého stresu, zptusobeny vysokou davkou elicitoru,

zejména u obsahu kyseliny kavové. Stiedni koncentrace kyseliny acetylsalicylové
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se v tomto pokusu jevi, z hlediska u¢innych latek v kofenu, jako optimalni. To se
projevilo zvySenim vSech sledovanych latek, nejvétsi narlst byl zaznamenan u obsahu
kyseliny chlorogenové. Trendy zmén obsahu sledovanych latek jsou prakticky totozné
v prub&hu vsech tii sledovanych let. Relativni zvysSeni ¢i sniZzeni obsahii uc¢innych latek
je v nékterych letech statisticky prikazné.

Piisobeni koncentrace elicitoru na vynos jednotlivych ¢ésti rostliny je statisticky
prikazné pouze u vynosu nati a poctu listd v letech 2002 a 2004.

U druhého pokusu byl zjistovan vliv folidrni aplikace ¢tyf vybranych elicitorii
(kyselina acetylsalicylova, salicylova, methylsalicylat a askorbat titanu) také ve tfech
koncentracich — nizké, stfedni a vysoké. I v tomto piipad¢ se jednalo o tiilety pokus,
elicitace byla provddéna kazdy rok, vzorky byly odebrany po tfech letech a
zanalyzovany v etanolovém extraktu pomoci HPLC.

V kotenu se obsah kyseliny cichorové zvysil oproti kontrole po aplikaci vSech
elicitortt 1 vSech koncentraci, jedinou vyjimkou byla stfedni koncentrace kyseliny
salicylové (pokles o 3 %). Obsah kyseliny kaftarové se také zvysil ve vSech ptipadech
oproti kontrole, stejn¢ jako obsah kyseliny chlorogenové, kde byl u nizké davky titanu
nariist dokonce desetinasobny a statisticky prukazny. Jina situace je u kyseliny kavové,
jeji obsah nejvice zvySovala elicitace titanem, zde se dé fici, ze tfetina latek jeji obsah
zvysila, tfetina snizila a tietina nijak neovlivnila.

V nadzemni hmoté doSlo u kyselin cichorové a kaftarové ke zvySeni jejich
obsahu u vsech aplikovanych elicitorti, s vyjimkou vysoké koncentrace kyseliny
acetylsalicylové, ktera jejich obsah v obou ptipadech snizila. Naopak nizkéd koncentrace
kyseliny salicylové pokazdé statisticky prokazatelné jejich obsah zvysila. U kyseliny
chlorogenové doslo pouze u tfech elicitori k jejimu nepatrnému zvySeni, ostatni jeji
obsah snizovaly.

Témét vSechny koncentrace elicitori mély vliv na vysku rostlin i na hmotnost
susiny kotenu. U kofene byly nékteré hodnoty statisticky prikazné.

Na zavér tohoto druhého pokusu se da fici, ze u kotene doslo po aplikaci vSech
koncentraci askorbatu titanu ke zvySeni obsahu ucinnych latek, podobné si vedl i
methylsalicylat, s vyjimkou kyseliny kavové, kde po aplikaci nizké a vysoké davky byl
obsah oproti kontrole téméf shodny. U nadzemni hmoty doSlo k podobné situaci u
kyselin kaftarové a cichorové, titan i methylsalicylat jejich obsah vzdy zvysili. Jina

situace nastala u kyseliny chlorogenové, zde methylsalicylat jeji obsah naopak vzdy
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snizil, a u titanu doslo u vysoké a stfedni koncentrace ke zvySeni, u nizké koncentrace
byl obsah témét shodny s kontrolou.

V tfetim pokusu byl zkouman vliv ¢inského biologického hnojiva mobilizujiciho
pudni fosfor. Za timto ucelem byl zaloZen nadobovy a maloparcelkovy pokus. Tyto
pokusy byly zaloZeny v roce 2003 a v roce 2004. V dobé kveteni 90 % rostlin byla
provedena sklizenl. Elicitace timto hnojivem byla provedena dvakrat, v srpnu 2003 a
kvétnu 2004, u obou pokust ve stejny termin a stejné davce.

U maloparcelkového pokusu doslo u kyseliny kaftarové k jejimu zvySeni u kvétu
a kotene, u kyseliny chlorogenové byl obsah v kvétu u hnojené i nehnojené varianty
stejny, v nati se po hnojeni snizil a naopak u kofene se Ctyfnasobné zvysil. Obsah
kyseliny kavové byl vnati a kofenu téméf shodny, v kvétu se snizil. U kyseliny
cichorové doslo u hnojené varianty k poklesu u naté a k nartistu v kofenu. V kvétu se
obsah témét nezménil. U biologickych parametrti doslo po hnojeni k poklesu hmotnosti
sudiny u naté, kvétu i kofenu, snizil se podet listl, kvéti a odnozi. Zadna ze sledovanych
hodnot v tomto maloparcelkovém pokusu nebyla statisticky prikazna.

V nadobovém pokusu doslo u kaftarové kyseliny ke zvySeni jejiho obsahu
v kvétu a kotfenu. Obsah chlorogenové a kavové kyseliny se zvysil u kvétu a naté a
obsah kyseliny cichorové se zvysil u vSech tfech casti. Jedinym statisticky
prokazatelnym vlivem ¢inského biologického hnojiva bylo zvySeni Cerstvé hmotnosti
kvéth.

Vsechny cile stanovené pro tuto praci byly splnény. Byl sledovan vliv
jednotlivych elicitori na obsah vybranych uU¢innych latek v rostliné Echinacea
purpurea.

Predpokladané védecké vysledky disertatni prace jsou také splnény. Byla
ovéfena novd jednoducha chromatografickd metoda, pfi niz byla v mobilni fazi
nahrazena kyselina trifluoroctova, kyselinou fosfore¢nou (viz kapitola Metodika). Byl
testovan pridavek této kyseliny v rozmezi od 0,05 — 1% obsahu, jako optimalni se
ukazal obsah 0,1 %. Pii jejim pouziti dochéazi ke zkraceni doby analyzy z 60 minut na
35 minut, pficemz nedochazi k zddné¢ zméné ve vyplavovani zkoumanych latek, ani ke
zhorSeni separacni schopnosti.

Také byl prokézéan pozitivni vliv elicitor na obsah t¢innych latek.
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Zavérem lze konstatovat:

1.

V prvnim pokusu zvysil elicitor kyselina acetylsalicylova ve stiedni davce u
kotene obsah vSech sledovanych latek a to statisticky prikazné ve vsech tfech
letech péstovani.

V nadzemni hmot¢ tato kyselina ve stfedni koncentraci ve vSech piipadech
statisticky prikazné snizila v prvnim roce péstovani obsah sledovanych latek.

V druhém pokusu elicitor askorbat titanu kromé jedné vyjimky (pokles o 1,7 %)
vzdy zvysil obsah sledovanych latek oproti kontrole a to ve vSech tifech
koncentracich.

Cinské biologické hnojivo nemélo zadny pritkazny vliv na obsah sledovanych
latek.

Byla ovéfena nova analytickd metoda stanoveni vybranych ucinnych latek a

potvrzeno zkraceni doby analyzy bez zhorseni separac¢nich schopnosti.

98



7. LITERATURA

ANGELOVA, Z., GEORGIEV, S., ROOS, W. Elicitation of plants. Biotechnol. &
Biotechnol. Eq. 20(2), 2006, p. 72-83.

ANONYM 1: Enviromental Health Perspectives, 107(12), 1999, p. 605.

BALAZOVA, A., BILKA, F., BLANARIKOVA, V. PSENAK, M. Zmeny obsahu
sanguinarinu a aktivity polyfenoloxidazy vplyvom fungalneho elicitora v suspenznych
kultarach maku siateho Papaver somniferum L. Ces. Slov. Farm. 51(4), 2002, p. 182-185.

BARNES, J., ANDERSON, L.A., GIBBONS S., PHILLIPSON, J.D. Echinacea species
(Echinacea angustigolia (DC.) Hell., Echinacea pallida (Nutt.) Nutt., Echinacea purpurea
(L.) Moench : a review of their chemistry, pharmacology and clinical properties, J. of
Pharmacy and Pharmacology. 57(8), 2005, p. 929-954.

BAUER, R. Echinacea drugs-effect and active ingredients. Z. Arztl. Fortbild. (Jena).
90(2).1996, p. 111-115.

BAUER, R., FOSTER, S. Analysis of alkamides and caffeic acid derivatives from Echinacea
simulata and E. paradoxa roots. Planta Medica. 57(5), 1991, p. 447-449.

BAUER, R., JURCIC, K., PUHLMANN, J., WAGNER, H. Immunologische In-vivo-und In-
vitro-Untersuchungen mit Echinaceae-Extrakten. (Immunological in vivo and in vitro
examinations of Echinacea extracts.) Arzneimittelforschung 38, 1988, p. 276-81.

BAUER, R., REMIGER, P., WAGNER, H. Echinacea. Deutsche Apotheker Zeitung, 128(4),
1988, p. 174 — 180.

BAUER, R., WAGNER, H. Echinacea. Wissenschaftliche Verlagsgessel GmbH, Stuttgart,
1990, p. 182.

BAUER, R., WAGNER, H. Echinacea Handbuch fiir Arzte, Apotheker und andere
Naturwissenschaftler. Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft GmbH, Stuttgart, 1990, p. 93 —
108.

BAUER, R. Helv. Chima Acta. 68, 1985, p. 23-55. In SICHA, J., HUBIK, J., DUSEK, J.
Obsahové latky rodu Echinacea potenciondlni antivirotika a imunostimulancia.
Ceskoslovenské farmacie. 38(9), 1989, p. 424 —428.

BAUER, R., KHAN, I, WAGNER, H. Echinacea-drogen. Deutsche Apotheker Zeitung.
126(20), 1986, p.1065 — 1070.

99



BAUM B.R.,, MECHANDA S., LIVESEY J.F., BINNS, S.E., ARNASON, J. T.
Phytochemistry. 56, 2001, p.543. In VRCHOTOVA, N. et al. Extrakce a analyza
fenologickych latek z tfapatky nachové. Chemické Listy, 96, 2002, p. 636-639.

BECKER, H. HSIEH, W. CH. Cichoree-Saure und deren derivate aus Echinacea, Arten.Z.
Naturforsch. 40C, 1985, p. 585-587.

BECKER, H. HSIEH, W. CH. Structure of echinacoside. Z. Naturforsch. 37, 1982, p.351.

BEIDERBECK, R., REICHLING, J. Pflanzenkulturen in Forschung und Praxis. Teil V/2.
Biologie 5, 1989, p. 453-464.

BERGERON, C., LIVESEY, J. F., AWANG, D. V. C., ARNASON, J. T., RANA, J., BAUM,
B.R., LECHAMO, W. A quantitative HPLC Metod for the quality assurance of Echinacea
products on the North American market. Phytochem.Anal, 11, 2000, p. 207-215.

BIELORY, L. Complementary and alternative interventions in asthma, allergy, and
immunology. Annals of allergy asthma & immunology, 93(2), 2004, p. 45-54.

BINNS, S., E., HUDSON, J., MERALI, S., ARNASON, J., T. Antiviral activity of
characterized extracts from echinacea spp. (Heliantheae: Asteraceae) against herpes simplex
virus (HSV-I). Planta Med., 68(9), 2002, p. 780-783.

BINNS, S., E,BAUM, B.R., ARNASON, J. T. A taxonomic revision of Echinacea
(Asteraceae: Helianthae). Syst. Bot. 27, 2002b, p. 610-632.

BINNS, S., E., ARNASON, J. T., BAUM, B.R. Phytochemical variation within populations
of Echinacea angustifolia (Asteraceae). Biochemical Syst. Ecol. 30, 2002c, p. 837 -854.

BOHLMANN, F., DALLWITTZ, K. Chem. Ber. 107, 1974. In SICHA, J., HUBIK J.,
DUSEK, J. Obsahové latky rodu Echinacea potencionalni antivirotika a imunostimulancia.
Ceskoslovenské farmacie. 38(9), 1989, p. 424 — 428.

BOHLMANN, F., GRENZ, M. Chem. Ber. 99, 1966, p.3197 In SICHA, J., HUBIK, J.,
DUSEK, J. Obsahové latky rodu Echinacea potencionalni antivirotika a imunostimulancia.
Ceskoslovenska farmacie. 38(9), 1989, p. 424 — 428.

BOMME, U. Versuchsergebnisse der Bayerischen Landesanstalt fiir Bodenkultur und
Pflanzenbau, Heil- und Gewiirzpflanzen. Freising-Miinchen, 1987, p. 184.

BOSTOCK, R. M., KUC, J. A., LAINE, R. A. Eicosapentanoic and arachidonic acids from
Phytophtora infestans elicit fungitoxic sesquiterpens in potato. Science. 12, 1981, p. 67-69.
BRAUNIG, B., DORN, M., KNICK, E. Echinacea purpurea radix for strengthening the

immune response in flu-like infections. Z. Phytotherapie. 13, 1992, p. 7 — 13.

BREVOORT, P. The booming US botanical market. A new overview. Herbalgram. 44,1998,

p. 33 —46.

100



BRINKEBORN, R. M. Echinaforce® in the treatment of acute colds. Schweiz Zschr.
Ganzheits Med.10, 1998, p. 26 — 29.

BRINKEBORN, R. M., SHAH, D. V., DEGENRING, F. H. Echinaforce and other Echinacea
plant preparations in the treatment of the common cold. A randomized, placebo controlled,
double-blind clinical trial. Phytomedicine. 1999, 6(1), p. 1-6.

BURGER, R. A., TORRES, A. R., WARREN, R. P., CALDWELL, V. D., HUGHES, B. G.
Echinacea-induced cytokine production by human macrophages. Int. J. Immunopharmacol.
19(7),1997 p. 371-379.

BUSING, K. H. Hyaluronidase inhabitation of some naturally occuring substances used in
therapy. Arxneimitteforschung. 1995, p. 320-322.

CLIFFORD, L. J., NAIR, M. G., RANA, J., DEWITT, D. L. Bioactivity of alkamides isolated
from Echinacea purpurea (L.) Moench. Phytomedicine. 9(3), 2002, p. 249-253.

COHEN, H. A., VARSANQO, I., KAHAN, E., SARRELL, E. M., UZIEL, Y. Effectiveness of
an herbal preparation containing echinacea, propolis and vitamin C in preventing respiratory
tracts infections in children. Arch Pediatr Adolesc Med. 158, 2004, p. 217-221.

CONCONI, A. A., MIQUEL, M., BROWSE, J. A. RYAN, C. A. Intracellular levels of free
linoleic and linolenic acids increase in tomato leaves in response to wounding. Plant.
Physiol. 111 (3), 1996, p. 797.

COX, J. Purple coneflower. Rodale Press. 1998, p.52-54.

CROWE, S., LYONS B. Herbal medicine use by children presenting for ambulantory
anesthesia and surgery. Paediatric Anaesthesia. 14, 2004, p. 916.

CUNDELL, D. R., MATRONE, M. A., RATAJCZAK, P., PIERCE, J. D. The effect of aerial
parts of Echinacea on the circulating white cells levels and selected immune functions of the
aging male Sprague — Dawley rat. Int. Immunopharmacology. 3(7), 2003, p. 1041-1048.

CURRIER, N. L., MILLER, S. C. Natural killer cells from aging mice treated with extracts
from Echinacea purpurea are quantitatively and functionally rejuvenated, Exp. Gerontol.
35(5), 2000, p. 627-639.

DACHLER, M., PELZMANN, H. Heil- und Gewiirzpflanzen. Osterreichischer Agrarverlag.
1989.p. 244.

DEBERGH, P. Secondary metabolites — elicitation. In: Tissue culture and biotechnology
[online]. Belgium: University Gent, 2003. [cit.2004-10-12]. Dostupny na WWW:
<http://allserv.rug.ac.be/~pdebergh/sec/seclat02.htm>

DiCOSMO, F. Fungal culture-filtrate elicits aromatic polyacetylenes in plant tissue culture.

Naturwissenschaften. 69,1982, p. 550-551.

101


http://allserv.rug.ac.be/%7Epdebergh/sec/sec1at02.htm

DiCOSMO,F., MISAWA, M. Eliciting secondary metabolism in plant cell cultures. Trends.
Biotechnol. 3, 1985, p. 318 — 322.

DUKE, A. J. The green pharmacy. Rodale Press. 1997, p. 450.
EBEL, J., MITHOFER, A. Early events in the elicitation of plant defense. Planta. 206,1998,
p. 335-348.

EILERT, U.,, CONSTABEL, F., KURZ, W. J. Plant Physiol. 126(11), 1986 In
KASPAROVA, M. Moznosti ovlivnéni produkce sekundarnich metaboliti v kulturch in

vitro vybranych 1é¢ivych rostlin. Dizertacni prace. Hradec Kralové, FF HK. 1999, p. 119.

EILERT, U., EHMKE, A., WOLTERS, B. Planta Med. 50, 1984, p. 508 In KASPAROVA,
M. Moznosti ovlivnéni produkce sekundarnich metabolita v kulturach in vitro vybranych

1é¢ivych rostlin. Dizertaéni prace. Hradec Kralové, FF HK. 1999, p. 119.

EILERT, U.,, KURZ, W., CONSTABEL, F. J. Plant Physiol. 119(65), 1985 In
KASPAROVA, M. Moznosti ovlivnéni produkce sekundarnich metabolitd v kulturdch in
vitro vybranych 1é¢ivych rostlin. Dizerta¢ni prace. Hradec Kralové, FF HK. 1999, p. 119.

ERNST, E. The risk-benefit profile of commonly used herbal therapies: Ginkgo, St. John's
wort, Ginseng, Echinacea, Saw Palmetto, and Kava. Ann. Intern. Med. 136, 2002, p. 42-53.

FACINO, R. M., CARINI, M., ALDINI, G., SAIBENE, L., PIETTA, P., MAURI, P.
Echinacoside and caffeoyl conjugates protect collagen from  free radical-induced
degradation: a potential use of Echinacea extrakt in the prevention of skin photodamage.
Planta Medica. 61(6), 1995, p. 510 — 514.

FARMER, E. E., HELGELSON, J. P. Plant Physiol. 85, 1987, p. 733. In KASPAROVA, M.
Moznosti ovlivnéni produkce sekundarnich metabolitd v kulturach in vitro vybranych

1é¢ivych rostlin. Dizertaéni prace. Hradec Kralové, FF HK. 1999, p. 119.

FOSTER, S. Understanding Echinacea. 2000. Citace 15.12. 2004. Dostupny na
www.stevenfoster.com

FRISCHKNECHT, P.M., BAUMANN, T.W. Stress - induced formation of purine alkaloids
in plant tissue culture of Coffea arabica. Phytochemistry. 24(10), 1985, p. 2255-2257.

GALLO, M., SARKAR, M., AU, W., PIETRZAK, K., COMAS, B., SMITH, M. Pregnancy
outcome following gestational exposure to echinacea: a prospective controlled study. Arch.
Intern. Med. 160, 2000, p. 3141-3143.

GALLO, M., KOREN, G. Can herbal products be used safety during pregnancy? Focus on
echinacea. Can. Fam. Physician. 47, 2001, p. 1727-1728.

102



GAN, X. H., ZHANG, L., HEBER, D., BONAVIDA B. Mechanism of activation of human
peripheral blood NK cells at the single cell level by Echinacea water soluble extracts:
recruitment of  lymphocyte-target conjugates and killer cells and activation of
programming for lysis. Int. Immunopharmacology. 3(6), 2003, p. 811-824.

GELLI, A., BLUMWALD, E. Hyperpolarization-activated Ca-permeable channels in the
plasma membrane of tomato cells. J. Membrane Biol. 155, 1997, p. 35-45.

GILMORE, M. Uses of plants by the Indians of the Missouri River region, Univ. Nebraska
Press, 1977. Reprint of a work first published as Bur. Amer. Ethnol., 33rd Annual Rep.,
Washington D.C., 1919. In KINDSCHER, K.: Ethnobotany of Purple Coneflower
(Echinacea angustifolia, Asteraceae) and Other Echinacea Species. Economic Botany.
43(4), 1989, p. 498-507.

GOEL, V., CHANG, C., SLAMA, J. V., BARTON, R., BAUER, R., GAHLER, R., BASU,
T. K. Alkamides in Echinacea purpurea stimulate alveolar macrophage function in normal
rats. Int. Immunopharmacology. 2(2-3), 2002, p. 381-387.

GOEL, V., LOVLIN, R., J. V., BARTON, R., LYON, M. R., BAUER, R., LEE, T. D. G.,
BASU, T. K. Efficacy of a standardized echinacea preparation (Echinilin) for the treatment
of the comon cold: a randomized, double-blind, placebo controlled trial. Journal of Clinical
Pharmacy & Therapeutics. 29(1), 2004, p. 75-84.

GODOY-HERNANDEZ, G., LOYOLA-VARGAS, V. M. Effect of acetylsalicyclic acid on
secondary metabolism of Catharanthus roseus tumor suspension cultures. Plant Cell
Reports, 16(5), 1997, p. 287-290.

GRAEDON, J. The people’s pharmacy guide to home and herbal remediem. St. Martin’s
press. 1999, p. 291-294.

GRAY, D. E., PALLARDY, S. G., GARRETT, H. E., ROTTINGHAUS, G. E. Acute drought
stres and plant age effects on alkamide and phenolic acid content in coneflower roots. Planta
Med. 69, 2003. p.50-55.

GRINELL, G. B. The Cheyenne Indians Vol.2., Cooper Square Publishers, New York, 1962.

GRIMM, W., MULLER, H. H. A randomized controlled trial of the effect of fluid extract of
Echinacea purpurea on the incidence and severity of colds and respiratory infections. Am.
J. Med. 106(2), 1999, p. 259-260.

GROENEWALD, E. G., VAN DER WESTHUIZEN, A. J. The metabolism of inhibitor of

flowering and prostaglandin biosynthesis, acetylsalicylic acid, in Pharbitis nil cotyledons.

Biol. Plant. 41(3), 1998, p. 475 — 479.

103



HAHN, G., MAYER , A. Echinacea — Igelkopf oder Sonnenhut. Madaus Illustrierte, 1986, p.
22 —23.

HARNISCHFLEGER, G., STOLZE, H. Bewahrte pflanzendrogen in wissenschaft und
medizin, Notamed Verlag. 1983.

HART, J. A. Montana: native plants and early peoples. Montana historical society. 1976.

HART, J. A. The ethnobotany of the northern Cheyenne Indians of Montana., J.
Ethnopharmacol. 4, 1981, p. 1-55.

HEEGER, E. F. Handbuch des Arznei- und Gewiirzpflanzenanbaus. Drogengewinnung.
Dtsch. Bauernverlag, Berlin. 1956, p. 388 —393.

HEINEN-KAMMERER, T., HOLTMANNSPOTTER, C., SCHNABEL, S., MOTZKAT, K.,
KIENCKE, P., RYCHLIK, R. Effectiveness of echinacin in therapy of reccurent
respiratory disease. Gesundheitswesen. 67(4), 2005, p. 296-301.

HENNEICKE-VON ZEPELIN, H., HENTSCHEL, C., SCHNITKER, J., KOHNEN, R.,
KOHLER, G., WUSTENBERG, P. Efficacy and safety of a fixed combination
phytomedicine in the treatment of the common cold (acute viral respiratory tract
inspection): results of a randomized, double blind, placebo controlled, multicentre study.
Curr. Med. Res. Opin. 15(3), 1999, p. 214-227.

HERRINE, S. K. Approach to the patient with chronic hepatitis C virus infection. Ann. Intern.
Med. 136, 2002, p. 747-757.

HEYL, F. W., STALEY, J. F. Am. J. Pharm 86, 1914, p. 450. In SICHA, J., HUBIK, J.,
DUSEK, J. Obsahové latky rodu Echinacea potencionalni antivirotika a imunostimulancia.
Ceskoslovenska farmacie. 38(9), 1989, p. 424 — 428.

HOHEISEL, O. Echinagard® treatment shortens the course of the common cold: a double-
blind, placebo-controlled clinical trial. Eur. J. Clin. Res. 9, 1997, p. 261 —269.

HOORBS, C. Echinacea: A literatura review. HerbalGram. 30, 1994, p. 33 —48.

HOOBS, C. The chemistry and pharmacology of Echinacea species. HerbalGram. 30, 1994
b, p. 1-7.

HOSTETTMANN, K. History of a plant: The example of Echinacea. Forschende
Komplementarmedizin und Klassische Naturheilkunde 10(9), 2003.

HU, C., KITTS, D.D. Studies on the antioxidants activity of Echinacea root extract. J. Agric.
Food Chem. 48(5), 2000, p. 1466-1472.

HUDEC, J., BURDOVA, M., KOBIDA, L., KOMORA, L., MACHO, V., KOGAN, G.,
TURIANICA, I, KOCHANOVA, R., LOZEK, O., HABAN, M., CHLEBO, P. Antioxidant
Capacity Changes and Phenolic Profile of Echinacea purpurea, Nettle (Urtica dioica L.), and

104



Dandelion (Taraxacum officinale) after Application of Polyamine and Phenolic
Biosynthesis Regulators. J Agric. Food Chem. 55(14),2007, p.5689-5696.

HUNTLEY, A.L., COON, J. T., ERNST, E. The safety of medicinal herbal products derived
from Echinacea species: A systematic review. Drug Safety. 28(5), 2005, p. 387-400.

1ZZ0O, A. A., ERNST, E. Interactions between herbal medicines and prescribed drugs: a
systematic review. Druha. 61(15), 2001, p. 2163-2175.

KAPTEYN, J., GOLDSBROUGH, P. B., SIMON, J. E. Genetic relationships and diversity of
commercially relevant Echinacea species. Theor. Appl. Genet. 105, 2002, p.369-376.

KASPAROVA M., SIATKA T. Produkce anthracenovych derivati elicitovanou tkafovou
kulturou Rheum palmatum. L. Ces. Slov. Farm. 48(6), 1999, p. 256 — 261.

KASPAROVA M., SIATKA T. Vliv chitosanu na produkci anthracenovych derivati
v tkanové kultufe Rheum palmatum. L. Ces. Slov. Farm. 50(5), 2001, p. 249-253.

KIM, H. O., DURANCE, T. D.,, SCAMAN, C. H., KITTS D.D. Retention of caffeic acid
derivatives in dried Echinacea purpurea. J. Agric. Food Chem. 48, 2000, p. 4182-4186.

KIM, L. S., WATERS, R. F., BURKHOLDER, P. M. Immunological activity of larch
arabinogalactan and Echinacea: a preliminary, randomized, double-blind, placebo controlled

trial. Alter. Med. Rev. 7(2), 2002, p. 138-149.

KINDSCHER, K. Ethnobotany of Purple Coneflower (Echinacea angustifolia, Asteraceae)
and Other Echinacea Species. Economic Botany, 43(4), 1989, p. 498-507.

KLIGLER, B. Echinacea. Am. Fam. Physician, 67(1), 2003, p. 77-80.

KOHOUTOVA, V. Echinamax [online] . Finclub plus, a.s., 2003. [cit.2004-10-12]. Dostupny
na WWW:
http://www.finclub.cz/web/katalogv.nsf/0/c7674fe668c74d934125683b0057038f?OpenDoc

ument

KOLAR, L., LEDVINA, R., KUZEL, S., PASEK, J. Vliv nadbytku dusiku ve vyZivé
Echinacea purpurea (L.) Moench. na tvorbu jejich U¢innych latek. Rostlinnd vyroba.
44(11), 1998, p. 489 - 495.

KOLAR, L. Vliv piijatych Zivin na tvorbu genisteinu v jeteli luénim. Rostlinna vyroba. 28,
1981, p. 1-18.

KOLAR, L. Estrogenni genistein v jeteli lu¢nim. Sbor. PEF VSZ Praha, Ceské Bud&jovice.
1982, p. 1-12.

KREFT, S. Cichoric Acid Content and Biomass Production of Echinacea purpurea Plants
Cultivated in Slovenia. Pharmaceutical Biology. 43(8),2005, p. 662 — 665.

105


http://www.finclub.cz/web/katalogv.nsf/0/c7674fe668c74d934125683b0057038f?OpenDocument
http://www.finclub.cz/web/katalogv.nsf/0/c7674fe668c74d934125683b0057038f?OpenDocument
http://www.informaworld.com/smpp/title%7Econtent=t713721640%7Edb=all
http://www.informaworld.com/smpp/title~content=t713721640~db=all~tab=issueslist~branches=43#v43

KUHN, O., Arzneim.-Forsch./Drug Res. 3, 194 (1953). In BAUER, R. et. al. Immunologische
In-vivo- und In-vitro-Untersuchungen mit Echinacea-Extrakten. Arzneim.-Forsch./Drug
Res.38(2), 1988, p. 276 — 281.

KUCHARSKI, W.A. Anbatechnologie und Pflanzenschutz von Echinacea purpurea (L.)
Moench. Drogenreport.16(10), 1997, p. 33-36.

KUREK, E., NIEDZWIECKI, E., PROTASOWICKI, M., SLOMKA, A., OZIMEK, E. Efekt
zastosowania chinskiego bionawozu Juwei BPF na plon kukurydzy uprawianej na glebie
lekkiej w warunkach Pomorza Zachodniego. 26th congress of the Polish Society of Soil
Science, Krakov. 2003, p. 32.

KUREK, E., NIEDZWIECKI, E., PROTASOWICKI, M., SLOMKA, A. Microbiological and
chemical evaluation of chinese biofertilizers Juwei and C.B.I. mobilizing phosphorus and
potassium in soil. Zeszyty problemowe postepow nauk rolniczych. Polska akademia nauk.
484, 2002, p. 325-334.

KUZEL, S., TRISKA, J., KOLAR, L., SPICKA, J., CIGLER, P., HRUBY M., VYDRA, J.,
VRCHOTOVA, N. Technologie péstovani rostlin Echinacea purpurea a Schizandra
chinensis a extrakce ucinnych latek. Priibézna zprava o realizaci projektu Kontakt ME 704.
2003. p.52.

KUZEL, S., TRISKA, J., KOLAR, L., SPICKA, J., CIGLER, P., HRUBY M., VYDRA, J.,
VRCHOTOVA, N. Technologie péstovani rostlin Echinacea purpurea a Schizandra
chinensis a extrakce u€innych latek. Zavérecna zprava o realizaci projektu Kontakt ME 704.
2005. p.101.

KUZEL, S., CIGLER, P., HRUBY, M., VYDRA, J., PAVLIKOVA, D., TLUSTOS, P. The
effect of simultaneous magnesium application on the biological effects of Titanium. Plant
Soil Environ. 53 (1), 2007, p.16-23.

LETCHAMO, W. Perspectives on new crops and new uses (Janick J., ed.), ASHS Press,
Alexandria, VA, 1999. In: VRCHOTOVA, N., et al,. Extrakce a analyza fenolickych latek
z tfapatky nachové. Chemicke listy.96(7), 2002, p. 636-639.

LETCHAMO, W., LIVESEY, J., ARNASON, T.J., BERGERON, C., KRUTILINA, V.S.
Cichoric acid and isobutylamide content in Echinacea purpurea as influenced by flower
developmental stages. ASHS Press, Alexandria. 1999. p. 494-498.

LETCHAMO, W., POLYDEONNY, L. W., GLADISHEVA., ARNASON, T. J., LIVESEY,
J., AWANG, D.W.C. Factors affecting Echinacea duality. ASHS Press, Alexandria. 2002.
p. 514-521.

106



LI, S. C.,, WARDLE, D. A. Effects of root drying temperature and moisture content on the
levels of active ingredients in Echinacea roots. J. Herbs, Spices and Med. Plants. 8, 2002. p.
15-22.

LIU, C. Z., ABBASI, B. H., GAO, M., MURCH, S. J., SAXENA, P K. Caffeic acid derivaties
production by hairy root cultures of Echinacea purpurea. J Agric. Food Chem. 54(22),
20006, p.8456-8460.

LIMDENMUTH, G. F., LIMDENMUTH, E. B. The efficacy of echinacea compound herbal
tea preparation on the severity and duration of upper respiratory and flu symptoms: a
randomized, double-blind placebo controlled study. J. Alter. Komplement. Med. 6(4),2000,
p. 327-334.

LLOYD, J. U. History of Echinacea angustifolia. Amer. J. Phar. 76(1), 1904, p.15-19. In
KINDSCHER, K. Ethnobotany of Purple Coneflower (Echinacea angustifolia, Asteraceae)
and Other Echinacea Species. Economic Botany. 43(4), 1989, p. 498-507.

LUETTIG, B., STEINMULLER, C., GIFFORD, G. E., WAGNER, H., LOHMANN-
MATTHES, M. L. Macrophage activation by the polysacharide arabinogalactan isolated
from plant cell cultures of Echinacea purpurea . J. Natl. Cancer Inst. 81, 1989, p. 669-675.

LUKAS, D. Vliv elicitord na produkci kyseliny cichorové a kaftarové u rostlin Echinacea
purpurea. Magisterska prace na BF JCU. 2003. p. 38.

MADDOCKS, I. Alternative medicine. Med. J. Aust. 145, 1985, p.547-551.

MAGEE, K. A. Herbal therapy: a review of potential health risks and medicinal interactions.
Orthodontics & Craniofacials Research. 2, 2005, p. 60.

MAHADY, G. B., QATO, D. M., GYLLENHAA, CH., CHADWICK, L., FONG, H. H. S.
Echinacea: Recommendations for its use in prophylaxis and treatment of respiratory tract
infection. Nutrition in Clinical Care. 4(4), 2001, p. 199.

MARINELI F. Elicitor induction of enzyme activities and 6-methoxymellein production in
carrot cell-suspenzion culture. Phytochemistry. 35, 1994, p. 1457-1460.

McCALEB, R. Echinacea safety confirmed. Herbal Gram. 42, 1996, p. 15.

MENGS, U., CLARE, C. B., POILEY, J., A. Toxicity of Echinacea purpurea. Acute,
subacute and genotoxicity studies. Arzneimittelforschung. 41(10), 1991, p. 1076-1081.

MILLER, L. G. Herbal medicinals: selected clinical considerations focusing on known or
potential drug-herb interactions. Arch. Intern. Med. 158(20), 1998, p. 2200-2211.

MISHIMA S., SAITO K., MARUYAMA H., INOUE M., YAMASHITA T., ISHIDA T., GU
Y.W. Antioxidant and immuno-enhancing effects of Echinacea purpurea. Biological &

Pharmaceutical Bulletin. 27(7), 2004, p. 1004-1009.

107



MULLINS R., J. Echinacea-associated anaphylaxis. Med. J. Aust. 168(4), 1998, p. 170-171.

MULLINS T., HEDDLE A. Adverse reactions associated with Echinacea: the Australian
experience Ann. Allergy Asthma Immunol. 88, 2002, p. 42-51.

MUNSON, P. J. Contributions to Osage and Lakota ethnobothany. Plains Anthropol. 26,
1981, p. 229-240.

MYERS, S. P., WOHLMUTH, H. Echinacea- associated anaphylaxis. Med. J. Aust. 168,
1998, p. 583-4.

NEUGEBAUER, H. Zur Kenntnis der Inhaltsstoffe von Echinacea. Pharmazie. 4, 1949, p.
137 — 140.

NICKEL, R. K. Plant resource utilization at a late prehistoric site in north —central South
Dakota. Univ. Nebraska, Lincoln. 1974, p. 189.

NISHI, A. Effect of elicitors on the production of secondary metabolites.1994 In : RYU, D.
D. Y., FURUSAKI, S. Adv. Plant Biotechnol. Elsevier Sci. BV, 1998, p. 135-151.

NURNBERG, T. Signal transduction in plant defence. Cell. Mol. Life. Sci. 55,1999, p. 167-
182.

NUSSLEIN, B., KURZMANN, M., BAUER, R., KREIS, W. Enzymatic degradation of
cichoric acid in Echinacea purpurea preparations. J. Nat. Prod. 63(12), 2000, p. 1615-1618.

PARMENTER, G. A., LITTLEJOHN, R.P. Planting density effects on root yield of purple
coneflower (Echinacea purpurea (L.) Moench). New Zealand Journal of Crop and
Horticultural Science. 25, 1997, p.169 — 175.

PASEK, J. Navrh vyroby imunogenniho sirupu z fyziologicky u¢inné latky Echinacea
purpurea (L.)Moench. Diplomova prace. Ceské Bud&jovice, ZF JU. 1997, p.69.

PATRICK, L. Hepatitis C: epidemiology and review of complementary/alternative medicine
treatments. Altern Med Rev. 4, 1999, p. 220-238.

PERRY, N. G., BURGESS, E. J., GLENNIE V. A. J.. Echinacea standardization: Analytical
methods for phenolic compounds and typical levels in medicinal species. J. Agric. Food
Chem. 49, 2001, p. 1702—-1706.

PEYTON, B. G., SPEARS, T. L., LINDSEY, A., LINDSEY, J., SHARMA, V. K.,
RAUFMAN, J. A survey of the use of herbal medicine in patients with hepatitis C,
Hematology. 30, 1999, p. 191.

PISZCZALKA, J., ANGELOVIC, M., DUDAK, J. Navrh stroja na zber koretiov liecivych
rastlin Echinacea purpurea (L.) a Leuzea rhapontica (L.). In: Acta technologica
agriculturae. Zbornik vedeckych prac Slovenskej polnohospodarskej univerzity v Nitre. 38,

1997, p. 201-205.

108



POOVIAH, B. W., LEOPOLD, A. C. Effects of anorganic salts on tissue permeability. Plant
Physiol. 58, 1976, p. 182-185.

QU, L., CHEN, Y., WANG, X., SCALZO, R., DAVIS J.M. Patterns of variation in alkamides
and cichoroc acid in roots and aboveground plants of Echinacea purpurea (L.) Moench.
HortScience.40(5). 2005. p. 1239-1242.

RAZIC, S., ONJIA, A., POTKONJAK, B. Trace elements analysis of Echinacea purpurea —
medicinal plant. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 33(4), 2004, p. 845-
850.

RININGER, J. A., KICKNER, S., CHIGURUPATI, P., McLEAN, E., FRANCK, Z.
Immunopharmacological activity of Echinacea preparations following simulated digestion
on murine macrophages and human peripheral blood mononucler cells. Journal of
Leukocyte Biology. 68, 2000, p. 503-510.

ROGERS, D. J. Lakota names and traditional uses of native plants by Sicangu (Brule) people
in the Rosebud area, South Dakota. Rosebud Educational Society, 1980.

SEE, D.M., BROUMAND, N., SAHL, L., TILLES, J. G. In vitro effects of echinacea and
ginseng on natural killer and antibody-dependent cell cytotoxicity in healthy subjects and
chronic fatigue syndrome or acquired immunodeficiency syndrome patients.
Immunopharmacology, 35(3),1997, p. 229 — 235.

SEIDLER-LOZYKOWSKA, K., DABROWSKA, J. Prace hodowlane nad jezowka
purpurowa (Echinacea purpurea Moench.). II. Ocena kolekcji prowenienncyjnej. Herba
Polonica. 3, 1996, p. 155-161.

SHALABY, A.S. Growth and Yield of Echinacea purpurea L. as influences by planting
density and fertilization. Journal of Herbs, Spices & Medicinal Plants. 5(1), 1997, p. 69-76.
SCHIEFFER, G. W. Validated HPLC method for caffeic-acid derivates and alkylamides in
Echinacea solid dosage forms using single extraction procedure. J. Am. Nutraceutical

Assoc. 3, 2000, p. 67-81.

SCHONEBERGER, D. The influence of immunostimulating effects of pressed juice from
Echinacea purpurea on the course and severity of colds. Forum Immunol. 8, 1992, p. 2 —
12.

SCHULTEN, B., BULLITA, M., BALLERING-BRUHL, B., KOSTER, U., SCHAFER, M
Efficiacy of Echinacea purpurea in patients with a common cold. A placebo controlled,
randomized, double-blind clinical trial. Arzneimittelforschung. 51(7), 2001, p. 563-568.

SIM, S. J., CHANG, H. N, LIU, J. R., JUNG, K. H. Production and secretion of indole

alkaloids in hairy root cultures of Catharanthus roseus - effects of in-situ adsorption, fungal

109



elicitation and permeabilization. Journal of fermentation and bioengineering. 78(3), 1994, p.

229-234.

SLOLEY, B.D., URICHUK, L.J., TYWIN, C., COUTTS, R. T., PANG, P.K., SHAN, J.J.
Comparsion of chemical components and antioxidants capacity of different Echinacea

species. J. Pharm. Pharmacol.53(6), 2001, p. 849-857.

SMITH, H. H. Ethnobothany of Meskwaki. Bull. Publ. Mus., City of Milwaukee 4(2), 1928,
p.175-326.

SMITH-JOCHUM, C., ALBRECHT, M.L. Transplanting or Seeding in Raised Beds Aids
Field Establishment of Some Echinacea Species. Hort Science. 23,1988, p. 1004-1005.

SMITH-JOCHUM, C., ALBRECHT, M.L. Germination of Three Echinacea Species. Acta
Horticulturae. 1987, p.115-120.

SOON, S. L., CRAWFORD, R. I. Reccurent erythema nodosum associated with echinacea
herbal therapy J. A. Acad. Dermatos. 44, 2001, p. 298-299.

SOYLU, S., BENNET, M. H., MANSFIELD, J. W. Induction of phytoalexin accumulation in
broad bean (Vicia faba L.) cotyledons following treatments with biotic and abiotic elicitors.
Turk. J. Afric. For. 26, 2002, p. 343-348.

STOLL, A., RENZ, J., BRACK, A. Isolierung und Konstitution des Echinacosids, eines
Glykosids aus den Wurzeln von Echinacea angustifolia D.C.. Helvetica Chimica Acta, roc.
33, & 238, 1950, p. 1877 — 1893. In SICHA, J., HUBIK, J., DUSEK, J. Obsahové latky
rodu Echinacea potencionalni antivirotika a imunostimulancia. Ceskoslovenskéa farmacie.
38(9), 1989, p. 424 — 428.

STUART, D. L., WILLS, R. B. H. Alkamide and cichoric acid levels in Echinacea purpurea.
Journal of herbs, spices and medicinal plants. 7(1), 2000, p. 91-102.

STUART, D. L., WILLS, R. B. H. Effect of drying temperature on alkylamide and cichoric
acid concentrations of Echinacea purpurea. Journal of Agricultural and Food Chemistry.

51(6), 2003, p.1608 — 1610.

SICHA, J., HUBIK, J., DUSEK, J. Obsahové latky rodu Echinacea. Potencialni antivirotika a
imunostimulancia. Ceskoslov. Farm., 1989, 424-428.

SPICKA, J., VRCHOTOVA, N., TRISKA, J., KUZEL, S., CIGLER, P., HRUBY, M.,
VYDRA, J. Comparison of the HPLC analytical methods for the determination of the
phenolics in plants of Echinacea purpurea L. Mezinarodni konference ,,Chromatografické

metddy a zdravie ¢loveéka®. Piestany. 2003, p. 71 — 72.

110



TAYLOR, J. A., WEBER, W., STANDISH, L., QUINN, H., GOESLING, J., McGANN, M.,
CALABRESE, C. Efficacy and safety of Echinacea in treating upper respiratory tract in
children: A randomized controlled trial. J. Amer. Assn. 290(21), 2003, p. 2824-2830.

THOMPSON, K. D. Antiviral activity of Viracea against acyclovir suscetible and acyclovir
resistant strains of herpes simplex virus. Antiviral Res. 39(1), 1998, p. 55-61.

TUMOVA , L., DUSEK, J. Vliv kyseliny linolové na produkci sekundarnich metabolitd. Ces.
Slov. Farm. 49(2), 2000, p. 78-81.

TUMOVA L, RUSKOVA, R. Vliv CdCl, a CuSO, na produkci flavonoidii kulturou Ononis
arvensis L. in vitro. Ces.a Slov. Farm. 47(6), 1998, p. 261-263.

TUMOVA L., BARTAKOVA M., ZABLOUDILOVA J.: Kyselina jodooctova jako
potencionalni elicitor zvy$ené tvorby flavonoidii v kultufe Ononis arvensis L. in vitro Ces.
Slov. Farm. 52(4), 2003, p. 189-192.

TUMOVA L., BLAZKOVA R. Vliv tvorby flavonoidu v kultufe Ononis arvensis L. in vitro
ptsobenim CrCl; . Ces. Slov. Farm. 51(1), 2002, p. 44-46.

TUMOVA L., OSTROZLIK P. Ononis arvensis in vitro — abioticka elicitace. Ces. Slov.
Farm. 51(4), 2002, p. 173-176.

VANGROENVELD lJ., CLIJSTERS, H. Toxic effects of metals. In: FARAGO, M., E. Plants
and the chemical elements. VCH Verlagsgesselschaft GmbH, Weinheim. 1994, p. 149-177.
VOMEL, T. Effect of a plant immunostimulant on phagocytosis of erythrocytes by the

reticulohistiocytary system of isolated perfused rat liver. Arzneimittelforschung. 35(9),

1985, p. 1437-1439.

VRCHOTOVA, N., KUZEL, S., TRISKA, J., KOLAR, L., TOTUSEK, J. Extrakce a analyza
fenologickych latek z tfapatky nachové. Chemické Listy, 96, 2002, p. 636-639.

VYDRA, J. Extrakce G¢innych latek rostlin Echinacea purpurea (L.) Moench. Zavére¢na
zprava interniho grantu ZF JU v Ceskych Budgjovicich &. IG 04/03, ZF JU v Ceskych
Bud¢jovicich 2003, p. 10.

WAGNER, H., PROKSCH, A. Internat. Conf. Of Biotechnology and Biology of Actual Nat.
Prod., Bulg. Acad. Sci, Sofia (1981) In SICHA, J., HUBIK, J., DUSEK, J.: Obsahové latky
rodu Echinacea potencionalni antivirotika a imunostimulancia. Ceskoslovenskéa farmacie,
38(9), 1989. p. 424 — 428.

WERNEKE, U., EARL, J., SEYDEL, C., HORN, O., CRICHTON, P., FANNON, D.
Potential health risk of complementary alternative medicines in cancer patients. British

Journal of Cancer. 90(2), 2004, p. 408-413.

111



WILLS, R. B. H., BONE, K., MORGAN, M. Herbal products: active constituents, modes of
action and quality control. Nutrition Research Reviews. 13(1), 2000.

WILLS, R. B. H.,, STUART, D. L. Alkamide and cichoric acid levels in manufactured
Echinacea products. Chem. Aust. 1999, p.17-19.

WINK, M., LEHMANN, P. Wounding- and elicitor- induced formation of coloured chalcones
and flavans (as phytoalexins) in Hippeastrum hortorum. Botanical Acta.109, 1996, p. 412-
421.

WOO, D. D. L., MIAO, S. Y. P., PELAYO, J. C., WOOLF, A. S. Taxol inhibits progression
of congenital polycistic kidney disease. Nature. 368, 1994. p. 750-753.

WU, C. H., MURTHY, H., HAHN, E. J., PAEK, K.Y. Large-scale cultivation of adventitious
roots of Echinacea purpurea in airlift bioreactors for the production of cichoric acid,
chlorogenic acid and caftaric acid. Biotechnology letters. 29(8), 2007, p. 1179-1182.

WUSTENBERG, P., HENNECKE-VON ZEPELIN, H., H., KOHLER, G., STAMMWITZ,
U. Efficiacy and mode of action of an immunomodulator herbal preparation containing

echinacea, wild indigo, and white cedar. Adv Ther. 16(1), 1999, p. 51-70.

112



	ZEMĚDĚLSKÁ FAKULTA 
	DISERTAČNÍ PRÁCE 
	Vliv elicitorů na obsah účinných látek v rostlině Echinacea purpurea (L.) Moench 
	OBSAH 
	Summary 

	2.6.3 Vliv čínského biologického hnojiva mobilizujícího půdní fosfor 
	Bacillus megaterium - grampositivní bakterie, výlučně aerofilní, buňka sloupovitá až elipsoidní v  nutričním  roztoku. Obvyklá  šířka  1,2–1,5 (, délka 2-5 (, v prostředí karbohydrátů narůstá. Vytváří více než jednu spóru, která odolává teplu. Spóra má tvar elipsy, roste v sedmiprocentním roztoku NaCl. Při kultivací pozorujeme bohatý růst v živném roztoku, nešíří se, v pozdějším stádiu má kultura žlutavou barvu, při delší kultivaci barva hnědá nebo černá. Při aplikaci arabinosy, xylosy, manitolu a hydrolyzačního škrobu obvykle dochází k uvolňování kyseliny a citrátů jako zdroje uhlíku. Obsah G+C je 36 - 38 %. Vogues–Proskauerova reakce je negativní a reakce na vaječný žloutek je též negativní. 
	Escherchia sp. Hm0332 je bakterie s dvěma ústními otvory vytváří kulturu ve tvaru tyčinek o šířce 0,5 – 0,7 ( a délce 1,0-2,5 (. Bakterie se vyskytuje samostatně nebo ve dvojici a může se pohybovat. Kultura vytváří v průběhu 48 hodin v živném roztoku kruhové kolonie s pravidelnými rohy o průměru 4 mm, které jsou vlhké a hladké, barvy galatitu. Rozpětí teplot leží mezi 10 – 40  stupni Celsia. Teploty 28-30°C zlepšují růst. Kultury přežívají při pH v rozmezí 6 - 7,9. Optimální pH pro bakterie je 7 - 7,3. Vždy negativní jsou gramové reakce, oxidační reakce a Voges-Proskauerova reakce, vždy positivní jsou reakce na kontaktní enzym, indolové reakce a reakce na metylovou červeň. Tento aerogen vytváří kyselinu z laktosy a glukosy a používá soli kyseliny jablečné a kyseliny mléčné jako jedinečný zdroj energie a uhlíku (KUŽEL, 2005). 
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