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Abstrakt

Cílem práce bylo otestovat alelopatické vlastnosti extraktů z jednotlivých druhů netýkavek

(Impatiens glandulifera, I. noli-tangere a I. parviflora) pomocí testů klíčivosti. Testy byly

provedeny na semenech hořčice bílé, řepky olejky a merlíku bílého. Byly použity vodné,

methanolové a dichlormethanové extrakty z listů, nadzemních částí a kořenů netýkavek.

Toxicita se prokázala u všech extraktů a projevila se dvěma způsoby. Buď došlo pouze k

redukci délky kořínků a hypokotylů nebo současně došlo i ke snížení počtu vyklíčených

semen. Nejcitlivěji reagovala na působení extraktů semena hořčice bílé, na které působily

nejtoxičtěji methanolové extrakty z kořenů netýkavky žláznaté a vodné extrakty z nadzemních

částí netýkavky malokvěté. Dichlormethanové extrakty nepůsobily toxicky na počet

vyklíčených semen, ale výrazně snižovaly délku kořínků a hypokotylů. Vodné a methanolové

extrakty byly vyhodnoceny jako nejúčinnější. Extrakty z listů nepůsobily toxicky na počet

vyklíčených semen řepky olejky, s výjimkou methanolového extraktu netýkavky žláznaté,

výrazně však snížily délku kořínků a hypokotylů. Na semena merlíku bílého působil

nejtoxičtěji vodný extrakt z listů netýkavky žláznaté. Některé extrakty byly analyzovány

metodou HPLC. Chromatografické profily extraktů se lišily jak z hlediska rostlinného druhu,

tak i rostlinné části.

Klíčová slova: netýkavky, rostlinné invaze, alelopatie, testy toxicity

Abstract

The aim of the work was to prove allelopathic effects of the extracts from Impatiens species

(Impatiens glandulifera, I. noli-tangere a I. parviflora) by the help of the seed germination

testing. The Tests were maked on the seeds of white mustard, oilseed rape and white

goosefoot. The Aqueous, methanolic and dichlormethanolic extracts from the leaves, above-

ground-parts and roots of Impatiens were used. Toxicity was proved in the all extracts and

was shown by two ways. Either were reduced only the lengths of the radicles and hypocotyls

or concurrently was reduced the count of the germinated seeds. The seeds of white mustard

reacted most sensitively on activity of the extracts, especially on activity the methanolic

extracts from the roots of himalayan balsam and the aqueous extracts from the above-ground-

parts of yellow balsam. The dichlormethanolic extracts didn’t have the toxic effect on count

of the germinated seeds, but they reduced markedly the lengths of the radicles and hypocotyls.

The aqueous and methanolic extracts have toxicest effect. The extracts of the leaves didn’t



have the toxic effect on count of the germinated seeds of oilseed rape, except for the

methanolic extract form himalayan balsam, but they reduced markedly the lengths of the

radicles and hypocotyls. On the seeds of white goosefoot has toxicest effect the aqueous

extract from the leaves of himalayan balsam. Some extracts were analyzed by HPLC method.

The chromatographic profiles of the extracts were different in light of the plant species and

plant part.

Key words: Impatiens, plant invasion, allelopathy, test toxicity
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1. ÚVOD

Předložená práce pojednává o alelopatických vlastnostech druhů rodu netýkavka.

Naším původním druhem je netýkavka nedůtklivá, zatímco netýkavky žláznatá a malokvětá

k nám byly zavlečeny z Asie, především z pohoří Himaláje (Kubát et al., 2002). Z počátku

byly pěstovány v botanických a zámeckých zahradách jako okrasné a nektarodárné rostliny.

Odtud se začaly v průběhu 19. století rozšiřovat dále po celém našem území (Slavík, 1996;

Kubát et al., 2002). V současnosti je najdeme na březích téměř všech našich vodních toků a v

lesích.

Oba nepůvodní druhy jsou považovány za nebezpečné pro svůj značný invazní

potenciál, kdy ve volné přírodě osidlují některé původní ekosystémy a tím ovlivňují

biodiverzitu v dané lokalitě. Jejich specifický způsob rozšiřování, kdy jsou semena uložena v

pukavých tobolkách, které je v době plné zralosti vymrští daleko do okolí, a vysoká produkce

semen, u netýkavky žláznaté se uvádí až 32 000 semen na 1 m2 (Wolf, 2007), umožňuje jejich

rychlé a snadné osidlování dalších ploch. Charakteristická jsou pro ně stinná až polostinná

stanoviště s vlhkými a na živiny bohatými půdami (Kubát et. al., 2002). Především osidlují

taková místa, kde je již stávající vegetace nějakým způsobem narušena.

Dalším důvodem jejich úspěšného rozšiřování může být i fakt, že jejich rostlinné části

obsahují tzv. alelochemikálie. Tyto látky mohou inhibovat klíčení ostatních rostlin a tím si

zabezpečují pro svůj vývin dostatek živin a energie (Šerá et al., 2005; Krejčová et al., 2007;

Vrchotová et al., 2008). Do prostředí jsou uvolňovány například prostřednictvím kořenů a

opadem nadzemních částí (Klejdus et Kubáň, 1998).

V současné době je podrobná chemická analýza provedena pouze u netýkavky

balzamíny (Panichayupakaranant et al., 1995; Ishiguro et al., 1998; Yang et al., 2001; Hua et

al., 2001; Oku et Ishiguro, 2002, a další), avšak u druhů, které jsou zde studovány, je

podobných chemických analýz prozatím málo. V nadzemních částech netýkavek byly

nalezeny především naftochinony (Lobstein et al., 2001; Šerá et al., 2005), deriváty

kvercetinu a kávové kyseliny (Šerá et al., 2005).

Hlavním cílem této práce bylo otestovat alelopatické vlastnosti extraktů z netýkavek

pomocí testů toxicity. Pro pokusy byla vybrána semena hořčice bílé, která je standardem pro

obdobné testy, dále semena řepky olejky a jednoletého plevelu merlíku bílého. K analýze

fenolických látek byla použita metoda vysokoúčinné kapalinové chromatografie. Poznatky o
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alelochemickém působení netýkavek na jiné rostliny by mohly být využity v ekologickém

zemědělství pro výrobu bioherbicidů.
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2. LITERÁRNÍ PŘEHLED

2.1. Rod netýkavka (Impatiens)

Rod netýkavka je nejznámějším a nejpočetnějším rodem čeledi netýkavkovité

(Balsaminaceae) a zahrnuje okolo 1200 druhů. Do stejné čeledi patří dalších osm rodů (např.

Chryseae, Hydrocera, Impatientella, Tytonia, a další), které již nejsou tolik početné (GBIF,

2009a). V dostupné literatuře můžeme nalézt rozdílné informace jak o přesném počtu

jednotlivých zástupců rodu netýkavka, tak i v řazení jednotlivých rodů do čeledi

netýkavkovité. Například podle Eglliho a Conga je čeleď rozdělena do dvou rodů, podle

Choukase-Bradleyho do čtyř a podle Morgana do pěti. Morgan uvádí, že rod netýkavka má

přes 1000 druhů, podle Conga je to o něco méně, kolem 900 druhů (Eggli, 2002; Choukas-

Bradley et Brown, 2004; Morgan, 2007; Cong et al., 2008). Mezitím jsou objevovány další

druhy, např. Impatiens rupestris a Impatiens yaoshanensis, které byly popsány v Číně, v

provinciích Hunan a Yunnan (Cai et al., 2008; Cong et al., 2008). Pro nádhernou výraznou

barvu květů jsou netýkavky dále šlechtěny a vznikají tak opět další druhy (Morgan, 2007).

Původní výskyt rodu netýkavka byl především v tropických a subtropických oblastech

Afriky a Asie. Postupem času se jednotlivé druhy šířili i do jiných oblastí (Obr. 1.). Uvedená

mapka je pouze informativní, není zde uveden výskyt všech zástupců (z celkových 46 289

záznamů je zpracováno 37 104). Data jsou průběžně aktualizována (GBIF, 2009b). V příloze

1., 2. a 3. jsou detailněji uvedeny mapy výskytu netýkavek v Evropě a severní Americe.

 

Obr. 1. Mapa výskytu rodu netýkavka ve světě (GBIF, 2009b)
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2.2. Zástupci rodu netýkavka v ČR

V České republice se vyskytují dva invazní druhy, a to netýkavka žláznatá (Impatiens

glandulifera) a netýkavka malokvětá (Impatiens parviflora). Netýkavka nedůtklivá (Impatiens

noli-tangere) je zde původní. Vzácně byl zaznamenán výskyt Impatiens scabrida DC. a

Impatiens balfourii (Kubát et al., 2002). První údaje o výskytu netýkavky žláznaté v Čechách

jsou z roku 1846, kdy byla determinována v Červeném Hrádku (Jirkov, okres Chomutov;

Malíková, 2003), netýkavka malokvětá se začala šířit z botanických a zámeckých zahrad v

poslední třetině 19. století (Malíková, 2003).

Netýkavka žláznatá (Impatiens glandulifera Royle)

Tato statná jednoletá bylina dorůstá výšky až 2,5 m (Obr. 2.). Horní lodyžní listy jsou

vstřícné nebo v přeslenu. Řapíkaté listy jsou většinou kopinaté o délce 10 – 25 cm a šířce

okolo 8 cm s ostře pilovitým okrajem. Květenství je tvořeno hrozny s 5 – 20 květy o velikosti

2,6 – 4,4 cm, které jsou zbarveny od červenofialové přes růžovou až po téměř bílé. Doba

květu bývá od začátku srpna až do konce října. Plodem je tobolka, ve které je uloženo 4 až 16

semen. Tobolky mohou měřit až 3 cm (Beerling et Perrins, 1993; Kubát et al., 2002).

Charakteristickým prostředím výskytu jsou vlhká a dobře zásobená stanoviště (břehy,

mokré lesy) na hlinitých nebo jílovitých půdách. Rostliny mají výraznou sladkou vůni

(Aichele et Golte-Bechtle, 2005; Krása, 2007).

 

 Obr. 2. Netýkavka žláznatá (vlastní foto, 2008; Baranovič, 2009)
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Netýkavka nedůtklivá (Impatiens noli-tangere L.)

Jednoletá bylina dorůstající do výšky 90 cm (Obr. 3.). Lodyha je přímá, v horní

polovině bohatě větvená. Světle zelené vejčité listy jsou uspořádány střídavě, jejich okraje

jsou pilovité. Žluté květy o velikosti 2 – 3,5 cm jsou protáhlé v dlouhou zakřivenou ostruhu.

Uvnitř jsou červeně tečkované. Květenství tvoří chudé úžlabní hrozny. Kvetou v červenci a

srpnu. Plodem je tobolka visící dolů (Kubát et al., 2002; Aichele et Golte-Bechtle, 2005).

Roste v lužních lesích, v blízkosti lesních potoků a pramenišť. Vyžaduje vlhká, stinná

a eutrofní až mezotrofní stanoviště (Kubát et al., 2002).

Na netýkavku nedůtklivou je vázán motýl píďalka síťkovaná (Eustroma reticulata),

jejíž larvy se živý pouze tímto druhem (Příloha 4.). U nás není veden jako ohrožený druh, ale

v Anglii ano a jeho ochrana a tedy i ochrana stanovišť s netýkavkou nedůtklivou je zakotvena

v národním Akčním plánu pro ochranu biodiverzity (Hooson et Haw, 2008).

  

Obr. 3. Netýkavka nedůtklivá (Herman, 2005; Burian, 2008)

Netýkavka malokvětá (Impatiens parviflora DC.)

 Tato nepříliš vysoká jednoletá rostlina dorůstá do výšky nanejvýš 90 cm a má přímou,

v horní části větvenou lodyhu (Obr 4.). Postavení listů je střídavé, tvar mají vejčitý s

pilovaným okrajem, na vrcholu jsou zašpičatělé. Světle žluté květy dosahující maximálně 2
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cm a uvnitř mají výraznou červenou kresbu. Ostruha je přímá a dlouhá 4 – 5 mm. Květenství

je tvořeno 4 – 10 hrozny. Semena jsou uložena v tobolce, která je vzpřímená. Doba květu je

od června do září (Kubát et al., 2002; Aichele et Golte-Bechtle, 2005).

Vhodnými podmínky pro její růst jsou na živiny bohaté, kyselé až slabě zásadité půdy

na vlhkých a stinných stanovištích (břehy potoků, křoviny, rumiště, lesní okraje, příkopy,

atd.) (Kubát et al., 2002; Aichele et Golte-Bechtle, 2005).

Listy netýkavky malokvěté jsou preferovanou potravou pro plže ostroústku bezzubou

(Columella edentula) (Piskorz et Urbańska, 2007).

 

 Obr. 4. Netýkavka malokvětá (Rak, 2007)

2.3. Monitoring a metody likvidace netýkavek

Monitoringem se rozumí sledování výskytu určitého druhu v prostoru a čase. V České

republice dosud není prováděn systematický monitoring výskytu invazních druhů, a tedy i

netýkavek. Existují však dílčí projekty, které tuto problematiku alespoň částečně řeší.

Například nevládní organizace Český svaz ochránců přírody koordinuje projekty zaměřené na

monitoring vybraných invazních druhů (ČSOP, 2009). V rámci výzkumného programu

Ministerstva životního prostředí běží v letech 2007 – 2010 projekt VaV SPII2d1-37-07, který

se zabývá dynamikou šíření invazních druhů rostlin v ČR za různých scénářů globální

klimatické změny (Mihulka et Hrázský, 2007).
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Na Chrudimsku se monitorováním invazních druhů zabývá společnost Centaurea

(Horník, 2009) a na Liberecku organizace Armillaria (Morávková, 2009). Jednotlivé správy

chráněných krajinných oblastí sledují výskyt konkrétních invazních druhů v dané oblasti

například v rámci inventarizačních průzkumů nebo při plnění plánů péče. V rámci Programu

péče o krajinu probíhá monitoring efektivity opatření k likvidaci invazních druhů obecně

(Pánek, 2009).

Metody likvidace

Netýkavky jsou jednoleté rostliny a nevytvářejí podzemní orgány, které by přežívaly

do dalších let. Jejich semena však mohou přežívají v půdě až šest let a je tedy nutné veškeré

zásah opakovat více let po sobě (Pánek, 2009).

Při mechanickém zneškodňování se doporučuje několikrát za sezónu vytrhávání

rostlin, nebo jejich sekání v době před vykvetením a vytvořením semen, s následným

usušením a spálením, popř. kompostováním. Důležitá je správná doba zásahu, protože semena

jsou někdy schopná klíčení ještě před dozráním, a proto je vhodné zlikvidovat porost ještě

před květem. Následně je nutné zabezpečit lokalitu před novou invazí těchto i jiných druhů

vhodným managementovým opatřením, např. pastvou, nebo kosením (Pánek, 2009).

V Rakousku a Německu je metodika podobná, upřednostňuje se též mechanické

zneškodnění. Netýkavka žláznatá se nejčastěji pokosí a odveze, nebo je ponechána na místě.

Pokud se jedná o velkou plochu může být použit i mulčovač, na březích a menších plochách

se využívá křovinořez či ruční vytrhávání. Je doporučováno provádět zásah až při výskytu

prvních květů, většinou tedy koncem července, záleží však na oblasti výskytu. (Essl et Walter,

2005; Schmitz, 2007; Follak, 2009).

Pokud je prováděna chemická likvidace, je nejčastěji používán Roundup Bioaktiv. V

okolí vodních toků je žádoucí použití přípravků, které nejsou toxické pro vodní organismy.

Jejich seznam je možno si vyžádat na oddělení metod ochrany rostlin SRS (Lvončík, 2009).

Použití herbicidů v Německu je principiálně možné na základě povolení, obzvláště pokud se

jedná o oblast vodního toku (Schmitz, 2007).

Možnost biologické likvidace netýkavek je studována například v Anglii, kde

probíhají pokusy s potenciálními nepřáteli, konkrétně s parazitickými druhy hub (Phoma spp.

a Puccinia spp.) a s třásněnkami (Taeniothrips spp.) (Tanner, 2009). Dále se zkoumá možné

využití určitého druhu obaleče (Pristerognatha fuligana) (Burkhart et Nentwig, 2008). Je
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však potřeba velké obezřetnosti a analyzovat i potenciální rizika těchto druhů na stávající

flóru a faunu v dané oblasti.

2.4. Rostlinné invaze

Rostlinným invazím je věnována pozornost mnoho let a byla již napsána řada studií na

toto téma (např. Pyšek et al., 1998; Richardson et al., 2000; Hulme, 2006; Nehrbass et al.,

2007; Hejda et al., 2009 a další). Většina autorů používá různé pojmy při studiu rostlinných

invazí. Objasněním terminologie se zabývá například Pyšek (1995) a Richardson et al. (2000).

Podle Richardsona (2000) se za invazní druh označuje takový zavlečený druh, který vytváří

reproduktivní potomstvo schopné rychlého šíření a překonávání velkých vzdáleností.

Úspěšnost invaze je dána populačně biologickými vlastnostmi potencionálního invazního

druhu. Těmi jsou například velké množství malých semen, velká počáteční růstová rychlost,

šíření pomocí zvěře, vody atd. (Pyšek et Prach, 1997). Další výhodou pro následné

rozšiřování invazního druhu bývá nepřítomnost nepřátel v nově osídleném území (Hierro at

Callaway, 2003).

Netýkavky se rozšiřují výhradně semeny pomocí autochorie. Pletivo centrálního

sloupku v pukavé tobolce je v době zralosti značně napjato. Při doteku nebo otřesu se oddělí

plodolisty, prudce spirálně se stočí a vymrští semena daleko od mateřské rostliny, u

netýkavky žláznaté až na vzdálenost 7 m (Aichele et Golte-Bechtle, 2005; Schmitz, 2007). V

blízkosti vodních toků jsou pak unášena vodou na další místa. Semena přežívají až 18 měsíců

a jedna rostlina je schopna vyprodukovat až 32 000 semen na m2 u netýkavky žláznaté, 10

000 semen na m2 u netýkavky malokvěté (EPPO, 2009). V roce 2006 byl studován vliv

netýkavky žláznaté na složení břehové vegetace na šesti českých řekách. Ukázalo se, že po

odstranění netýkavek se původní vegetace obnoví bez negativních důsledků na druhovou

diverzitu. Vícerozměrná analýza neodhalila žádný efekt invaze na složení druhů, ale jejich

hierarchie se po invazi změnila. Netýkavka žláznatá se stala dominantní na úkor vysokých

původních nitrofilních druhů. Ukázalo se tedy, že zde není hrozba ztráty rozmanitosti v

napadené oblasti (Hejda et Pyšek, 2006).

Na druhou stranu podle vyjádření organizace EPPO (European and Mediterranean

Plant Protection Organization) má netýkavka žláznatá negativní vliv na biodiverzitu a

původní floru. Přesto i zde se potvrzuje, že flora je pouze redukována díky vyšší konkurenční

schopnosti netýkavky, ale není zcela potlačena. Rostliny, které dokončují svůj životní cyklus

na jaře nebo v časném létě jsou netýkavkou ovlivněny minimálně. Na původní rostliny ale
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působí také tím, že díky silné sladké vůni a velkému množství nektaru odlákává opylovače

ostatním rostlinám a působí tak negativně na reprodukční schopnosti původních druhů. Na

divokou faunu působí pozitivně. Přitahuje například různé mšice a hmyz, které jsou potravou

pro různé členovce (EPPO, 2009).

 Vliv netýkavky malokvěté na biodiverzitu kolísá v závislosti na stanovištních

podmínkách. Někdy se uvádí, že netýkavka malokvětá má vyšší konkurenční schopnosti než

netýkavka nedůtklivá nebo další původní rostliny, ale důkazy nasvědčují tomu, že by to bylo

pravdivé pouze v případě, že by podmínky pro domácí druhy musely být suboptimální. Úplné

vytlačení původních druhů netýkavkou malokvětou nebylo prokázáno (EPPO, 2009).

2.5. Alelopatie

Pojem alelopatie byl zaveden Molischem v roce 1937 a je odvozen z řeckých slov

allelon (navzájem) a pathos (trpět). Mezinárodní společnost pro alelopatii ho v roce 1996

definovala jako proces zahrnující produkci sekundárních metabolitů rostlinami,

mikroorganismy, viry a houbami, který ovlivňuje růst a vývoj zemědělských a biologických

systémů (nepočítaje živočichy), včetně pozitivních a negativních účinků (Kruse et al., 2000).

Častěji se však používá definice podle Mullera (1970), který vymezuje alelopatii jako

biochemickou interakci mezi rostlinami (Harborne, 1993). Látky, které jsou uvolňovány z

rostlin a působí alelopaticky na jiné rostliny, označujeme jako alelochemikálie. Jsou za ně

považovány mnohé sekundární metabolity, jako například fenoly, flavony, isoflavony,

alkaloidy, saponiny, terpeny, mastné kyseliny a jiné (Klejdus et Kubáň, 1999).

Alelochemikálie se vyskytují v různých rostlinných částech v rozdílném množství. Do

prostředí se dostávají prostřednictvím kořenových výměšků, z nadzemních částí, rozkladem

rostlinného materiálu, mikrobiální aktivitou a agronomickými zásahy (Klejdus et Kubáň,

1999; Kobayashi, 2004). U citlivých rostlin svým působením většinou negativně ovlivňují

klíčivost semen, růst a celkový vývoj dané rostliny (Kruse et al., 2000). Tím si pro sebe

zajišťují optimální životní podmínky.

V zemědělství je známá autotoxicita některých plodin, kdy uvolňují do prostředí

alelochemikálie, které jsou i pro ně samotné toxické. To bylo prokázáno například u vojtěšky

seté (Medicago sativa), jetele (Trifolium spp.), chřestu lékařského (Asparagus officinalis),

pšenice seté (Triticum aestivum L.) atd. (Kruse et al., 2000; Chon et Kim, 2002; Wu et al.,

2007).
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Při objasňování úspěšnosti mnohých polních plevelů byl prokázán jejich alelopatický

účinek na klíčivost semen kulturních plodin, např. u pýru plazivého (Elytrigia repens), pcháče

osetu (Cirsium arvense), ptačince prostředního (Stellaria media), merlíku bílého

(Chenopodium album) (Kruse et al., 2000; Samad et al., 2008). Stejné účinky byly též

potvrzeny u invazních druhů rodu Reynoutria (Cvrčková et al., 2007; Šerá et. al, 2008).

V současnosti se ubírá směr výzkumu v oblasti zemědělství na potenciální využití

alelopatických látek pro přípravu přirozených herbicidů (Klejdus a Kubáň, 1999; VanTine et

Verlinden, 2003; Huang et Chou, 2005). Například v Turecku byl testován přírodní produkt

Dopa z rostliny Mucuna pruriens, u kterého byly prokázány potlačující účinky na vybrané

druhy plevelů, aniž by došlo k negativnímu ovlivnění sledovaných kulturních plodin (Topal et

Kocaçalişkan, 2006). Podobný účinek na testované plevele měl i parthenin, který byl

izolovaný z rostliny Parthenium hysterophorus (Datta et Saxena, 2001; Bathis et al., 2002a,

2002b, 2006).

Rostliny vylučující alelochemikálie mohou vykazovat i pozitivní účinky. Například

byl prokázán pozitivní vliv koukolu polního (Agrostemma githago) na růst a výnos pšenice

seté. Z koukolu se uvolňuje agrostemin, který působí jako biostimulátor (Malik a Williams,

2005). Při testování vodných extraktů z listů plevelných druhů dvouzubce chlupatého (Bidens

pilosa) a řeřichy virginské (Lepidium virginicum) byl prokázán stimulační účinek na růst

kukuřice seté (Zea mays L.) (Kahl, 1987).

Studium allelopatických vlastností mimo laboratorní podmínky je vždy složitější v

tom, že ovlivnění cílové rostliny nemusí být vyvoláno pouze metabolity vyloučenými ze

zdrojové rostliny, ale díky vysoké heterogenitě prostředí i jinými organismy (Procházka et al.,

1998).

2.6. Obsahové látky netýkavek

V netýkavkách se nachází různé spektrum biologicky aktivních látek. U druhů

vyskytujících se u nás byly detekovány deriváty naftochinonu, kávové kyseliny a kvercetinu

(Lobstein et al., 2001; Šerá et al., 2005). V literatuře je možno najít údaje o obsahových

látkách dalších druhů netýkavek, především u netýkavky balzamíny, která je podrobně

chemicky studována. V jejích rostlinných částech byly nalezeny například deriváty

naftochinonu, kumarinu, kaempferolu a řada antimikrobiálních peptidů (AMPs)

(Panichayupakaranant et al., 1995; Sankawa, 1995; Patel et al., 1998; Bernards, 2001; Hisae

et Ishiguro, 2002; Thevissen et al., 2005; Lim et al., 2007; Ding et al., 2008). V květech
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Impatiens textori Miq. byly objeveny deriváty malvidinu (Tatsuzawa et al., 2009). Z kořenů

Impatiens pritzellii Hook, f. (var. hupehensis) byly izolovány tři nové triterpenoidní saponiny

a to impatipriny typu A,B a C (Zhou et al., 2007a), dále například alfa-spinasterol a stearová

kyselina (Zhao et al., 2005). V květech netýkavky nedůtklivé byly detekovány karotenoidy

(violaxanthin, lutein) (Hatcher, 2003).

Látky obsažené v netýkavkách mají většinou antikancerogenní, antimikrobiální,

antifungicidní, antipruritické (proti svědění) a antidermatické (protizánětlivý) účinky. Díky

těmto vlastnostem jsou ve světě extrakty z některých druhů netýkavek využívány v tradičním

domácím léčitelství. Například v Číně je běžně používán extrakt z kořenů Impatiens pritzellii

k léčení revmatoidní artritidy a k akutním bolestem břicha (Zhou et al., 2007b), v Americe se

využívá extrakt z Impatiens capensis nebo Impatiens pallida při bodnutí hmyzem a proti

popáleninám z jedovatce kořenujícího (Toxicodendron radicans) (Becker, 2001), v Anglii se

komerčně vyrábí kožní mast obsahující extrakt z květů netýkavky žláznaté (prodejná i v ČR)

(FloraCura, 2009).

Naftochinony

Naftochinony patří mezi sekundární metabolity a jsou produkovány různými druhy

rostlin, hub a mikroorganismů. V buňkách se vyskytují ve vakuolách, kde jsou většinou

rozpuštěny ve formě glykosidů. Od základní struktury naftochinonů (Obr. 5.) se dále odvíjí

různé deriváty, které jsou pojmenovány často podle organismu, ve kterém byly určeny.

Naftochinony jsou významné díky široké škále vlastností, která se u nich prokázala.

Byla zjištěna fytotoxicita, antikancerogenní, antimikrobní, antifungální, antivirální a

antiparazitální účinky (Babula et al., 2004). V tradiční medicíně, především v Asii a Jižní

Americe, se rostliny s obsahem naftochinonů využívají k léčbě nádorových onemocnění

(Babula et al., 2004). V lékařství se používají například extrakty z rosnatky okrouhlolisté

(Drosera rotundifolia) obsahující naftochinony droseron, methyljuglon a plumbagin, které

uvolňují hlen z dýchacích cest (Budzianowski, 2000; Babula et al., 2004; Hohtola et al.,

2005).

Rostlinné naftochinony vznikají šesti možnými biosyntetickými cestami, podle toho, o

jakou čeleď či rod se jedná. Základním prekurzorem biosyntézy většiny naftochinonů je

kyselina šikimová (Babula 2004). Na Obr. 6. je znázorněno schéma jedné z možných cest

biosyntézy.
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a) b) c)

Obr. 5. Základní struktura naftochinonua), lawsonb), 2-methoxy-1,4-naftochinonc)

 Obr. 6. Biosyntéza juglonu a  droseronu (Babula, 2004)

Kávová kyselina

Je jednou z nejběžnějších fenolických kyselin, často se vyskytující v ovoci, obilninách

a potravních doplňcích (Jiang et al., 2005; Jung et al., 2006). Od jejího základního vzorce

(obr. 7.) jsou odvozeny různé deriváty, které se řadí do pěti kategorií a to na základě počtu

jednotek kávové kyseliny a podle typu navázaných glykosidů a esterů (monomery, dimery,

atd.) (Lim et al., 2003; Jiang et al., 2005).

Kávová kyselina má v rostlinách klíčovou roli při metabolismu fenylpropanoidů a dále

působí jako prekurzor pro biosyntézu ligninu (Lim et al. 2003).

Její deriváty hrají významnou roli v prevenci nemocí. Byly u nich zjištěny

antioxidační, antikancerogenní, antivirální, antihypertenční, antitrombózní, antidiabetické a

další vlastnosti (Jiang et al., 2005; Jung et al., 2006; Song et al., 2008).

 

O
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Obr. 7. Strukturní vzorec kávové kyseliny
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Kvercetin

Kvercetin (Obr. 8.), patřící mezi flavonoidy, se běžně vyskytuje v rostlinách a potravě

většinou ve formě glykosidů. Vysoký obsah kvercetinu a jeho derivátů byl zjištěn u mnoha

druhů zeleniny a ovoce, v čaji, červeném víně (Lakhanpal et Rai, 2007; Jakubowicz-Gil,

2008). Mezi známé glykosidy odvozené od kvercetinu patří rutin, avikularin, rejnoutrin,

isokvercitrin, kvercimeritrin, hyperin a kvercitrin (Velíšek, 2002).

Obecně u flavonoidů, a tedy i u kvercetinu byly popsány významné vlastnosti pro

lidské zdraví a to především antioxidační, dále antivirální, antikancerogenní a protizánětlivé

vlastnosti (Pietta, 2000; Havsteen, 2002). Jeho příjem v potravě hraje tedy důležitou roli.

 

Obr. 8. Strukturní vzorec kvercetinu

2.7. Testy toxicity

Vliv chemických sloučenin na životní prostředí je stále více sledován díky neustále se

rozvíjejícímu chemickému průmyslu. Ke zjištění či odhadu možného toxického vlivu

testované látky na živé organismy a jejich prostředí slouží testy toxicity. Je to experimentální

metoda, pomocí které se sleduje odpověď organismu vystaveného působení toxické látky.

Testy toxicity lze rozdělit na dvě skupiny a to testy zaměřené na odhad možných toxických

účinků na člověka a testy s cílem získat informace o možných nepříznivých účinků látek na

životní prostředí (Kočí, 2006).

Pro testy toxicity vyšších rostlin se standardně používají semena hořčice bílé (Sinapis

alba), které mají velmi dobrou klíčivost. Metodika byla popsána Ministerstvem životního

prostředí pro ekotoxicitu odpadu a dále Vysokou školou chemicko – technologickou, kde byla

popsána metodika pro testování toxicity odpadních vod (Kočí et al., 2001; Křenek, 2007).

Základem testů je vložení určitého počtu semen (obvykle 30 ks) do Petriho misek,

které jsou vyloženy filtračním papírem. K semenům se přidá extrakt s testovanou látkou a

semena jsou inkubována zpravidla 72 hodin (temno, 20°C). Zároveň je dělána kontrola, kdy
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na semena působí pouze extrakční činidlo bez testovací látky. Po inkubaci se vyhodnocuje

počet vyklíčených semen a délky kořínků a hypokotylů. Test je platný, pokud u kontrol

vyklíčí více jak 90 % semen. Data jsou dále zpracována a statisticky vyhodnocena (Kočí et

al., 2001; Křenek, 2007).

Hořčice bílá patří do čeledi brukvovitých (Brassicaceae) a pochází z jihovýchodního

Středomoří. Je jednoletou olejninou dosahující výšky do 150 cm. Žlutě zbarvené květy jsou

oboupohlavné čtyřčetné s chlupatými stopkami. Zpočátku tvoří klubkaté květenství, později

protáhlé hrozny. Doba kvetení záleží na době výsevu. Plodem jsou bíle štětinaté šešule. Žlutá

semena kulovitého tvaru dosahují velikosti 1,5 - 4 mm. Po vyklíčení vyrůstá jednoduchý

kořen s hypokotylem. Kvetoucí rostliny jsou opylovány nejčastěji včelami, kterým poskytují

potravu v letním a podzimním období. Pro pěstování jsou vhodné hlinitopísčité půdy, dobře

hnojené s neutrální půdní reakcí (Kočí et al., 2001).

Z hospodářského hlediska se hořčice pěstuje především pro semeno, ze kterého se

vyrábějí doplňky jídel. Vylisovaný olej ze semen je využíván v potravinářském průmyslu,

déle ve farmaceutickém a kosmetickém průmyslu (Kočí et al.).

V pokusech jsme testovali toxicitu i na jiných semenech, a to na semenech řepky

olejky a merlíku bílého.

Řepka olejka je jednoletá kulturní plodina patřící do čeledi brukvovitých

(Brassicaceae) a dosahuje výšky do 120 cm. Kořen má silný, dolní lodyžní listy jsou

peřenosečné, řapíkaté, horní jednoduché a přisedlé. Žluté květy tvoří hrozny, plody jsou

šešule. Semena mají palčivou chuť. Obecně se pěstuje na polích, odkud zplaňuje na jejich

okraje a podél komunikací nebo je zavlékána na rumiště, železniční nádraží, do areálů továren

zpracovávajících olejniny, do přístavů a okolí sil (Kocián, 2009).

Merlík bílý patří do čeledi merlíkovité (Chenopodiaceae), mezi významné jednoleté

polní plevele dorůstající do výšky až 150 cm. Lodyha je přímá. Listy má střídavé, světle

modrozelené, vejčité až kopinaté, okraje jsou zubaté. Kořen je kůlovitý, často větvený. Květy

jsou drobné, oboupohlavné s pětičetným okvětím. Květenství je lichoklasnaté až licholatnaté.

Plody jsou drobné, až 1,4 mm dlouhé nažky. Semena jsou černá, lesklá, nebo hnědavá až

nažloutlá. Rozmnožuje se generativně. Na jedné rostlině může dozrát až 20 000 nažek.

Semena mají dlouhou dormanci a nepravidelnou klíčivost (Hron et Kohout, 1988; Aichele et

Golte-Bechtle, 2005).

Testy ekotoxicity se mohou stanovovat na dalších organismech, např. se využívají

vláknité zelené řasy (rod Cladophora, Rhizoclonium), ryby (živorodka duhová - Poecilia
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reticulata a danio pruhovaný - Brachydanio  rerio), korýši (hrotnatka  obecná - Daphnia

magna),  chlorokokální  řasy  druh (Scenedesmus  quadricauda, Scenedesmus  subspicatus) a

další. Toxicita se podle rychlosti působení látek na daný organismus rozlišuje na akutní (do

několika minut, hodin) a chronickou (týdny, měsíce) (Ambrožová, 2003).

2.8. Legislativa

Netýkavka žláznatá do roku 2006 podléhala monitoringu státní rostlinolékařské správy

na základě vyhlášky č. 330/2004 Sb., o opatřeních proti zavlékání a šíření škodlivých

organismů rostlin a rostlinných produktů, kde byla vedena v příloze č. 8. v seznamu invazních

škodlivých organismů. Tato vyhláška byla novelizována vyhláškou č. 493/2006 Sb., a

netýkavka byla ze seznamu vyškrtnuta. Důvodem pro vyškrtnutí byl fakt, že k této rostlině

není k dispozici analýza rizika. Netýkavka tedy není stanovena jako invazní z hlediska

právních předpisů o rostlinolékařské péči v ČR (Růžička, 2009).  Přesto je i nadále podle

obecných definic brána z pohledu ochrany přírody za nebezpečný nepůvodní druh se značným

invazním potenciálem.

Z hlediska právních předpisů o rostlinolékařské péči se na netýkavky, stejně jako na

další plevelné rostliny, vztahuje ustanovení § 3 odst. 1 písm. a) zákona č. 326/2004 Sb., o

rostlinolékařské péči a o změně některých souvisejících zákonů, v platném znění, které ukládá

fyzickým nebo právnickým osobám, které pěstují, vyrábějí, zpracovávají anebo uvádějí na trh

rostliny, rostlinné produkty nebo jiné předměty, a vlastníkům pozemků nebo objektů nebo

osobám, které je užívají z jiného právního důvodu, povinnost zjišťovat a omezovat výskyt a

šíření škodlivých organismů včetně plevelů tak, aby nevznikla škoda jiným osobám nebo

nedošlo k poškození životního prostředí anebo k ohrožení zdraví lidí nebo zvířat (Růžička,

2009).

V legislativě ČR chybí přesné definování pojmu invazního druhu. Ministerstvo

životního prostředí vykládá tento pojem podle zákona č. 114/1992 Sb., o ochraně přírody a

krajiny, § 5 odst. 4, kde je definován pojem geograficky nepůvodní druh, což je druh rostliny

nebo živočicha, který není součástí přirozených společenstev určitého regionu.

Z mezinárodních úmluv je důležitá úmluva o biologické rozmanitosti, kde je v čl. 8 (h)

uvedeno, že bude prováděna kontrola, případné vyhubení těch cizích druhů, které ohrožují

ekosystémy, přírodní stanoviště nebo druhy (CBD, 1992).
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3. Materiál a metody

3. 1. Lokality a odběry materiálu

Lokality

Listy

Impatiens glandulifera – přítok Malše, u obce Chodeč, sběr 26.7.2006

Impatiens parviflora a Impatiens noli-tangere – řeka Stropnice, U Želízků, sběr 26.7.2006

Impatiens parviflora – ul. na Sádkách (ČB), intravilán obce, sběr 16.7.2007

Nadzemní části (směs: stonky, květy, listy)

Impatiens glandulifera – Boršov, sběr 20.7.07

Impatiens parviflora a Impatiens noli-tangere – u Strážkovic, sběr 18.7.07

Kořeny

Impatiens glandulifera - Boršov, sběr 22.8.08

(mapy jednotlivých lokalit sběru v příloze 5.)

Sběr materiálu

Sběr listů a nadzemních částí byl proveden z různých jedinců příslušného druhu v

dopoledních hodinách, kdy již není na listech rosa a zároveň ještě neprobíhají naplno

asimilační procesy. Při sběru bylo sucho a byly sbírány jen nepoškozené, zdravé části rostlin.

Sebraný materiál byl dále sušen při zastínění a laboratorní teplotě (22°C). Poté byl jemně

umlet na nožovém mlýnku.

Sběr kořenů probíhal též v dopoledních hodinách. Kořeny byly zbaveny půdy,

opláchnuty vodou, zmraženy, lyofilizovány a poté umlety jako předchozí materiál.

3.2. Příprava extraktů

1) naváženo 3,5 g sušeného, jemně rozemletého vzorku

2) přidáno 80 ml příslušného extrakčního činidla (100% methanol (MeOH), 100%

    dichlormethan (DCM) nebo horká destilovaná voda (90°C)

3) extrakce – protřepávání extraktu hodinu ve tmě, další hodinu ponechání v klidu

4) filtrace přes skleněný filtr

5) sediment promyt 2 x 15 ml příslušného extrakčního činidla

6) filtrace přes skleněný filtr, filtráty spojeny a objem upraven na 100 ml příslušným

    extrakčním činidlem (Obr. 9.)
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7) odběr 1ml pro další analýzy (HPLC - High pressure liquid chromatography)

8) uskladnění methanolových a dichlormethanových extraktů v lednici (-4°C), vodných

    v mrazáku (-18°C).

 

Obr. 9. Příprava extraktů

3.3. Měření extraktů na HPLC

Podmínky separace:

Mobilní fáze A: 5% acetonitrilu, 0,1% ortofosforečné kyseliny, destilovaná voda

Mobilní fáze B: 80% acetonitrilu, 0,1% ortofosforečné kyseliny, destilovaná voda

Pro měření byl použit tento gradient: 0%B ...0. min

45%B ...55. min

80%B ... 65. min

Průtok byl 0,25 ml.min-1. Dělení i s promýváním probíhalo při teplotě 25°C při zapojeném

degazéru. Byla použita kolona Phenomenex Luna C18(2), 3 µm, 2 x 150 mm. Záznam byl

proveden v celém rozsahu spektra (190 – 600 nm). Identifikace látek byla provedena podle

standardů (porovnání retenčních časů a UV spekter). Schéma HPLC je zobrazeno na Obr. 10.

Data byla vyhodnocena programem ChemStation.
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Obr. 10. Schéma HPLC

3.4. Testy klíčivosti

Testy klíčivosti byly provedeny na semenech hořčice bílé, řepky olejky a merlíku

bílém. Pro každý typ extraktu a pro kontroly bylo připraveno 5 Petriho misek po 30

semenech, u merlíku bílého po 50 semenech, tzn. pro každý typ extraktu a kontroly bylo

testováno celkem 150 semen, u merlíku 250 semen

3.4.1. Příprava testů klíčivosti

1) vložení 3 ks filtračního papíru (typ KA4) do Petriho misky o průměru 9 cm

2) přidání 6 ml rostlinného extraktu, u kontrol pouze čisté extrakční činidlo

3) ponechání misek obsahujících DCM a MeOH (vzorky i kontroly) při pokojové teplotě,

    dokud se extrakční činidla zcela neodpařila, pak přidáno do těchto misek 6 ml H2O

4) podle šablony bylo vloženo do každé misky 30 semen testované rostliny

5) uzavření misek a inkubace v termostatu 48 h ve tmě a při 22°C

DAD
detektor

  termostat fluorescenční
detektor

vakuový
degazér

 pumpa
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3.4.2. Vyhodnocení testů klíčivosti

1) počet vyklíčených semen

2) milimetrovým pravítkem změřena délka kořínku a hypokotylu (Obr. 11.)

3) údaje zapsány do tabulek a následně statisticky vyhodnoceny

A)   B)

C) 

Obr. 11. Fotodokumentace měření morfometrických charakteristik. A) a B) rozdíly v

klíčivosti semen v porovnání s kontrolami – methanolové (MeOH) a dichlormethanové

extrakty (DCM). C) Vyznačení hypokotylu a kořínku u semena řepky olejky. Popis: 1 –

zbytky osemení; 2 – dělohy; 3 – hypokotyl; 4 – kořínek. Přerušovanou čárou je znázorněn

předěl hypokotylu od kořínku.
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3.5. Statistika

Počty klíčících semen byly přepočteny na procenta a z důvodů „normalizace dat“ byla

použita arcsin transformace. Za stejným účelem byla u morfometrických dat (délky kořínků a

hypokotylů) použita logaritmická transformace. Pro výpočty morfometrických charakteristik

byla data zprůměrována (průměr na jednu Petriho misku) a pak bylo počítáno jen s těmito

průměry.

Získaná data byla analyzována ve statistickém programu STATISTICA (Statistica

1999). Pro souhrnné hodnocení výsledků byla použita jednofaktorová ANOVA a pro

mnohonásobné porovnání Tukey HSD test (hladina významnosti p < 0,05). Vysvětlujícími

proměnnými byly treatmenty a příslušné kontroly. Vysvětlované proměnné byly počty

klíčících semen, délky kořínků a hypokotylů.

3.6. Použité chemikálie

Methanol, acetonitril – LiChrosolv (R), Merck

Dichlormethan – SupraSolv (R), Merck

Kyselina ortho-fosforečná – Fluka

Destilovaná voda

Kávová kyselina, kvercetin, katechin, epikatechin, 2-methoxy-1,4-naftochinon a 2-hydroxy-

1,4-naftochinon  (Sigma-Aldrich)

3.7. Testovaná semena

Semena hořčice bílé (Sinapis alba, odrůda Veronika), řepky olejky (Brassica napus, odrůda

Oponent), semena merlíku bílého (Chenopodium album agg.) (Příloha 6.).

Vysvětlivky – použity v následujících tabulkách

IG – Impatiens glandulifera, INT – Impatiens noli-tangere, IP – Impatiens parviflora, K –

kontroly, H2O – vodný extrakt, H2O ř. – ředěný vodný extrakt 1:1, MeOH – methanolový

extrakt, DCM – dichlormethanový extrakt, Ø – průměr, SD – směrodatná odchylka, HSD –

Tukey test.
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4. Výsledky a diskuse

V tabulce 1. je znázorněno schéma pokusů. Nejprve byl proveden test klíčivosti na

semenech hořčice bílé při působení extraktů z listů netýkavek. Podle výsledků, které

prokázaly toxicitu extraktů, byly navrženy další potřebné pokusy.

Tab. 1. Schéma provedených pokusů

hořčice bílá řepka olejka merlík bílý
listy IG

INT
IP
K

H2O, MeOH, DCM
H2O, MeOH, DCM
H2O, MeOH, DCM
H2O, MeOH, DCM

H2O, MeOH, DCM
H2O, MeOH, DCM
H2O, MeOH, DCM
H2O, MeOH, DCM

H2O
H2O
H2O
H2O

H2O, MeOH - -
H2O, MeOH - -
H2O, MeOH - -

nadzemní části IG
INT
IP
K H2O, MeOH - -

H2O, MeOH, DCM - -kořeny IG
K H2O, MeOH, DCM - -

4.1.Vliv extraktů na klíčivost semen hořčice bílé

4.1.1. Vliv extraktů z listů na semena hořčice bílé

Data uvedená v následujících tabulkách byla počítána pouze z počtu vyklíčených

semen. Z údajů uvedených v tabulce 2. vyplývá, že vysoce toxické jsou vodné a methanolové

extrakty. U nich byla podle Tukeyho HSD testu statisticky prokázána nízká klíčivost a vysoký

inhibiční účinek na délku kořínků a hypokotylů v porovnání s kontrolou. Hypokotyl byl v

tomto případě měřitelný pouze u vodného extraktu netýkavky malokvěté. U

dichlormethanového extraktu se statisticky lišil průměrný počet vyklíčených semen v

porovnání s kontrolou pouze u netýkavky žláznaté, což naznačuje její toxicitu. U zbylých

dvou druhů nebyl statisticky prokázán jejich vliv na průměrný počet vyklíčených semen. Byl

však i zde prokázán inhibiční účinek na délku kořínků a hypokotylů, i když menší než u

předchozích dvou extraktů. Délka kořínků byla u dichlormethanového extraktu v průměru

3,6 x a délka hypokotylů 2,7 x menší než u kontroly. Menší účinnost dichlormethanového

extraktu může být způsobena tím, že látky vyextrahované dichlormethanem jsou nepolární, ve

vodě nerozpustné nebo jen málo rozpustné a tyto látky se nedostanou do semen.

Průměrná délka kořínků a hypokotylů u všech třech typů extraktu se statisticky nelišila

mezi jednotlivými druhy (vztah a-a). Z hlediska průměrného počtu vyklíčených semen se
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statisticky nelišila netýkavka žláznatá a nedůtklivá, ostatní druhy se mezi sebou prokazatelně

lišily.

Tab. 2. Vliv vodných, methanolových a dichlormethanových extraktů z listů netýkavek na

klíčivost semen hořčice bílé.

Počet semen Kořínek [mm] Hypokotyl [mm]Rostlinný
extrakt Ø SD HSD Ø SD HSD Ø SD HSD

IG 0,40 0,55 a 0,07 0,05 a 0,00 0,00 a
INT 1,00 0,71 a 0,05 0,02 a 0,00 0,00 a
IP 6,20 3,11 b 0,49 0,31 a 0,17 0,25 a

H2O

K 28,80 1,64 c 16,41 2,15 b 5,30 0,78 b
IG 3,00 0,00 a 0,10 0,00 a 0,00 0,00 a
INT 4,80 2,68 a 0,16 0,09 a 0,00 0,00 a
IP 11,40 2,51 b 0,41 0,08 a 0,00 0,00 a

MeOH

K 28,80 0,45 c 16,19 1,30 b 3,58 0,34 b
IG 21,60 4,28 a 4,77 2,14 a 1,74 0,82 a
INT 25,00 3,08 ab 5,25 2,77 a 1,37 0,72 a
IP 27,80 1,64 b 4,77 0,45 a 2,07 0,26 a

DCM

K 28,20 1,30 b 17,69 4,36 b 4,61 0,64 b

Z Obr. 12. a z tabulky 2. je zřejmé, že vodné a methanolové extrakty jsou vysoce

účinné, přičemž vodný je více účinnější než methanolový. Dichlormethanové extrakty neměly

téměř žádný významný vliv na počet vyklíčených semen ve srovnání s kontrolou. Nejvíce

byla ovlivněna klíčivost po působení vodného extraktu z netýkavky žláznaté, kdy vyklíčilo

pouze 1,4% semen hořčice. Průměrná klíčivost semen v kontrole byla 95,3 %, což potvrzuje

čistotu semen hořčice bílé. V případě poklesu klíčivosti u kontroly pod 90 % (Křenek, 2007)

by byl test nerelevantní, protože by to mohlo poukazovat na znečištění semen hořčice a

nebylo by možno porovnat kontrolu s testovanými rostlinnými extrakty.
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Obr. 12. Vliv vodných, methanolových a dichlormethanových extraktů z listů netýkavek na

počet vyklíčených semen hořčice bílé

4.1.2. Vliv extraktů z nadzemních částí na semena hořčice bílé

Na základě zjištění, že dichlormethanové extrakty z listů jsou méně účinné, byly

testovány u nadzemních částí pouze vodné a methanolové extrakty. Podle Tukeyho HSD testu

byl prokázán toxický účinek extraktů na klíčení semen u všech netýkavek. Vliv extraktů z

jednotlivých druhů netýkavek byl rozdílný (Tab. 3.). Vodné a methanolové extrakty

z netýkavky žláznaté a nedůtklivé působily stejně toxicky na průměrný počet vyklíčených

semen. Průměrná délka kořínků a hypokotylů se statisticky lišila u jednotlivých druhů oproti

kontrole, což dokazuje inhibiční účinky, ale nelišila se mezi jednotlivými druhy netýkavek.
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Tab. 3. Vliv vodných a methanolových extraktů z nadzemních částí netýkavek na klíčivost

semen hořčice bílé.

Počet semen Kořínek [mm] Hypokotyl [mm]Rostlinný
extrakt Ø SD HSD Ø SD HSD Ø SD HSD

IG 1,00 1,00 a 0,06 0,02 a 0,00 0,00 a
INT 0,00 0,00 a - - - - - -
IP 7,60 3,44 c 0,39 0,53 a 0,00 0,00 a

H2O

K 29,80 0,45 b 9,71 1,14 b 3,07 0,21 b
IG 0,40 0,55 a 0,03 0,00 a 0,00 0,00 a
INT 0,60 0,55 ac 0,03 0,00 a 0,00 0,00 a
IP 6,40 6,50 c 0,27 0,28 a 0,00 0,00 a

MeOH

K 28,00 0,71 b 6,53 0,98 b 2,66 0,10 b

Z Obr. 13. je patrné, že po působení vodného extraktu z netýkavky nedůtklivé

nevyklíčilo žádné semeno a ukazuje to tedy na silnou toxicitu tohoto extraktu. Průměrná

klíčivost  u kontroly byla 96,3 % .
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Obr. 13. Vliv vodného a methanolového extraktu z nadzemních částí netýkavek na počet

vyklíčených semen hořčice bílé
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4.1.3. Vliv extraktů z kořenů na semena hořčice bílé

Semena hořčice byla testována na působení všech tří typů rostlinných extraktů. Bylo

potřeba otestovat, zda mají stejný vliv i extrakty z podzemních částí, kde je rozdílné spektrum

a množství látek. Pro pokus byla vybrána netýkavka žláznatá, jejíž extrakty z listů a

nadzemních částí se ukázaly v předešlých testech jako vysoce toxické. Dále byl zkoumán vliv

zředěného vodného extraktu v poměru 1 : 1 oproti nezředěnému. Zde se ukázalo, že

nezředěný extrakt je mnohem toxičtější než zředěný. Ten se významně statisticky nelišil v

průměrném počtu vyklíčených semen v porovnání s kontrolou. Byl však u něj prokázán

inhibiční účinek na délku kořínků a hypokotylů (Tab. 4.). Nejtoxičtěji působil methanolový

extrakt, kdy nevyklíčila žádná semena hořčice. Dichlormethanový extrakt působil zcela

netoxicky, nebyl zde prokázán žádný inhibiční účinek, jako v předchozích pokusech. Na

základě vyhodnocení Tukeyho HSD testu se ani v jednom parametru (počet semen, délka

kořínku, hypokotylu) nelišil od kontroly, lze však předpokládat, že by mohl mít tendenci ke

stimulaci klíčivosti semen hořčice bílé.

Ze získaných výsledků vyplývá, že nejvíce toxické byly extrakty z nadzemích částí.

Může to být tím, že součástí nadzemních částí byly i květy, které obsahují jiné množství a jiné

spektrum látek. Bylo by vhodné tuto domněnku ověřit v dalších pokusech.

Tab. 4. Vliv vodných, methanolových a dichlormethanových extraktů z kořenů na klíčivost

semen hořčice bílé.

Počet semen Kořínek [mm] Hypokotyl [mm]Rostlinný
extrakt Ø SD HSD Ø SD HSD Ø SD HSD
H2O IG 6,00 3,46 a 0,53 0,40 a 0,13 0,15 a
H2O ř. IG 24,60 2,97 b 3,66 0,56 b 1,73 0,24 b

K 29,00 1,00 b 10,98 1,84 c 3,09 0,15 c
MeOH IG 0,00 0,00 a - - - - - -

K 28,00 1,87 b 8,15 3,74 - 4,19 1,15 -
DCM IG 28,80 1,10 a 11,90 1,93 a 4,11 1,17 a

K 28,00 1,87 a 9,93 1,01 a 3,33 0,22 a

Na Obr. 14. je vidět, že dichlormethanový extrakt měl vyšší klíčivost semen (96%) než

u kontroly (95%). Výrazně toxicky působil methanolový extrakt, po jehož působení

nevyklíčila žádná semena. Též byl významný rozdíl mezi nezředěným vodným extraktem a

ředěným. Bylo by vhodné provést test ještě se zředěným methanolovým extraktem, zda by

měl podobný účinek.
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Obr. 14. Vliv vodných, methanolových a dichlormethanových extraktů z kořenů na počet

vyklíčených semen hořčice bílé.

4.2. Vliv extraktů na klíčivost semen řepky olejky

Po vyhodnocení vlivu jednotlivých extraktů z listů netýkavek na semena řepky olejky

je zřejmé, že extrakty nepůsobily téměř toxicky na průměrný počet vyklíčených semen v

porovnání s kontrolami, byl však viditelný signifikantní rozdíl v délce kořínků a hypokotylů

(Tab. 5.). U vodných extraktů z netýkavky nedůtklivé a malokvěté je zřejmá mírná podpora

klíčivosti semen řepky olejky. Zároveň je zde prokázán inhibiční účinek na délku kořínků a

hypokotylů v porovnání s kontrolou. Nejúčinněji působil methanolový extrakt z netýkavky

žláznaté. Methanolové extrakty z netýkavky nedůtklivé a malokvěté se podle Tukeyho HSD

testu nelišily průměrným počtem vyklíčených semen řepky od kontroly a ani mezi sebou. Byl

u nich však prokázán inhibiční účinek na délku kořínků a hypokotylů. Dichlormethanový

extrakt z jednotlivých druhů netýkavek nepůsobil toxicky na počet vyklíčených semen a délku

hypokotylů v porovnání s kontrolou a ani jednotlivé druhy se mezi sebou nelišily. Statisticky

prokazatelný rozdíl byl pouze v průměrné délce kořínků. Látky vyextrahované

dichlormethanovým činidlem z jednotlivých netýkavek působí na klíčivost semen podobně, v

tomto případě není rozdílný vliv mezi druhem netýkavky.
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Tab. 5. Vliv vodných, methanolových a dichlormethanových extraktů z listů na klíčivost

semen řepky olejky.

Počet semen Kořínek [mm] Hypokotyl [mm]Rostlinný
extrakt Ø SD HSD Ø SD HSD Ø SD HSD

IG 22,20 3,19 a 1,57 0,63 a 0,17 0,16 a
INT 26,80 2,28 b 2,34 0,47 a 0,85 0,22 ab
IP 27,60 1,52 b 2,24 0,56 a 1,39 0,65 b

H2O

K 26,40 2,61 a 14,63 2,49 b 5,35 0,51 c
IG 3,20 3,77 a 0,15 0,15 a 0,00 0,00 a
INT 24,80 2,39 b 0,95 0,04 a 0,01 0,01 a
IP 26,20 1,10 b 1,69 0,19 a 0,40 0,27 a

MeOH

K 27,80 1,30 b 20,13 1,95 b 6,01 0,66 b
IG 28,60 1,34 a 6,58 2,32 a 3,42 0,99 a
INT 26,80 2,17 a 13,58 1,54 b 3,74 0,66 a
IP 27,80 0,84 a 9,31 0,70 a 3,78 0,37 a

DCM

K 28,00 1,58 a 16,69 1,39 c 2,70 0,40 a

Z Obr. 15. je vidět, že pouze methanolový extrakt z netýkavky žláznaté významně

ovlivnil počet vyklíčených semen, u ostatních extraktů jednotlivých druhů se počet

vyklíčených semen blížil počtu u kontrol, v některých případech byl vyšší než u kontroly.

Průměrná klíčivost u kontroly byla 91,3%.
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Obr. 15. Vliv vodných, methanolových a dichlormethanových extraktů z listů netýkavek na

počet vyklíčených semen řepky olejky.
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4.3. Vliv extraktů na klíčivost semen merlíku bílého

Následující tabulka 6. zobrazuje výsledky vlivu vodného extraktu z listů netýkavek na

klíčivost semen merlíku bílého.

Zde bylo nutno provést dva odečty, protože při prvním odečítání semena téměř vůbec

neklíčila. Po dalších čtyřech dnech bylo provedeno druhé odečítání. Při prvním odečítání byl

prokazatelný rozdíl vlivu extraktů z netýkavek na průměrný počet vyklíčených semen merlíku

v porovnání s kontrolou (Obr. 16.). Nebyl však prokazatelný rozdílný vliv na průměrný počet

vyklíčených semen a na délku kořínků a hypokotylů mezi jednotlivými druhy netýkavek. Při

druhém odečítání se nelišil vliv extraktů z netýkavky nedůtklivé na průměrný počet

vyklíčených semen merlíku v porovnání s kontrolou. U netýkavky žláznaté a malokvěté byl

prokázán inhibiční účinek na průměrnou délku kořínků. Vliv na průměrnou délku hypokotylů

byl prokazatelný u netýkavky žláznaté. Působení extraktů z netýkavky nedůtklivé a malokvěté

na průměrnou délku hypokotylů nebylo prokazatelné. Merlík má specifický způsob klíčení,

odlišný od předchozích dvou rostlin. Tím, že má dlouhou dormanci a neklíčí všechna semena

najednou, ale postupně, si zachovává odolnost vůči nepříznivým podmínkám.

Tab. 6. Vliv vodného extraktu z listů netýkavek na klíčivost semen merlíku bílého.

Počet semen Kořínek [mm] Hypokotyl [mm]Datum odečtů
Ø SD HSD Ø SD HSD Ø SD HSD

IG 0,20 0,45 a 0,02 0,00 ab 0,00 0,00 ab
INT 0,40 0,55 a 0,07 0,07 a 0,00 0,00 a
IP 0,60 0,89 a 0,03 0,01 a 0,00 0,00 a

7.2.

K 10,20 2,28 b 0,80 0,27 b 0,54 0,19 b
IG 5,00 2,55 a 0,45 0,29 c 0,32 0,35 a
INT 29,80 3,42 bd 10,09 2,54 ab 9,82 2,55 b
IP 36,40 2,07 c 7,20 1,30 a 9,70 1,59 b

11.2.

K 28,00 2,35 d 14,09 4,07 b 9,22 1,83 b

Z Obr. 16. je zřejmé, že i po druhém odečtu vyklíčilo nejméně semen u netýkavky

žláznaté. V porovnání s kontrolou (klíčivost 56,8 %) má extrakt z netýkavky nedůtklivé a

malokvěté průkazné stimulační účinky na klíčivost semen merlíku bílého.
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Obr. 16. Vliv vodného extraktu z listů netýkavek na počet vyklíčených semen merlíku bílého.

4.4. Analýza extraktů na HLPC

Na následujících obrázcích jsou znázorněny chromatografické profily některých

extraktů. Je zřejmé, že se liší chromatografické profily vodného od methanolového extraktu a

liší se i chromatografické profily extraktů z listů mezi jednotlivými netýkavkami.

Na Obr. 17. je chromatografický profil methanolového extraktu z kořenu netýkavky

žláznaté zřetelný dominantní vrchol neznámé látky. Je možné, že právě tato látka má silné

toxické vlastnosti, musely by se ovšem provést testy toxicity pouze s touto izolovanou látkou.
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Obr. 17. Chromatografický profil vodného a methanolového extraktu z kořenů netýkavky

žláznaté.

Vysvětlivky:

3: 2-hydroxy-1,4-naftochinon, 4: 2-methoxy-1,4-naftochinon, z: dominantní vrchol v

methanolickém extraktu, neznámá látka, 5: katechin, 6: epikatechin

Při porovnání chromatografického profilu extraktů z listů (Obr. 18.) s profilem z

kořenů netýkavky žláznaté je mezi nimi vidět rozdíl. V listech i kořenech byly detekovány

oba naftochinony.
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Obr. 18. Chromatografický profil vodného a methanolového extraktu z listů netýkavky

žláznaté.

1: látky s podobným spektrem jako kávová kyselina, 2: látky s podobným spektrem jako

kvercetin, 3: 2-hydroxy-1,4-naftochinon, 4: 2-methoxy-1,4-naftochinon, x: dominantní vrchol

methanolickém extraktu, neznámá látka

Po analyzování vodného extraktu z listů netýkavky nedůtklivé je zřejmý dominantní

vrchol látek s podobným spektrem jako kávová kyselina (Obr. 19.).
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Obr. 19. Chromatografický profil vodného a methanolového extraktu z listů netýkavky

nedůtklivé.

1: látky s podobným spektrem jako kávová kyselina, 2: látky s podobným spektrem jako

kvercetin, 4: 2-methoxy-1,4-naftochinon, x: neznámá látka

Na chromatografickém profilu extraktů z listů netýkavky malokvěté (Obr. 20.) byl

detekován dominantní vrchol látek s podobným spektrem jako kyselina kávová.
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Obr. 20. Chromatografický profil vodného a methanolového extraktu z listů netýkavky

malokvěté.

1: látky s podobným spektrem jako kávová kyselina, 2: látky s podobným spektrem jako

kvercetin, 4: 2-methoxy-1,4-naftochinon

Vzhledem k tomu, že v současné době je velmi málo studií, které by se zabývaly

chemickým složením a alelopatickými vlastnostmi netýkavek, nemohou zde dosažené

výsledky být dostatečně porovnány s údaji v literatuře. Stanovením obsahu naftochinonů v

druzích netýkavek se zabývá studie Lobstein et al. (2001), dále Šerá et al. (2005) a Vrchotová

et al. (2008). Lobstein uvádí, že v listech, stoncích a květech netýkavky žláznaté byly

identifikovány deriváty naftochinonů, a to 2-hydroxy-1,4-naftochinon, a 2-methoxy-1,4-

naftochinon. Ty byly též detekovány na předchozích chromatografických profilech v listech a

kořenech netýkavky žláznaté (Obr. 17. a 18.), už ale nebyly detekovány v listech netýkavky

malokvěté a nedůtklivé, kde byl detekován pouze 2-methoxy-1,4-naftochinon. Je možné, že se

zde nacházel i 2-hydroxy-1,4-naftochinon, ale byl v množství, které bylo pod hranicí detekce.
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5. Závěr

Testy prokázaly toxicitu extraktů z rostlinných částí jednotlivých netýkavek. Toxicita

se projevila dvěma způsoby. Buď došlo pouze k redukci délky kořínků a hypokotylů nebo

současně došlo i ke snížení počtu vyklíčených semen. Alelopatické vlastnosti vykazovaly jak

extrakty z listů, tak z celých nadzemních částí, tak i extrakty z kořenů. Silně toxicky působily

především vodné a methanolové extrakty (snížení počtu vyklíčených semen i délky kořínků a

hypokotylů). Methanolové extrakty byly mnohdy účinnější než vodné. Nejcitlivěji reagovala

na působení extraktů z netýkavek semena hořčice bílé, na které působily nejtoxičtěji

methanolové extrakty z kořenů netýkavky žláznaté a vodné extrakty z nadzemních částí

netýkavky malokvěté. Z hlediska druhu byly nejvíce toxické extrakty z netýkavky žláznaté.

Dichlormethanové extrakty nepůsobily toxicky na počet vyklíčených semen, ale působily

toxicky na délku kořínků a hypokotylů, kterou výrazně snižovaly. Extrakty z listů netýkavek

nepůsobily toxicky na počet vyklíčených semen řepky olejky, s výjimkou methanolového

extraktu z listů netýkavky žláznaté, výrazně však snížily délku kořínků a hypokotylů. Na

semena merlíku bílého působil nejtoxičtěji vodný extrakt z listů netýkavky žláznaté.

Extrakty působily toxicky na klíčení semen a na délku kořínků a hypokotylů, nebyla

však testována jejich toxicita na již rostoucí rostliny. Z tohoto důvodu je zatím nelze

doporučit pro přípravu bioherbicidů.

Do budoucna by bylo vhodné se zaměřit na jednotlivé frakce vodných a

methanolových extraktů a na testování extraktů z květů netýkavek, především žláznaté.

 Testy byly prováděny pouze v laboratorních podmínkách, proto by bylo dobré

otestovat alelopatické působení např. ve sklenících a přírodních stanovištích. Další směr

výzkumu by mohl být zaměřen na působení extraktů z netýkavek na mikroorganismy a hmyz.

Dílčí výsledky byly v průběhu diplomové práce ústně prezentovány na odborném

semináři v Praze a dále publikovány (Krejčová et al., 2007; Vrchotová et al., 2008, Příloha 7.

a 8.)
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Příloha 1. Mapy výskytu netýkavek v Anglii a Francii

Impatiens glandulifera Impatiens parviflora Impatiens noli-tangere

Mapy výskytu netýkavek v Anglize, ze září 2007, Derbyshire Flora Project (2009)

Legenda: černé body značí současný výskyt, bílé značí výskyt před r. 1987

Impatiens glandulifera Impatiens parviflora Impatiens noli-tangere

Mapy výskytu netýkavek ve Francii, z dubna 2008, Tela botanica (2009)

Legenda: zelená a žlutá barva značí výskyt, bílá nepřítomnost druhu



Příloha 2. Mapy výskytu netýkavek v Německu a Švýcarsku

       Impatiens glandulifera         Impatiens parviflora          Impatiens noli-tangere

Mapky výskytu netýkavek v Německu, z prosince 2006, FloraWeb (2009)

Legenda: černé body značí výskyt příslušného druhu

Impatiens glandulifera    Impatiens parviflora

             Impatiens noli-tangere

Mapky výskytu netýkavek ve Švýcarsku, z října 2007, (ZDSF, 2009)

Legenda: Zelené a šedé body značí výskyt



Příloha 3. Mapy výskytu netýkavek v Itálii a USA

Impatiens glandulifera      Impatiens parviflora      Impatiens noli-tangere

Mapy výskytu netýkavek v Itálii (AlterVista, 2009)

Legenda: zelené oblasti značí výskyt netýkavek

Mapy výskytu netýkavek v USA (USDA, 2009)

Legenda: zelené oblasti značí výskyt netýkavek



Příloha 4. Píďalka síťkovaná (Eustroma reticulata)

Larva píďalky síťkované na netýkavkce nedůtklivé

(Foto: Rob Petley-Jones, Uk moths, 2009)

Dospělý motýl (můra) píďalka síťkovaná

(Foto: Rob Petley-Jones, Uk moths, 2009)



Příloha 5. Mapy lokalit sběru rostlinného materiálu

Sběr I. parviflora a I. noli-tangere  Sběr I. parviflora
(GPS: 48°52´N, 14°33´) (GPS: 48°58´N, 14°27´E)

Sběr I. glandulifera (GPS: 48°48´N,14°28´E)

Sběr I. glandulifera (GPS: 48°55´N, 14°26´E)

(Mapy Seznam, 2009)



Příloha 6. Semena hořčice bílé, řepky olejky a merlíku bílého

       
Semena hořčice bílé     Semena řepky olejky

Semena merlíku bílého (USDA, 2009)



Příloha 7. Prezentované dílčí výsledky na odborném semináři v Praze







Příloha 8. Poster z mezinárodního symposia v Polsku








