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ABSTRAKT

Ostropestifec mariansky (Silybum marianum) je jedna z nejdéle znamych
lécivych rostlin. Semena Ostropestice obsahuji biologicky aktivni latky — taxifolin,
silychristin, silydianin, silybin A, silybin B, isosilybin A a isosilybin B celkové

nazyvané jako silymarinovy komplex.

Cilem této prace byl vliv elicitorti, hnojeni a technologie péstovani na produkt
a jeho vyuziti.
V prvni cCasti diplomové prace jsem se zabyvala historii, botanickou

charakteristikou, agrotechnikou, chemickym sloZzenim a metodami stanoveni

ucinnych latek, farmakologickymi u¢inky uc¢innych latek.

V praktické casti jsem pomoci dvou maloparcelkovych pokust zjistovala vliv
elicitorii na obsah ucinnych latek. Ve vlastnim pokusu byly pouzity 2 elicitory
NanoFYT Si® v koncentraci 1 ml/l a N-FENOL MIX® v koncentraci 0,5 ml/l. Ve
druhém pokusu od vedouciho prace byl kromé NanoFYT Si® v koncentraci 1 ml/l a
N-FENOL MIX® v koncentraci 0,5 ml/l pouzit elicitor ASA ve tiech riznych

koncentracich, nizké [10™° mol/I], sttedni [10™ mol/1] a vysoké [107° mol/I].

V zédvéru jsem provedla statistické vyhodnoceni jednotlivych pokusi,
porovnani s ostatnimi publikovanymi pokusy a navrh technologie péstovani a vyuziti

Ostropestitce marianského.

Klicova slova: Ostropestfec mariansky, Silybum marianum, elicitory, elicitace,

silymarinovy komplex, hepatoprotektivni uc€inky



ABSTRACT

Milk Thistle (Silybum marianum) has been one of the best known medici herb
for a very long time. Seeds contain biologicaly active substances — taxifoiln,
silychristin, silydianin, silybin A, silybin B, isosilybin A and isosilybin B, commonly

known as silymarin complex.

The aim of this thesis was the influence of elicitors, fertilization and growing
technology on this product and its utilizaion.

In the first part I focused on history, botanic attributes, agrotechnology,
chemical composition and substance — efficiency method of determination and also

on pharmacological onpacts of effective substances.

In the practical part | conducted twho small — parcel experiments to reveal the
impact of elicitors on effective substances. | used two elicitors NanoFYTSi® in 1 ml/I
concentrantion and N-FENOLMIX® in 0.5 ml/l concentration. In the second
experiment from my supervisor elicitor NanoFYT Si® in 2ml/I concentraiton and N-
FENOL MIX® in 0.5 ml/l and elicitor ASA were used in three different

concentration: low [10®° mol/I], medium [ 10* mol/I] and high [10® mol/I].

In the conclusion | did statistical analysis of the above montioned
experiments and compared them with other Publisher experiments. Then | proposed

the growing technology and utilization of Milk Thistle.

Key words: Milk thistle, Silybum marianum, elicitors, elicitation, silymarin complex,

hepatoprotective effects
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1 UVOD

vey

V 21. stoleti ziji mnozi lidi nezdravym zivotnim Stylem. Stres, shon a $patné
stravovaci navyky pfispivaji ke zhorSovani zdravotniho stavu, ktery se projevuje
napiiklad Spatnou funkci télnich organt — jater, ledvin. Moderni lidé si zacali
uvédomovat, Ze jednou z moznosti, jak =zlepSit sviij zdravotni stav, je navrat

K vyuzivani IéCivych rostlin a produktt z nich vyrobenych.

Lécivymi rostlinami se nazyvaji rostliny obsahujici G¢inné latky, které se
pouzivaji k léceni chorob, zmirnéni bolesti nebo jako prevence jiz tisice let. Na
celém svété bylo popsano na 15 000 druht rostlin s lé¢ivymi Géinky, z toho zhruba
1000 v Evropé. K lékarskym ucelim se v dnesni dobé se vyuziva jen zhruba 300

1é¢ivek. V Evropé je to asi 130 druht a v Ceské republice zhruba 70 druhi.

Jednou z velmi vyznamnych 1é¢ivych rostlin, ktera se v dne$ni dobé dostava do
popiedi zajmu lidi, je Ostropestfec mariansky (Silybum marianum) jehoz plody
obsahuji u¢inné latky ze skupiny flavonolignanti nazyvanych silymarinovy komplex.
Tento komplex ucinnych latek ma Siroké spektrum vyuziti. Hepatoprotektivni G¢inky
silymarinového komplexu maji vliv nejen na ochranu jaternich bunék. Antioxida¢ni
ucinky zase brani poskozeni jaternich bun¢k vlivem toxickych latek z hub, alkoholu
nebo I€ka napt. pti 1é€bé rakoviny.

Pti zpracovani semen je dilezity obsah a slozeni silymarinového komplexu.
Pro tyto ucely je potfebné dodrzovat presny postup pii péstovani. Pro zvyseni obsahu
ucinnych latek v semeni je vhodné pouziti elicitort, které chrani rostlinu pted

stresem a tim pfispivaji k jejimu dobrému vyvoji a rastu.

10



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je studium vlivu elicitorti, hnojeni a technologie
péstovani Ostropestice marianského na produkt a jeho vyuZiti. Dale je cilem
botanicka charakteristika, agrotechnika, ochrana pfed $kidci a proti chorobam,
chemické slozeni a U¢inné latky, metody stanoveni nékterych wGc¢innych latek,
farmakologické ti¢inky uc¢innych latek a vyuziti rostliny. DalSim tikolem této prace je

statistické vyhodnoceni vysledkli z maloparcelkovych pokust.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 LécCivé rostliny

Lécivé rostliny jsou takové rostliny, které se pouzivaji na 1é¢eni chorob lidi,
zvifat, nebo se pouZivaji jako surovina na vyrobu léka a 1é¢iv (MACKU, KREJCA,
1988). Nékteré druhy vsak také poskytuji tfisloviny pro kozeluzstvi, ptirodni barviva,
pradna vldkna pro textilni pramysl. Déle pak se 1é¢ivky vyuzivaji jako kaucukodarné,
olejodarné, jako rostliny skytajici pici pro domaci zvirata, nebo jsou vyuzivané jako

zelenina, ovoce nebo okrasné rostliny (JIRASEK et al., 1986).

Z téchto rostlin lze vyuzit kvéty, listy, stonek nebo kotfen. NejCastéj$i zptusob
vyuziti je v Cerstvém nebo suSeném stavu. V suSeném stavu se droga pouziva cela,

nebo upravena, napiiklad drcena (MACKU, KREJCA, 1988).

3.1.1 Lécivé a aromatické rostliny

LAKR neboli 1écCivé, aromatické a kofenové rostliny jsou skupinou rostlin
vyznacujici se velkou rozmanitosti a zaroven Sirokym spektrem vyuziti napiiklad
v lékaistvi nebo v potravinaistvi (BRANZOVSKY, 2007). Jeden druh rostliny se
mize zafadit zaroven mezi 16¢ivé, ale i aromatické rostliny (ANTOSOVA, 2009),
mohou se péstovat jako zelenina, jiné druhy jako okrasné rostliny (BRANZOVSKY,
2007).

Na celém svéte je popsano na 15 000 druhti s 1€¢ivymi ucinky, v Evropé€ je to
zhruba 1 000 druhti, z nichZ 800 se pouzivalo v tradi¢nim lidovém IéCitelstvi. Dnes
nachazi uplatnéni zhruba jen 300 druht a péstovano je vSak jen nckolik desitek
druhti. V Evropé je to asi 130 druhti (PRIBIK, 2005), v Ceské republice se sbira asi
70 druhti 16¢ivych rostlin (ANTOSOVA, 2009).

12



3.1.1.1 Situace v Ceské republice

V roce 2011 byly lécivé, kofenové a aromatické rostliny péstovany na 8 588
ha s produkci 7016 t a vynosem 0,82 t/ha (TOSOVSKA, BUCHTOVA, 2012).
Kazdym rokem dochazi k poklesu ploch LAKR. V roce 2015 poklesly plochy na
5177 ha sprodukci 4400 t a primérnym vynosem 0,84 t/ha. Tento pokles je
odborné¢ nérocnosti péstovani LAKR, dale pak i na stagnaci vykupnich cen

(TOSOVSKA, BUCHTOVA, 2012).

Tab. & 1. Plochy péstovani LAKR v Ceské republice (PRIBYLOVA, 2014,
ANONYM 7, 2015 — ptidan rok 2015)

Rok 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015

Plochaha | 5858 | 5184 | 4015 | 5674 | 7864 | 8588 | 7225 | 5659 | 5566 | 5177

Produkce | 4727 | 3925 | 3847 | 3900 | 5605 | 7016 | 6098 | 3775 | 5066 | 4 400

Vynos(t) 081 |076 |09 (069 |0O71 |082 |086 |067 |091 |084

Konkrétné Ostropestfec mariansky zaznamenal v poslednich letech vyrazné
zvySeni poptavky ze strany tuzemskych i1 zahrani¢nich zpracovateli predevSim
Z farmaceutického pramyslu. Vzrast poptavky zpracovateli ovliviiuje rist jeho
péstovani. Dle Setfeni sdruzeni PELERO CZ o. s. byl Ostropestfec v roce 2013 i
2014 péstovan na vice nez 4 500 ha (PRIBYLOVA, 2014).

Tab. & 2. Piehled péstovani Ostropestice marianského v Ceské republice
(PRIBYLOVA, 2014)

Rok 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014

Plocha | 800 | 1500 | 2000 | 3500 | - 5000 | 5000 | 4500 | 4700

Vynos | 065 080 |0,75 [0,68 |- - 0,5 0,6 0,65
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3.2 Ostropestiec mariansky

3.2.1 Historie

Ostropestiec mariansky lze zafadit mezi nejdéle znamé IéCivé rostliny.
Semena Ostropestice byla pouzita pied vice jak 2 000 lety k 1é¢b¢ jater a Zlu¢niku a

dal$im nemocem.

Tuto bylinu pravdépodobné jako prvni popsal Theoprastus ve 4. stoleti p. n. I.
pod ndzvem ,Pternix“. Pozdé¢ji se o ném zminil Dioskurides v jeho ,Materia
Medica“ v 1. stoleti n. 1., posléze i v Pliniusovych spiscich v 1. stoleti n. . (KREN,
WALTEROVA, 2005).

V dobach stfedovéku byly mnohé medicinské poznatky zapomenuty. Pozdé;i
vSak byly znovu objeveny. Ostropestiec mariansky byl popsan ve vSech vyznamnych
herbatich 1é¢ivych rostlin, napiiklad v herbati abatySe Hildegardy z Bingenu (1098 —
1179), Hieronyma Bocka (1593), Matioliho (1626), Jacobuse Theodoruse (1664),
Valentiniho (1719), Von Hallera (1755) a mnoha dalSich az do soucasnosti
(JEGEROV, 1996).

Zprvu se pouzivala celd rostlina a byla povazovana za vSelék. Bylina méla
pomahat od bolesti v boku, zptisobené pravdépodobné nemoci jater a zlu¢niku. Az
vroce 1851 se némecky lékat Rademacher vyjadiil, ze Ostropestiec spolehliveé
ucinkuje proti jaternim onemocnénim a k tomuto ucelu doporucil uzivat tinkturu ze

semen — Tinctura Cardui mariae (STARY, 2000).

3.2.2 Ostropestiec v Ceské republice

V prvni poloving 70. let se Ostropestfec zacal péstovat v Ceské republice.
Prvni péstovani bylo odzkouseno v podniku na Pardubicku. Od té doby se péstovani

rozvijelo. V dnesni dobé je o tuto 1é¢ivku pomérné velky zajem (KUBINEK, 1987).

14



3.2.3 Pivod a vyskyt

Ostropestiec mariansky pochazi z oblasti Stfedozemniho moie (MOUDRY,
2011). Areal vyskytu byl rozsifen na vychod do Malé Asie, oblasti Kavkazu, iranu a
Syrie. ZavleGen byl také do teplejsich stepnich oblasti stfedni Asie (STARY, 2000).
Ostropestiec se objevil vseverni Africe, na Madeife a Kanarskych ostrovech.
Ojedin€ly vyskyt byl zaznamenan v Severni a Jizni Americe a V jizni Australii. Do

t&chto oblasti byl zavleden lidmi (HUSAKOVA, LHOTSKA, 1981).

3.2.4 Botanicka charakteristika

Ostropestiec mariansky, pivodné dvouleta bylina ze sttedomoii (JAHODAR,
2006), se vnasich klimatickych podminkach vyskytuje jako jednoleta rostlina
z &eledi Hvézdnicovité (Asteraceae), (SPIZTOVA, 1997). Vzhledem a mohutnosti
piipomina ,,bodlak*. Nazev ziskala téz kviili jejim ostniim, které se vyskytuji na celé

rostling (KUBINEK, 1987).

Ostropestfec mariansky ma mohutny, pievazné kulovy koten s rozvétvenymi
postrannimi koteny. Rostlina vytvaii do dvou mésicti po vysevu (MOUDRY, 2016)
piizemni ruzici velkych, bile mramorovanych podél nervatury, leskle zelenych listd
laloénatého tvaru, ukondenych ostnem (STARY, 2000) dlouhym 4 — 5 cm
(HUSAKOVA, LHOTSKA, 1981). Listy jsou uspoiadany tak, aby dobie svadély
destovou vodu ke kofenum. Ze stiedu razice vyrusta lodyha, ktera je do poloviny
husté olisténa, zaoblené hranata, vyplnéna bilou dfeni (BELOHLAVKOVA, 2004).
Pokud dojde u rostliny k poranéni, za¢nou listy a lodyha produkovat mlé¢né bilou
stavu (CASTLEMAN, 2004).

Na konci hlavnich i vedlejsich os vyriistaji ibory (STARY, 2000). Na vejéité
bazi maji ubory Sidlovité¢ zaSpicatélé zdkrovni listeny, ukonfené silnym
na¢ervenalym trnem. Kvéty maji dlouhou bilou korunni trubku v horni /3 baiikovit&
rozsifenou. Barva kvétd je od Servené po svétle i tmavé fialovou (GUBISOVA,
2015). KUBINEK (1987) uvadi velikost kvétu o priméru 50 az 80 mm. Ostropestiec
kvéte v zavislosti na terminu vysevu od Cervna do srpna. Jako cizosprasna bylina
byva nejcastéji opilovana ¢meldkem nebo veelou, proto se uplatituje jako medonosna

rostlina.
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Plodem je nazka, dozravajici nestejnomérné v zavislosti na terminu vysevu
od Cervence do zafi. Nazky jsou tmavohnédé zihané s primérnou velikosti 6,5 *3
mm (SPITZOVA, 1997). Tvar naZek je vejéity, mirné zplo§tély s lesklym povrchem.
Semeno je slozeno z embrya (zarodku), klicku, listu, zakladu radikuly a z dvou
déloznich listt bohatych na olej, dale zoplodi (perikarp) a osemeni (testa),
(GROMOVA, 1993). Na semeno piiseda snadno opadavy cca 1,5 cm dlouhy chmyr
(SPITZOVA, 1997). HTS (hmotnost tisice semen) se pohybuje v rozmezi 28 — 30 g
(ANDREZEJEVSKA, 2010).

3.2.4.1 Vyvojové faze Ostropesti‘ce

Kli¢eni — trva 2 az 3 tydny (HRDLICKOVA, 2013) a kon&i vynofenim listové
délohy na povrch piidy (MARTINELLI, 2014).

Vzchazeni — obdobi 10 az 22 dni, ve kterém zalezi na klimatickych podminkach a

teploté (HRDLICKOVA, 2013).

Dva pravé listy — trva 5 az 10 dni. V tomto obdobi je porost nachylny na zapleveleni

(HRDLICKOVA, 2013).

Ptizemni rtizice — obdobi 30 dnti. Toto obdobi je velmi dalezité pro tvorbu a slozeni

silymarinu (GROMOVA, 1993).

Dlouzivy rist — jednd se o prodluzovani a vétveni rostliny. Nardst biomasy znamena

velky odbér Zivin a vody (GUBISOVA, 2015).

Tvorba kvétu — za&ina 62 az 67 dni po vzchazeni (HRDLICKOVA, 2013).
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Kveteni — doba kveteni je 74 az 90 dni po seti. Je ukonfen nariist biomasy

(GROMOVA, 1993).

Zrani semene — zacina asi 30 dni po kveteni. Pii plné zralosti se objevi bily chmyr

(HRDLICKOVA, 2013).

3.2.5 Agrotechnika

3.25.1 Klimatické a piidni podminky

Ostropesttec mariansky lze péstovat z hlediska podnebi v Sirokych
klimatickych podminkdch naSeho statu. Prestoze se jednd o rostlinu spiSe
teplomilnou, neni nutné ji péstovat jen ve KVO (kukufi¢na vyrobni oblast), kde
v sussich rocich trpi nedostatkem vldhy a vétsi nachylnosti na tracheomykozu
(KUBINEK, 1987). Pii vhodné expozici pozemku a pfiznivych podminkach
(MOUDRY, 2016), tj. na slune¢ném, ale pfed vétrem krytém misté (BODLAK,
2004), Ize Ostropestiec péstovat do nadmoiské vysky 600 m n. m. (MOUDRY,
2016), tj. v klimatickém regionu MT4 (mirné teply, vlhky, s primérnou roc¢ni
teplotou 6 — 7 °C, s ro¢nim thrnem srazek 650 — 750 mm, sumou teplot nad 10 °C
2200 — 2400 °C), (KUBINEK, 1987).

Ostropestiec mariansky je relativné prizpusobivy K pidnim podminkam,
naptiklad ve srovnani s obilovinami je citlivéj$i na mélo Grodné pidy (MOUDRY,
2016). Na cernozemich, hnédozemich, nivnich a luznich pidach jsou obecné
dosahovany nejvyssi vynosy. Pro péstovani jsou zcela nevhodné pidy meélke,
pudu. Naopak pokud je piida provzdusSnéna a propustnd, dokdze vyuzit vyssi
mnozstvi spodni vody pro svij rist. Pii péstovani ma velky vyznam piitomnost
organické hmoty, nejlépe trvalého ptdniho humusu se vSemi jeho pozitivnimi

vlastnostmi, neutralni ptidni reakci s dobrou zasobou vapniku (KUBINEK, 1987).
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3.2.5.2 Piiprava pidy

Na piipravu pidy mé Ostropesttec podobné naroky jako obiloviny. Pro
pouziti pfesnych secich stroju je zadouci dokonale pfipraveny povrch pozemku
(ZIMOLKA, 2000). Na podzim se provede stiedné¢ hluboka orba bez organického
hnojeni, poptipadé se provadi doplnéni zivin na pozadovanou hodnotu
(NEUGEBAUEROVA, 2006). Piiprava setového lizka je zavisla na padnich
podminkach, v sussich podminkach volime hloubku 40 — 50 mm, v béznych
podminkéch je to 15 mm (GROMOVA, 1993). KUBINEK (1987) uvadi, ze pe¢livé
urovnani povrchu je zvlast dilezité pro dodrzeni stejnomérné hloubky vysevu, coz je

ptedpoklad vyrovnaného vzchazeni semen.

3.25.3 Predplodina a misto v osevnim sledu

Na predplodinu neni Ostropestiec naro¢ny, doporucuji se predplodiny obecné
zlepsujici, jako jsou jeteloviny, smésky, ale nejsou rozhodujici podminkou uspéchu
(SPITZOVA, 1997). Vhodnymi predplodinami jsou dale okopaniny nebo luskoviny
(MIKESOVA, LUTOVSKA, 2004). Ostropestiec je mozné zafadit i po obilninach
(SPITZOVA, 1997).

V osevnim postupu se Ostropestiec zafazuje jako zlepSujici plodina
(ZIMOLKA, 2000). Z hlediska obav zapleveleni pozemku se ostropestiec péstuje i
vice let po sob¢. Pfi tomto postupu miize dojit k vysSimu vyskytu houbovych chorob

(KUBINEK, 1987).

3.25.4 Seti

Porost zakladime v zavislosti na regionu od bezna do dubna (SPITZOVA,
1997), optimalné v obdobi 25. 3. — 10. 4. pii teploté¢ pidy minimalné¢ 5 °C a
pfiméfené vlhkosti. Agrotechnicka lhita seti Ostropestifce se podle klimatickych

regiontl pochybuje mezi 15. — 25. dubnem (KUBINEK, 1987).
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Sejeme presnym secim strojem do hloubky 2 — 3 cm, Sitky fadkd 45 cm
snormou vysevu 6 kg/ha (ZIMOLKA, 2000). NEUGEBAUEROVA (2006) uvadi,
ze vysevek muze byt 8 — 10 — (15) kg/ha.

Na 1m® by mélo byt 6 — 12 rostlin, tj. 60 000 — 120 000 rostlin na hektar
(NEUGEBAUEROVA, 2006).

K seti se pouziva kvalitni osivo, které je slozeno ze svétlych az tmavych
semen plného tvaru s hmotnosti tisice semen (HTS) 25 — 30 g (KUBINEK, 1987) a
kligivosti 75 % az 95 % (GROMOVA, 1993). Cilem piesného seti je optimalni
organizace porostu s odpovidajicim habitem rostlin. Na 1 m? by m&lo byt 5 — 7
rostlin (GUBISOVA, 2015).

3.2.5.4.1 Uprava semen pred setim

V piipadé€ ¢asného jarniho vysevu pii teploté 5 °C je mozné semeno namocit
na 6 hodin do 40 °C teplé vody a nasledné opatrné osusit. Timto postupem se zkrati
vegeta¢ni doba az o tfi tydny (BRABENEC, BORIK, 1990).

3.2.5.5 Hnojeni

Vzhledem Kk nartistu nadzemni hmoty vyZaduje Ostropestfec odpovidajici
mnozstvi zivin. Optimalni pro néj jsou pady ve staré pudni sile. (ZIMOLKA, 2000).
Na podzim je dualezité pozemek ptihnojit 500 — 600 kg NPK na ha. Jestlize po vzejiti
jsou listové ruzice slabé, piihnojime ledkem amonnym nebo vapenatym v davce 100

— 150 kg na ha (MIKESOVA, LUTOVSKA, 2004).

Doporucena davka dusiku se pohybuje v rozmezi 60 — 90 kg na hektar a to
s ohledem napiiklad na klimatické podminky a zafazeni v osevnim postupu. Pfi
hnojeni mizeme vyuzit délenou aplikaci, to znamena: polovina az dv¢ tretiny se
zapravuji do piidy v rdmci pfedsetové piipravy, zbytek ve fazi 6 — 8 pravych listh

pted zapojenim porostu (ZIMOLKA, 2000).
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V zavislosti na ptfedploding a piidni zasob¢ zivin se na jafe doporucuji davky
od 60 do 90 kg P20s na hektar, davka K,O se pohubuje v rozmezi 80 — 120 kg na
hektar (MOUDRY, 2011).

V praxi se doporucuje aplikovat 45 az 60 kg N, 17,5 kg P a 33,2 kg K na
hektar, coz znamena, ze na 1 hektar musime aplikovat 200 kg NPK, v ptipad¢ vysoké
zasoby K v ptude 100 kg/ha Amofosu na podzim. Na jaie je vhodné aplikovat 100 az
150 kg dusi¢nanu amonného pied setim nebo ihned po zaseti (GUBISOVA, 2015).

Pti fazi dozravani dochazi k nejvétSimu odCerpavani zivin. Tehdy rostlina
odcerpa cca 93 kg/ha dusiku, 9,6 kg/ha P a az 200 kg/ha K. Semeno odCerpa cca 43
kg/ha N, 11,4 kg/ha P a cca 12,2 kg/ha K (GROMOVA, 1993).

Pti hnojeni a volbé hnojiv musime piihlizet na optimalni pH pldy, které se
pohybuje u ostropestice v rozmezi 5,8 az 7,2 (ZIMOLKA, 2000) v zavislosti na
druhu pady (KUBINEK, 1987).

Pro zabezpeceni potieby vapniku je dulezité veétSinu pud vapnit. V zavislosti
na hodnoté¢ pH miZeme vyuZit vapnéni udrzovaci, nebo meliora¢ni (KUBINEK,

1987).

3.25.6 Osetrovani béhem vegetace

Zakladem niceni pleveli je mechanickd kultivace meziradk. Pouziva se
vétsinou pleckovani, které se provadi do faze 6 pravych listl. Pii silném zapleveleni

je vhodné pleckovat jiz v po¢ateénich fazich vyvoje porostu (KUBINEK, 1987).

3.2.5.7 Plevele, skiidci, choroby

3.2.5.7.1 Plevele

Ostropestiec mariansky ma velmi dobré odplevelovaci schopnosti diky svému
bujnému ristu a velké listové pokryvnosti. V obdobi vzchazeni az dlouzivého rlstu

je ohrozen Ostropestiec rychlej§im startem ristu pleveltt (ZVOLANKOVA, 2012).
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Zakladnim oSetfenim proti plevelim je mechanicka kultivace. Na silné
zaplevelenych pozemcich se mizou tfi dny pied setim zapravit do pidy herbicidy

(HABAN, 2008).

Pti nedodrzeni terminu sklizné¢ mtize byt v dalSich letech sam sobé Skodlivy.
Pti pfezrani ubort dochdzi k odlétani ochmytfenych nazek do vétsi vzdalenosti.

V piidé se pak nazky udrzuji nékolik let (BELOHLAVKOVA, 2004).

3.2.5.7.2 Choroby

Silypbum marianum vytvaii velké mnoZstvi nadzemni biomasy, na kterém
vznikd idealni mikroklima pro §ifeni chorob, které napadaji postupné celou rostlinu.
Dochazi k ukonceni vegetatni doby a to ma Spatny vliv na vynos a kvalitu

sklizeného produktu (ONDREJ, ODSTRCILOVA, 1999).

Choroby napadaji Ostropestiec ve vSech vyvojovych fazich. Pomérné Casta je
mikrobialni kontaminace semen, které jsou napadany houbami rodu Mucor (Mucor,
Rhyzopus), bakteriemi (Pseudomonas, Xanthomonas) nebo béznymi saprofytickymi
houbami  (Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Fusarium),
(ONDREJ, ODSTCILOVA, 1999).

Kli¢ici a vzchazejici rostliny jsou nejvice napadany houbami Pythium ultimo
a Rhizoctonia solani, dale pak zastupci rodu Fusarium (F. equiseti, F. avenaceum, F.
oxysporum) a také houbami (Cylindrocarpon destructans, Cellototrichum
gloeosporioides) a vlaknitou houbou Hyphomycetes a Mycedinaceae (ONDREJ,
ODSTCILOVA, 1999).

Nejvyznamnéjsi chorobou je tracheomykoéza, neboli cévni vadnuti, zptisobené
houbami rodu Fusarium a Pythium. Pfiznaky trachecomykézy se zacinaji projevovat
ve fazi listové ruzice, Nasledné dochazi k postupnému vadnuti, Zloutnuti az hnédnuti

a nasledné k nekrotizaci celé rostliny (HABAN, 2008).

V podhorskych oblastech byva c¢asto zdravotnim problémem plisent Seda
(SPITZOVA, 1997), (Botritis cinerea), (HABAN, 2008). V teplejsich oblastech
Skodi houby rodu Fusarium. Ojedinéle se na rostlin¢ vyskytne padli ¢ekankové a
skvrnitost zptisobena druhy rodu Septoria a Alternaria (SPITZOVA, 1997).
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Plisent Seda je parazit napadajici pletiva oslabenych rostlin a pomoci konidii
se §ifi do celé rostliny, kde se vyzivuje tkdni rostliny. Z vykli¢enych konidii vznikne
mycelium, které ptfezimuje pomoci tzv. sklerocii nachazejicich se ve zbytcich rostlin
na zemi, semenech a plodech (BOHRINGER, JORG, 1996). Napadené listy, stonky,
kvéty a plody jsou pokryty hustym Sedym povlakem (BRADLEY, 2008).

Pfiznakem napadeni houbou Fusarium (Fusarium oxysporum) je vadnuti, pfi
kterém listy blednou, Zloutnou a opadaji (BOHMER, WOHANKA, 2003). Piiznaky
u napadeni Fusariem se zacinaji projevovat od faze listové razice (ZIMOLKA,
2000), kdy se u kotenovych krckl zadina objevovat bélortizovy povlak mycelia
(BOHMER, WOHANKA, 2003).

3.2.5.7.3 Skiadci

Nejcastéji se na Ostropestici vyskytuje msice makova (Aphis fabae Scop.),
msice bodlakova (Brachycaudus cardui), Stitonosi (Cassida sp.), dlouha¢ plevelovy
(Tanymecus palliatus Farb.) (HABAN, 2008), ktefi rostlinu zpravidla vazné
neposkozuji (ZIMOLKA, 2000). Proti témto Skiidcim je mozné pouzit povolené
piipravky. Pti skladovani nazek mtze dojit k poskozeni Ploidou interpunctillou L.
Ochrana proti nim spo¢ivéa v rozmisténi Instop pasti nebo v asanaci skladu (HABAN,
2008).

3.2.5.8 Sklizen

o 4

Limituje jak vynos, tak kvalitu (SPITZOVA, 1997).

Ubory dozravaji na rostliné od shora doli a vuboru od stfedu ven
(MOUDRY, 2011). Musime sledovat barvu ubort a nazek. Pfi dozravani méni ubor
barvu ze zelené na hnédou, a nazky se pireménuji ze svétlé na tmavohnédou
(GROMOVA, 1993). Porost sklizime v plné zralosti, tj. kdyZ jsou ubory zralé na
hlavni ose stonku. Ostropestitec vétSinou dozrava v pribéhu srpna az zafi
(MIKESOVA, LUTOVSKA, 2004). Termin sklizné se posouva v zavislosti na
nadmoftské vySce na zafi az fijen (ZIMOLKA, 2000).
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Pii péstovani na malé plose se pro sklizenn pouzivaji zahradnické niizky
(KOUDELA, 2009). Pti velkoplosném péstovani se pouziva sklizeci mlaticka, na
které se demontuji pera prihanéce, aby nedochazelo k nabalovani rostlin. Klasicka
vytiasadla se nahradi vytfasadly s vét$imi otvory a zvétsi se mezera mezi mlaticim
kosem a bubnem (KUBINEK, 1987). Listu sklizeci mlaticky musime zvednout
zhruba do horni Y3 — % rostliny. Otacky prihand¢e musi byt optimalng nastavené.
Jsou-li otacky vyssi, mize dojit pii uderu prihdnéce na kvétni lodyhu k vystreleni

semen z tboru, nasledkem toho dochazi k vyS§im ztratam (ZIMOLKA, 2000).

3.3  Chemické sloZeni a Gcinné latky

Silybum marianum je diky svému slozeni jednou z neju¢innéjSich 1é¢ivych
rostlin. Tato rostlina obsahuje skupinu flavonolignani komplexné nazyvanych
silymarin, neboli silymarinovy komplex (TUMOVA, TUMA, 2009).

Silymarin je smés z extraktu ze semen Ostropestice marianského, tvofeného

nejméné 7 flavonolignany a flavonoidu taxofolinu (JANCOVA et al., 2008).

Silymarinova polyfenolova frakce obsahuje flavonolignany: silybin A,
silybin B, isolilybin A, isosilybin B, dehydrosilybin, silydianin, silychristin,
isosilychristin (VOSTALOVA, 2008). Dale jsou zastoupeny flavonoidy (kvercetin,
kamferol), aminy (tyramin, histamin), mastny olej (kyselina listova, olejova,
palmitova), tokoferol (0,6 %), steroly (kampesterol, stigmasterol, beta- sitosterol) a
bilkoviny (OPLETAL, VOKAL, 1999).

Nazky Ostropestice obsahuji 25 — 35 % oleje s vysokym podilem kyseliny
linolové (55 — 72 %), olejové (15 — 26 %), 8 — 12 % nasycenych mastnych kyselin,
26 — 28 % bilkovin (SCHUSTER, 1992).
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Obr. ¢ 1. Chemicka struktura hlavnich slozek silymarinového komplexu

(TUMOVA, TUMA, 2009).

Isosilybin A Isosilyvhin B

Silvchristin

Sylidianin Taxifolin

3.3.1 Ukinné latky

3.3.1.1 Lignany

Lignany tvoii pomérné rozsahlou skupinu sekundarnich metabolitii cévnatych
rostlin se zajimavymi fyziologickymi G¢inky. Jsou tvofeny ze dvou
fenylpropanovych jednotek, které jsou spojeny pies centralni (P)uhliky obou
postrannich fetézct (SLATINA, 2000).
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Struktura lignantt je podminéna jejich vznikem zredukované formy
zakladnich, biogeneticky klicovych meziprodukt Sikimatové drahy, tj. z alkoholti
pochazejicich  z kyseliny skoficové, p-kumarové a dalSich biogenetickych

ekvivalentt (HARTMATHA, 2005).

Nézev lignany byl odvozen od ligninu, kdy tyto slouc¢eny byly ptivodné
povazovany za meziprodukty pii biosyntéze ligninu (Cg — C3),, polymeru slozeného
z fenylpropanovych jednotek jako lignany (Cs — C3),. Vzhledem ke struktuie ligninu
a lignanu je dnes zfejmé, Ze jen pouze nékteré z nich mohou slouZzit k tomuto ucelu

(SLATINA, 2000).

3.3.1.2 Flavonolignany

Flavonoidy jsou skupinou polyfenolovych latek, liSicich se od sebe
chemickou strukturou a vlastnostmi, které je mozno nalézt ve vSech rostlinach.
Z tohoto davodu jsou flavonoidy kazdodenni soucésti lidské stravy. V rdmci
hlavnich tfid bylo identifikovano vice nez 4 000 rGznych flavonoida. Tyto tfidy
zahrnuji  flavonoly, flavony, flavanony, katechiny, isoflavony, antokyany,
dihydroflavonoly a chalkony. Flavonoidy jsou ze zazivaciho traktu lidi a zvitat
absorbovany a nasledn¢ vyluCovany ve formé nezménéné, nebo jako metabolity
flavonoidi v moc¢i a vykalech. Flavonoidy jsou zafazovany mezi siln¢ antioxidanty,
lapace volnych radikald ¢i chelatory a inhibuji peroxidaci lipidd (COOK,
SAMMAN, 1996).

Hetzogovi a Hagedornovi se v roce 1952 podatilo zjistit, ze v semenech
Ostropestice jsou aktivni slozkou latky flavonoidni povahy. V roce 1960 byla
objasnéna Janiakem a Hanselem struktura dvou flavanont — silybinu a silydianinu.
Silychristin a iso-silybin jsou dalsimi slozkami smési flavonoidl, souhrnné
oznacované jako silymarin. VSechny tyto latky jsou tvoteny flavanonem taxifolinem
(dihydrokvercetin), knémuz je oxidativni cCinnosti piipojena  molekula
koniferylalkoholu. Vzhledem ktomu, ze je Kkoniferylalkohol obvyklou slozkou

lignanti, dostal tento novy typ flavonoidii souhrnné oznaceni flavonolignany

(JEGEROV, 1996).
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Celou fadu velmi specifickych enzymatickych reakci zahrnuje biosyntéza
flavonoidii  z fenylalaninu. Nizka stereospecifita nasledné oxidativni adice
koniferylalkoholu je v souladu s ptedpokladanym radikdlovym mechanismem této
reakce, ktera probiha jak in vitro, tak in vivo. Moznost oxidativni adice olefinu
(koniferylalkoholu) na fenol (taxifolin) je neobyéejnou ukazkou stereochemickych
moznosti struktury flavanolignand. Tvorbou 1,4-benzodioxand, v niz reaguji obé
sousedni fenolické skupiny (37, 47), vznikaji Ctyfi stereometry nalezené v piirodni
smési: dva silybiny, v nichz je a-uhlik koniferylalkoholu vazan na 3°-O a dva iso-
silybiny u nichz je vazan a-uhlik koniferylalkoholu na 4°-O nalezejici C kruhu
taxofolinu (JEGEROV, 1996).

Existuji dvé varianty, bila a fialova. Z bile kvetouci varianty se podatilo
izolovat 3-deoxy-flavonolignany silandrin, silymonin, silyhermin a neosilyherminy
A a B. Ve fialové varianté se nevyskytuji (JEGEROV, 1996).

3.3.1.3 Silybin

Silybin je sekundarni metabolit izolovany ze semen Ostropestice
marianského. Objeven byl jako prvni ze skupiny piirodnich latek flavonolignant
roce 1959. V priabéhu dalsich let mu byla vénovéna pozornost mnoha organickych
chemikd. Zasadni pralom vchemii u silybinu nastal pifi urCeni absolutnich

konfiguraci silybinu A a silybinu B a v dalSim vyvoji metod pro jeho oddé€leni
(BIEDERMANN, 2014).

Flavonolignan silybin je smési dvou diastereomant, silybinu A (3-(R),5,7-
trihydroxy-2-(R)-[3-(R)-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-(R)-(hydroxymethyl)-2,3-
dihydro-1,4-benzodioxin-6-ylJchroman-4-on) a silybinu B (3-(R),5,7-trihydroxy-2-
(R)-[3-(S)-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-(S)-(hydroxymethyl)-2,3-dihydro-1,4-
benzodioxin-6-ylJchroman-4-on) v piiblizném poméru 1:1 JANCOVA, 2010).
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3.3.1.4 Kultivar silyb
Pomérné¢ mladym kultivarem, ktery se jesté zcela nedostal do podvédomi

odborné vefejnosti, je kultivar silyb (SPITZOVA, 1991).

Kultivar je definovan vysokym podilem silybinu a absenci silydianinu
(SPITZOVA, 1997) pii soudasném zvyseni obsahu silybinu zhruba na 2 %. To
znamena, ze kultivar je pouzitelny pro izolaci ¢istého silybinu s moznym vyuziti

v humanni i veterinarni praxi (SPITZOVA, 1991).

4 Metody stanoveni uc¢innych latek

4.1.1 Chromatografie

Chromatografie je jednou z nejvyznamné&jSich analytickych a separa¢nich
metod. Umoznuje déleni, identifikaci a stanoveni velkého poétu anorganickych a
organickych latek (DRBAL, KRIZEK, 1999), obsazenych v nejriznéjich ptirodnich
1 technickych smésich v Sirokém koncentratnim rozmezi, tj. poskytuje kvalitativni a

kvantitativni informace o vzorku (COUFAL, 1996).

V roce 1906 rusky botanik, fyziolog a biochemik M. S. Cvet provedl
experiment, pii kterém rozdé¢lil chlorofyl na jednotlivé slozky. Chlorofyl pak nechal
protékat v kolonce pies sloupec kiemeliny (CaCOs3). Extrakt se pii prichodu
kolonkou rozd¢lil na jednotliva barviva. V chlorofylu a na kolonce se vytvofily
jednotlivé barevné zony viditelné okem. Tuto metodu pak Cvet pojmenoval
,,chromatografie (,,barvopis®, fec. chroma = barva), (CHROMATOGRAFIE, 2017).

Do chromatografickych metod lze zafadit naptiklad: vysokoucinnou
kolonovou kapalinovou chromatografii (HPLC), plynovou chromatografii (GC) nebo
chromatografii na tenké vrstvé (TLC). Chromatografie vyuziva déleni jednotlivych
slozek, které¢ se rozdéluji mezi nepohyblivou (staciondrni) a pohyblivou (mobilni)
fazi. Nepohybliva faze neboli sorbent mize mit rizné formy, naptiklad: castecky
tuhé faze o velikosti jednotek aZz stovek mikrometrii, nebo to muze byt kapalina

umisténd na povrchu inertniho nosice, ¢i film kapaliny na vnitini sténé kapilary.
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(DRBAL, KRIZEK, 1999). Stacionarni faze tvofi tzv. chromatografické loZe rtizného
tvaru. Timto lozem protéka faze mobilni (GRAMANOVA, 2009). Pohyblivou fazi
tvoti kapalina nebo plyn. Pokud je mobilni fazi kapalina, nazyvadme chromatografii
jako kapalinovou. V piipad€, ze je mobilni fazi plyn, jedna se o chromatografii
plynovou (CHROMATOGRAFIE, 2017).

O pribeéhu separacniho procesu rozhoduji vzajemné interakce, ke kterym
dochazi pti styku mobilni a staciondrni faze s délenymi latkami vzorku. Podle typt
interakci lze dé&lit jednotlivé chromatografické metody, napiiklad: adsorpéni,
rozdélovaci, iontové vyménnou a gelovou. Nazvy téchto metod jsou odvozeny
z mechanismu, na jehoz zaklad¢ dochazi k separaci. V tadé piipadu je celkovy
pribéh podminén dvéma i vice mechanismy, proto se v praxi pouziva nejcastéji

&lenéni chromatografie na plynovou a kapalinovou (KRIZEK, SIMA, 2015).

Principem chromatografické separace je nastiik vzorku, napt.: dvojice latek,
do chromatografické kolony, kde se nejprve vytvoii zona obsahujici smés obou
slozek. Tato smés je unaSena mobilni fazi a k jejich rozdéleni dochazi na koloné

naplnéné sorbentem (DRBAL, KRIZEK, 1999).

Po vystupu prvni latky z kolony indikuje detektor jeji pfitomnost v eluatu a
zaznamenava tzv. elu¢ni pik. Oddélené latky po opusténi kolony jsou na zdznamu
zapisovade znazornény jako dva oddélené eluéni piky (KRIZEK, SIMA, 2015),
Kkteré maji rtznou plochu, vySku a maji od sebe rtznou vzdalenost
(CHROMATOGRAFIE, 2017). V idealnim pfipad¢ jsou symetrické a maji tvar
Gaussovy kiivky (DRBAL, KRIZEK, 1999). Poloha piku je na ose x uvadéna
pomoci reten¢niho ¢asu (CHROMATOGRAFIE, 2017), ktery pfedstavuje Casovy
interval od nastfiku vzorku do okamziku detekce odpovidajici priichodu maximalni
koncentrace detektorem (OPEKAR et al., 2005), urcuje, o jakou latku se jedna
(kvalitativni analyza). Plocha piku (¢i jeho vyska) uréuje koncentraci latky ve smési
(kvantitativni analyza), viz obrazek ¢. 2. Identifikace piku se provadi podle tzv.
standardni smési, za stejnych experimentalnich podminek, pomoci piedem

piipravené smési o znamém kvalitativnim sloZzeni (CHROMATOGRAFIE, 2009.)
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Obr. €. 2. Ukazka chromatogramu — kazdy pik odpovida jedné slozce analyzované

smési (CHROMATOGRAFIE, 2017).

4.1.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC
Vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii ( HPLC — High Performance

Liquid Chromatography) lze zafadit mezi jednu z nejCastéji pouZivanych metod.
Piednosti kapalinové chromatografie je vysoka ucinnost, dobra opakovatelnost a

robustnost (ANONYM 4, 2017).

Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie probiha v uzavieném systému
(KRIZEK, SIMA, 2005). Vysoké u¢innosti lze dosahnout pouzitim stacionarnich fazi
obsahujicich malé Castice pravidelného tvaru a jednotné velikosti, které homogenné
vyplituji kolonu (STULIK et al., 2005). Separaéni kolony pouzivané v HPLC musi
odolat vysokému tlaku mobilni faze. Jsou vyrobené z ocelové nebo tlustosténné
sklenéné trubice (OPEKAR et al., 2005). Pouzivaji se rovné kolony o délce 10 az
100cm, nejcastéji 10 az 20 cm s vnitinim pramérem od 0,2 do 2 cm. Pfi pouziti

slozit&jsich smési se kolony fadi za sebou (KRIZEK, SIMA, 2005).

Stacionarni fazi (sorbent) tvoii mikrocastice silikagelu o velikosti ¢astic 3 —
10 um. Mobilni fazi (eluent) HPLC mitiZe tvofit napf., voda, methanol, acetonitril
vV ruznych vzajemnych pomérech (CHROMATOGRAFIE, 2017). Pratok mobilni
faze je zajiStén vysokotlakym pistovym ¢€i membranovym cerpadlem, kterd b&zné
pracuji s tlaky od 1 do 60 MPa, pfi prutocich mobilni faze v rozsahu od 0,1 do 10
ml/l. Pfi kazdém pohybu pistu nebo membrany vpied dochazi k vytlateni malého
mnozstvi objemu mobilni fize do systému. Davkovani vzorku se déje pomoci

mikrostiikacky, tzv. ,,stop flow* ventilu, kterym se umoznuje kratkodobé rozpojeni
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Cerpadla a kolony. Po nastfiku dochazi opét k propojeni téchto Casti systému
(KRIZEK, SIMA, 2005). Vzorek je unasen mobilni fizi do kolony, kde probiha
separace jednotlivych slozek. Vystup z kolony je veden do detektoru, kde jsou
jednotlivé slozky detekovany. Signal z detektoru je zapsan v podobé chromatogramu
(CHROMATOGRAFIE, 2017). Detektory mohou byt s promé€nnou a programoveé
mérnou délkou, tzv. diode array detektory, které jsou ve zvoleném okamziku
schopné prométit celé spektrum latky. Pouzity mohou byt také detektory
fotometrické, ¢i fluorimetrické (KRIZEK, SIMA, 2015). Méné b&zné pouzivanym je
refraktometricky detektor registrujici zmény indexu lomu eludtu (GRAMANOVA,
2009).

Eluat protéka mérnou jednotkou malého objemu s velkou optickou délkou.
Pfi vhodné zvolené¢ vinové délce je registrovana absorbance eluatu (DRBAL,

KRIZEK, 1999).

Obr. €. 3. Rozdéleni jednotlivych slozek (COUFAL, 1996)
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Rozdilné analyty (délené faze) maji rozdilnou afinitu ke staciondrni fazi a

jsou rozdiln¢ zadrzovany a rozdilné zpozd'ovany (COUFAL, 1996).
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Obr. ¢. 4. Princip kapalinového chromatografu (COUFAL, 1996)
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Béhem postupu kolonou se zony délenych latek (analytd) rozSituji.
V chromatografu odpovidda zo6né analytu pik neboli elu¢ni kiivka, ktera

charakterizuje koncentra¢ni profil analytu v zoné (COUFAL, 1996).

Obr. €. 5. Kinetika separace (COUFAL, 1996)
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4.1.1.2 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie je metoda urc¢end k déleni a stanoveni plynti, kapalin
nebo pevnych latek sbodem varu do cca 400 °C. U plynové chromatografie je

mobilni fazi plyn, nazyvany nosny plyn. Stacionarni fdze u napliovych kolon mize
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byt pevna latka (aktivni uhli, silikagel, polymerni sorbenty, oxid hlinity), nebo
vysokovrouci kapalina nanesend v tenké vrstvé na pevném, inertnim nosici

(ZACHAR, SYKORA, 2015).

Nosny plyn slouzi v GC jako transportni médium pro plynnou smés, ktera je
analyzovdna. Ve stacionarni fazi se nosny plyn neinteraguje ani se slozkami
analyzované smési na rozdil od kapalinové chromatografie, kde dochazi k vyznamné
interakci mezi mobilni fazi a analyzovanou smési. Plyny He, Ar, N2, Hp, CO; lze
pouzit jako nosné plyny (CHROMATOGRAFIE, 2017).

Principem plynové chromatografie je stale prochazejici nosny plyn kolonou
se stacionarni fazi. Vzorek se vnese do vyhiivaného bloku — nastfikové komory
neboli injektoru, kde dochéazi k odpareni, a ve formé& par je vzorek unaSen postupné
do kolony. Slozky ze vzorku se ve stacionarni fazi sorbuji a nasledné desorbuji
cerstvym nosnym plynem. Nosny plyn unasi slozky ze vzorku postupné ke konci

kolony. Délici proces se neustale opakuje (ZACHAR, SYKORA, 2017).

Kazda slozka ze vzorku postupuje svou vlastni rychlosti zavisejici na
distribu¢ni konstanté slozky Kp = Cs/Cnm, kde Cs a ¢y jsou rovnovazné koncentrace
slozky v mobilni a stacionarni fazi. Podle potadi rostoucich hodnot distribu¢nich
konstant latky postupné vychazeji z kolony a vstupuji do detektoru, ktery indikuje
okamzitou koncentraci separovanych latek v nosném plynu. Signal detektoru je
vhodné upraven a plynule se registruje. Vysledkem je graficky zdznam zavislosti

signalu detektoru na ¢ase nazyvany chromatogram (ZACHAR, SYKORA, 2017).

Obrazek &. 6. Schéma plynové chromatografie (SCHNNEDORFEROVA, 2009)
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4.1.1.3 Chromatografie na tenké vrstvé

Chromatografie na tenké vrstvé — TLC (Thin Layer Chromatography) miize
mit dva typy — rozd&lovaci a adsorpéni (SOBOTNIKOVA, 2017). U rozdélovaciho
typu je mobilni faze kapalina (cyklohexan, isopropanol, aceton, voda, toluen),
stacionarni fazi tvofi také kapalina zachycena na tenké vrstvé. Stacionarni fazi u
adsorpéniho typu tvoii tuhy absorbent (silikagel, oxid uhli¢ity, iontoménice)

V podob¢ tenké vrstvy. Mobilni fazi je kapalina (ANONYM 7, 2017).

TLC je ¢asto pouzivanou jednoduchou chromatografickou metodou, kterou je
mozné charakterizovat jako chromatografii v oteviené kolon€. Na tenké vrstvé je
podstatné méné stacionarni faze, proto muzZe byt analyza velmi rychld v porovnani

s kolonou (SOBOTNIKOVA, 2007).

Pti tenkovrstevné chromatografii je kapka délené smési nanesena na startovni
misto na desce s tenkou vrstvou sorbentu (KRIZEK, SIMA, 2015). Nanasi se 0,1%
az 5% roztoky v mnozstvi 200 nl az 20 pl do skvrn o priiméru 2 az 6 mm (COUFAL,
1996).

Po odpafieni rozpoustédla se deska s tenkou vrstvou umisti jednim koncem do
mobilni faze chromatografické kolony (KRIZEK, SIMA, 2015), tak aby startovni
misto kapek analytu zistalo nad hladinou mobilni faze (ANONYM 7, 2017) a necha
se saturovat parami rozpoustédel. Rozpoustédlo vzlina vrstvou sorbentu a unasi
s sebou délené slozky. (KRIZEK, SIMA, 2015). Analyza je ukondena, kdyz &elo
mobilni fiaze dorazi do blizkosti protilehlého konce tenké vrstvy (ANONYM 7,
2017). Deska je nasledné vyjmuta, necha se odpatit a provede se detekce. Detekce se
provadi vybarvenim skvrn jednotlivych slozek po postiiku chromatogramu vhodnym
¢inidlem, nebo prohlizenim chromatogramu v ultrafialovém svétle ¢i jinou technikou

(DRBAL, KRIZEK, 1999).

Kvalitativni vyhodnoceni se provadi pfimo nebo nepfimo. Pfim4 metoda
stanoveni je provadénd pomoci fotodozimetru (densitometru), ktery prevede skvrny
analyt na chromatogram s piky (COUFAL, 1996). Pfi nepiimé metodé je skvrna
vySkrabana ztenké vrstvy a nasledné extrahovana vhodnym rozpoustédlem.

Koncentrace latky se pak uréi napt. spektrofotometricky (STULIK, 2005).
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Obr. 7. Princip chromatogramu (COUFAL, 1996)
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Obr. 8. Vyhodnoceni chromatogramu (COUFAL, 1996)
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Kvalitativni vyhodnocovani chromatogramii 1ze provést zméfenim hodnot
retardacnim faktorem R jednotlivych slozek a porovnanim se standardnimi vzorky
chromatografovanymi za stejnych podminek. Vyhodnoceni je mozZzno provést
n¢kolika zplsoby, z nichz nejjednodussi je vizualni porovnani velikosti skvrn

stanovované slozky ve vzorku a ve standardu (GRAMANOVA, 2009).

Obr. ¢. 9. Vzorec pro méfeni hodnot retarda¢nim faktorem (COUFAL, 1996)

1. d. _ 1
1+

ui = rychlost skvrny i-tého analytu
Un = rychlost (¢ela) mobilni faze
di = vzdalenost stfedu skvrny i-tého analytu od startu

dyn = vzdalenost ¢ela mobilni faze od startu (COUFAL, 1996)
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K vyhodnoceni TLC desek byl pouzit ptistroj Scanner 3 od firmy CAMAG.
Jedna se o denzitometr, tj. spektrofotometr métici odrazené svétlo v absorbanénim i

fluorescencnim moédu. Vysledky byly nasledné zpracovany pomoci programu

WINCATS, verze 1.3.0. obrazek 10. (KUZEL et al., 2008).

Obr. ¢. 10. Vyhodnoceni TLC — desek na pfistroji Scanner od firmy CAMAG
(KUZEL et al., 2008).
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Pomoci denzitometru byly ziskdny velikosti ploch jednotlivych skvrn a jejich
Rt hodnoty (Obr. ¢. 11.). Nasledné byly porovnany plochy skvrn se shodnymi Ry, t.
stejnymi skupinami latek (KUZEL et al., 2008).

35



Obr. &. 11. Vyhodnoceni TLC desek pomoci densitometru (KUZEL et al., 2008)
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4.1.2 Elektroforéza

Elektroforéza se fadi do elektromigra¢nich metod, které jsou zalozeny na
rozdilné pohyblivosti nabitych ¢astic ve stejnomérném elektrickém poli. Pohyblivost
nabitych castic zavisi na velikosti ndboje, tvaru a velikosti molekul, podminek
prostiedi a sily elektrického pole. Velikost naboje ovlivituje stupeii ionizace, iontova
sila a pH prostiedi (CHURACEK, 1990). Elektromigraéni metody se praktikuji
vyhradné v kapalné fazi, pievazné ve vodnych roztocich (KRIZEK, SIMA, 2015).

4.1.2.1 Kapilarni zénova elektroforéza

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE — Capillary zone electrophoresis) je
moderni a perspektivni metoda nékdy oznacovana jako ,,open — tube®, nebo kapildrni
elektroforéza ve vodném roztoku (MARECEK, 2007), ktera probiha jako volna
elektroforéza bez nosice v tenké kapilate (GRAMANOVA, 2009).

Kapilary se vyrabi z taveného syntetického kiemene a jsou pomérné kiehké
(KASICKA, 1997). Pied mechanickym poskozenim je chrani polyamidovy povlak.
V misté detekce je odstranén maly podil povlaku (GRAMANOVA, 2009). Kapilary
jsou vétsinou 30 — 80 cm dlouhé a vnitini primér kiemenné kapilary je obvykle

mensi nez 100 pum (typicky 50 az 75 um), (KASICKA, 1997). Pro riizné i¢ely napf.:
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snizeni adsorpce vzorku, nebo zméné¢ iontového naboje na kapildrni sténé, je vnitini
povrch  chemicky modifikovan kovalentnim navazdnim rOznych latek

(GRAMANOVA, 2009).

Kapilara je napInéna zékladnim elektrolytem vedoucim elektricky proud. Na
anodovém konci je do kapilary zaveden vzorek o velikosti 1 — 10 nl (MARECEK,
2007). Oba konce tenké kiemenné kapilary jsou ponoieny do elektrodovych nadobek
naplnénych elektrolytem, kterym je téZ naplnéna kapilara (KASICKA, 1997). Mezi
elektrody se aplikuje vysoké napéti (10 — 30 kV), kdy dochazi v kapilafe
k elektroosmotickému toku, kterym jsou jak kationty, tak anionty transportovany
smérem k detektoru. Pfi tomto transportu dochazi k separaci. O kvalit¢ déleni
rozhoduje délka kapilary, rychlost elektroosmotického toku a pohyblivost délenych
iont, kterd je zavislda na pH roztoku a teploté, pii niz separace probiha
(GRAMANOVA, 2009). Hlavni vyhodou elektroforézy je moznost zvySovat
svorkové napéti az k hodnotam 30 kV (MARECEK, 2007). Sténou kapilary je
odvedeno do okolniho termostatového prostoru generované teplo. Rychlost Castice je
piimo umérnd intenzité elektrického pole, proto jsou rychlosti migrujicich iontl vyssi

oproti klasické elektroforéze (GRAMANOVA, 2009).

Zonova elektroforéza se v souCasnosti provadi pievazné v plosnych
uspofadanich na tenkych wvrstvach geli ¢i na {f6lii acetatové celulozy
(polyakrylamidovy gel, agarozy). Tloustky gelovych vrstev jsou 0,2 — 1 mm,
pouZivaji se pufry o koncentracich 0,005 — 0,05 mol/l (VAVROVA, 2008).

4.1.3 Porovnani metod pro stanoveni u¢innych latek v Ostropesti‘ci marianském

V nékterych  pokusech  pfi  porovnani  vysokoucinné  kapalinové
chromatografie a chromatografie na tenké vrstvé byla nalezena vys$i koncentrace
silybinu i pifes to, ze piiprava roztoku k analyze byla provedena stejné. Mezi
stanovenim obsahu silybinu v droze Ostropestice metodou HPLC a stanovenim
spektrofotometrickou metodou, po rozdé€leni na jednotlivé komponenty pomoci TLC,
byl statisticky prokazan vysoce prikazny rozdil. Divodem rozdilu se stala reakce
mezi diazotovanou kyselinou sulfanilovou, silybinem a isosilybinem, které na tenké

vrstvé nebyly rozdéleny. U HPLC byla odectena koncentrace pouze u silybinu, resp.
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iso-silybinu, protoze u téchto komponent dochazi na koloné¢ k rozdéleni a

k samostatné detekci (INDRAK, CHYTILOVA, 1992).

Podobnych vysledkti bylo dosazeno pfi porovnani kapilarni zoénové
elektroforézy (CZE) s HPLC (QUAGLIA et al., 1999, KVASNICKA et al., 2003,
VELIKANAC et al., 2004). Obsah silymarinovych komponentti v droze dokonce
koreloval s jejich antioxidaénimi ucinky. Vyznamna byla Cistota extraktd
bylo pravdépodobné zplisobeno tim, Ze necCistoty samotné mély vyssi antioxidacni

¢inek nez identifikované flavonolignany (KVASNICKA et al., 2003).

Za podobné popsanych podminek experimenty prokézaly, ze metoda CZE je
selektivnéjsi oproti metodé HPLC, ktera je vice senzitivni (VELIKINAC et al., 2004)
s tim, Ze metoda CZE neseparovala diastereomery iso-silybinu, ale metoda HPLC
jejich separaci umoznila (QUAGLIA et al.,, 1999) a v kone¢ném vysledku udava
nepatrné vyssi celkové obsahy flavonolignant. Oproti metodé HPLC je metoda CZE
dvakrat rychlejsi a poskytuje lepsi separaci silychristinu a silydianinu. Diky pfesnosti

vyhovuje veskerym farmakologickym kritériim (KVASNICKA et al., 2003).

Pti pouziti metod CZE a HPLC lze ftici, ze se dosahuje srovnatelnych
vysledkt. Pii porovnani HPLC a TLC metod bylo prokazano, ze vliv na vysledek ma
vzhledem k obsahu u¢innych latek nejen stupent umleti semen (rozdil az 20 %), ale i
doba ponechdni mleté drogy pied daldi extrakci (rozdil az 12 %) a zpisob utésnéni
banky - vlivem netésnosti mtize dojit k castecnému odpaieni extrakéniho ¢inidla
(aceton, bod varu 56,3 °C), a tim vlastné k zakoncentrovani silybinu (rozdil az 13%),
kvalita pouzitého extrakéniho Ginidla a standardnich latek (INDRAK, CHYTILOVA,
1992) a zpusob extrakce (SUBRAMANIAM et al., 2008).
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4.2 Farmakologické u¢inky uc¢innych latek

Ostropestfec  maridnsky je povazovan za jednu z nejrozsahleji
prostudovanych a zdokumentovanych 1é¢ivek (ANONYM 1, 2017). Vyuziva se
predevsim jako 1€k k ochrané a onemocnéni jater vice jak 2 000 let. VV minulosti byl
doporucovan starofeckym lékafem Dioskoridem proti hadimu ustknuti, nebo jej
doporucil fimsky Ié¢itel Plinius na podporu odtoku zluci. V 17. stoleti britsky bylinatr
Nicholas Culpeper pouzival Ostropestiec jako 1€k pii zloutence projevujici se
zloutnutim kiize a bélma o¢i. V roce 1968 se podarilo némeckym védcim izolovat ze
semen Ostropestice tfi latky: silybinin, silydianin a silychristin, které maji ochranny
vliv na jatra. Tyto latky se souhrnné nazyvaji silymarin (CASTLEMAN, 2004).

4.2.1 Hepatoprotektivni ucinky

Silymarin ma na jatra nékolik lécebnych ucinkli. Za prvé zabraniuje vniknuti
jedovatym latkam do jaterni tkané tim, Ze se vaZe na receptory na membranach
jaternich bungk, napt.: pti akutni otravé muchomirkou zelenou. Za druhé podporuje
obnovu poskozenych jaternich bun¢k a posiluje imunitni systém (CASTLEMAN,
2004). V neposledni fadé je silymarin vyuzivan jako silny antioxidant, ktery chrani
jaterni bunky pied ucinky jaternich jedd, napi.: thalnych soli, etanolu, paracetamolu.
Pti téchto otravach slouzi silymarin jako lapa¢ volnych radikala, jeho inhibi¢ni
u¢inek ma vliv na rizné oxygnenasy a peroxidasy a naopak ma pozitivni efekt na

stabilizaci koncentrace neredukovaného glyathionu (JEGEROV, 1996).

Jatra mohou poskozovat ve vysokych davkach i bézné I€ky, jako napiiklad
paracethamol. Pti laboratornim pokusu ochranil silymarin jatra zvifat, kterym byl
podévan paracethamol ve vysokych davkach. Dalsi studia dokdzala, ze stejna davka
silymarinu mize ptedejit vzniku poskozeni jater pti podévani antibiotik, antidepresiv
a léku proti psych6zam (CASTLEMAN, 2004). Silymarin pro sviij ochranny efekt
dokdze ochranit jatra pfed poSkozenim zplsobenym uzivanim hormondlni

antikoncepce (VITEK, 2015).

Silymarin podporuje regeneraci novych jaternich bunck, které postupné
nahrazuji staré a poSkozené buiiky. Timto se zvySuje aktivita enzymd, stimuluje se

jadernou polymerazou A a tim se zvySuje syntéza ribozomalnich proteint
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(TUMOVA et al., 2010). Silymarin lze zafadit do tzv. hepatoprotektiv, coz jsou latky
napomahajici regeneraci jaterni tkan¢ pii poskozeni alkoholem (ANONYM 5, 2017).

4.2.1 Ostatni ucinky

Ostropestfec mariansky lze pouzit pfi 1é¢bé endometridzy, pri¢iné zenské
neplodnosti, protoZze pomahd jatrim zpracovavat hormon estrogen, jehoz vysoka
hladina zhorSuje bolesti a jiné pfiznaky tohoto onemocnéni. Vyuziti nachdzi pti
prevenci a léCeni ZluCovych kament, zlepSuje odtok Zluce, travici $tavy nabité
cholesterolem z jater do stiev, kde pomaha travit tuky. Méné znamé ucinky jsou
napt.: mirné zvySovani krevniho tlaku, u nékterych lidi pomaha pti bolestech hlavy,
nebo je mozné Ostropestiec pouzit jako ,,pfirodni kinedril* pii cestovni nevolnosti
(GUBISOVA, 2015). Nélev zdrcenych nazek Ostropestice se pouziva k 16¢bd
bércovych viedl a kieCovych Zil ve formé obkladl, nebo jako pfidavek do koupele

(BODLAK, 2004).

Ostropestfec mariansky ma v klinickych studiich prokazatelné protinadorové
ucinky. Zpomaluje nadorovy riist u nemocnych rakovinou prostaty, délozniho ¢ipku,
prsu, tlustého stieva, plic, kize a mozku (VITEK, 2014). U nemocnych sniZuje
I€kové poskozeni jater pfi chemoterapii a urychluje zotavovani. UspiSenim procest

vedoucich k odstranéni toxickych latek, které se mohou v téle hromadit béhem IéCby

(ANONYM 2, 2017).

Vroce 2009 ceSti veédci ztymu profesora Vladimira Kiena
Z Mikrobiologického ustavu Akademie véd ve spolupraci s odborniky olomoucké
Univerzity Palackého provedly vyzkum substance silybinu. Princip pokusu spoéiva
Vtom, Ze silybin nador doslova vyhladovél, tj. zabranil vyvoji cév, které tumor
vyzivovaly. Tato metoda by mohla dopliovat klasickou chemoterapii, kterd sice
nador zabiji, ale oslabuje zaroven imunitni systém clov€ka. Silybin nador oslabi a

chemoterapie jej zni¢i (GUBISOVA, 2015).

ZvySenym pohybem na slunci naristd pocet a snizuje se v€k lidi nemocnych
rakovinou kiize. Ultrafialova slozka slune¢niho zareni zplsobuje v kiizi oxidaéni
stres, poskozeni makromolekul, indukuje zanétlivé procesy, pfedcasné starnuti ¢i

rakovinu ktize. Vhodnym prosttedkem jsou piipravky obsahujici rostlinné
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antioxidanty. U silymarinu byla popséna jeho schopnost chranit kiizi proti nasledktim

UVB zateni (VOSTALOVA, 2008).

4.2.2  Vedlejsi teinky
Vedlejsi ucinky silymarinu/silybinu jsou jen zcela vyjime¢né. V provedenych
studiich se u 2 % az 10 % lidi objevily nezddouci G€inky v podobé kozniho a

gastrointestindlniho podrazdéni a bolesti hlavy (KREN, WALTEROVA, 2005).

4.3 Vyuziti silymarinu

4.3.1 Pripravky, léciva
V [ékafstvi se pouzivaji zralé plody Ostropestice, z nichZ se vyrabi pfedevSim
vysoce koncentrované suché extrakty, které jsou dale nabizeny v podobé kapsli,

tablet, draz¢é, tinktur, ¢aji (GRUNWALD, JANICKE, 2008)

Tab. €. 3. Seznam nékterych schvalenych a pouzivanych 1€Civ z rostliny Ostropestiec

mariansky (GUBISOVA, 2015)

Nazev Vyrobce Indikace Forma Druh léku
Apotheke Mediate s. r. 0., | Podporuje latkovou | Caj Fytofarmakum,
Ostropestiec Dolni Libchavy | vyménu,  ovliviiuje hepatoprotektivum
maridnsky ¢aj tvorbu a vylucovani

zlu¢e, napomaha pfti

doléCovani chorob
HERBEX Herbex Cechia, | Onemocnéni jater Caj Fytofarmakum,
0 y sr. 0., NedaSov hepatoprotektivum

stropestrec

mariansky
LERQOS, Leros, s. r. 0., | Onemocnéni jater Caj Fytofarmakum,
Ostropestiec Praha hepatoprotektivum
maridnsky plod
sypany
Megafyt Megafyt — R, | Onemocnéni jater Caj Fytofarmakum,
Ostropestiec Vrané nad hepatoprotektivum
mariansky Vltavou
bylinny ¢aj
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Ostropestiec OstropestRec Onemocnéni jater Caj Fytofarmakum,
mariansky — hepatoprotektivum
granulovany
plod
Harmony Line | Faveas.r. o., Ochrana jater pied Tobolky Fytofarmakum,
— ostropestiec | Kopfivnice toxickymi latkami, hepatoprotektivum
blistr tobolky snizené riziko vzniku
ZluCovych kamen,
antioxidacni Gc¢inky
LEGALON Madaus GmbH, | Podptirna 1é¢ba pii | Tobolky Hepatoprotektivum
Koln, SRN. toxickém poskozeni
jater, chronickém
zanétlivém
onemocnéni jater,
nebo  pii  jaterni
cirhoze
Natrodale Vital  Health | Pfiznivé pusobi pii | Tobolky Fytofarmakum,
Ostropestiec Foods  (ems) | jaternich chorobach, hepatoprotektivum
Bkp hlavné pti cirhoze a
zanétu jater, snizuje
poskozeni jater
alkoholem, pomaha
jako prevence pfi
zluovych kamenech
LAGOSA Mauermann, Toxicka  poSkozeni | Tablety Fytofarmakum,
Arzneimittel jater, podptrna 1é¢ba hepatikum,
KG, Pocking, | chronickych jaternich hepatoprotektivum
SRN, onemocnéni,
Dragonopharm | zanétliva
Apotheker onemocnéni  jater,
Piischl GmbH, | cirhdza
Tittmoning,
SRN
Medin Terra — | Medinterra, s. | Pfi jaternich | Tablety Fytofarmakum,
Ostropestiec r.o., Brno chorobach, cirhoze, hepatoprotektivum
tablety zanétu jater, snizuje
poskozeni jater
alkoholem, prevence
pti zluovych
kamenech
Silymarin Favea s. r. 0., | Snizuje riziko Tablety Fytofarmakum,
maka Kopfivnice aterosklerotickych hepatoprotektivum
zmén cévniho
systému a chrani
jatra pred toxickymi
vlivy chemickych
Skodlivin
SILYMARIN Favea s. r. 0., | Prevence poskozeni | Emulgel Fytofarmakum,
emulgel Kopfivnice kﬁi?, e}izémﬁ, hepatoprotektivum
lupénky a akné
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Bylinkova Herb Plus s. r. | Plisobi pfiznivé pii | Zvykacka | Fytofarmakum,
zvykacka —|o. jaternich chorobach hepatoprotektivum
smé&s
Ostropestiec
Herb plus
IBEROGAST | Steigerwald Poruchy funkce a | Kapky Fytofarmakum,
Arzneimittel mobility stiev, kieCe digestivum,
GmbH, zaludku a stiev hepatoprotektivum
Darmastadt,
SRN
LEGALON Madaus GmbH, | Otrava Prasek pro | Hepatoprotektivum
SIL inj. plv. | koln, SRN muchomiirkou ptipravu
sol. zelenou, ptip. | injekéniho
zavazné  intoxikace | roztoku
hepatoxickymi
latkami
Silymarin s vit. | Favea s. r. 0., | Dopln¢k stravy pfi | Pastilky Fytofarmakum,
C + E na | Kopfivnice potizich zptisobenych hepatoprotektivum
regeneraci jater poruchami jaternich
funkci a zvySené
hladiny cholesterolu
v Krvi

4.3.2 Pripravky — dopliiky stravy

Mezi dopliiky stravy lze zatadit olej ze semen Ostropestice maridnského

v davce 1 az 2 1zicky denné, podle stavu ¢lovéka (ANONYM 2, 2017).

Tab. &. 4. Seznam nékterych piipravki a doplitkis stravy (GUBISOVA, 2015)

Nazev Vyrobce Indikace Forma
Bio  Ostropestiec | Irel spol. s.r. 0. | Detoxikace organismu Granulovany plod
mariansky
Ostropestiec 100% | Virde Doplnék stravy Olej
Silymar Plus Virde Doplnék stravy Tablety
Ostropestiec Gresik Dopln¢k  stravy pusobici | Tinktura

ptizniveé na jatra a zaludek
Ostropestiec Nadg¢je Doplnek stravy podporujici | Vytazek z pupenti
mariansky Podhorna latkovou vyménu a funkci

traviciho ustroji
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Ostropestiec Topvet Dr. Jifi | Pisobi pfiznivé pfi jaternich | Extrakt
mariansky extrakt | Pantucek, Ceska | chorobach

u Brna
Ostropestiec extra | Solio Podporuje tvorbu novych | Olej
jaternich bun¢k
Panensky Equicentrum Doplngk stravy Olej
ostropesttecovy
olej
Olej z ostropestice | ASO zdravy | Doplnék stravy Olej

lisovany za studena | Zivot

Ostropestiec, MedPharma Doplnék stravy pro posileni | Tablety
silymarin 100mg ¢innosti jater

Ostopestfecova Dédek Korfenai | Pisobi na ¢innost jater Smés
smés JK

4.3.3 Vyuziti u hospodaiskych zviiat

Silymarinovy komplex se nejvice vyskytuje Vv osemeni (perikarpu) plodu
Ostropestice. Ziskava se po odlisovani oleje a nasledné homogenizaci slupky semene
ve form¢ krmného expeleru. Z tohoto divodu je mozné vyuzit Ostropestiec ve

veterinarni medicingé (GUBISOVA, 2015).

Vyhodou piimého zkrmovani expeleru z Ostropestice je vysoka vyuzitelnost
silymarinu a dalSich flavonolignant, nachazejicich se zde v amorfni formé. Pfi
zpracovani ve farmaceutickém primyslu dochazi ke krystalizaci silymarinu a tim ke
snizeni jeho dostupnosti z expeleru (KOPECKA, 2012). V expeleru je jeho obsah
vysoky (az 18 %) bezlepkovych bilkovin, 8 — 9 % kvalitniho oleje s omega-6
kyseliny linolové a 20 % vlakniny, coz podporuje spravnou funkci zazivaciho traktu

(GUBISOVA, 2015).

Po podavani krmného expeleru do krmné davky dosSlo prokazatelné ke
zvySeni odolnosti vii¢i nekterym chorobam, zlepSeni funkce jater, zlepSeni stavu

pokozky, srsti, kopyt a celkového zdravotniho stavu zvifat (KOPECKA, 2012).
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4.3.3.1 Vyuziti u dojnic

U dojnic je zkrmovani Ostropestice vhodné v dobé stani na sucho, kdy se
dojnice pfipravuji na porod a na laktaci. V tomto obdobi je potfebné docilit kromé
regenerace mlécné zlazy a bachoru i regenerace jater. Zkrmovanim po porodu se
projevi zlepSeni ¢innosti jaternich bun€k, coz chovatel oceni zejména v obdobi, kdy

dochazi k negativni energetické bilanci (KOUKOLOVA, 2017).

Ostropestfec mariansky u dojnic posiluje celkovy imunitni systém, coz se
muze zobrazit ve zvySeni uZitkovosti, zlepSeni reprodukce a na stabilizaci
zdravotniho stavu dojnic po porodu. Proto je vhodné pridavat Ostropestiec
mariansky do krmné davky jako doplikové krmivo v ramci prevence

(KOUKOLOVA, 2017).

4.3.3.2 Vyuziti u koni

Ostropestiec je vhodny nejen pro aktivni detoxikaci, ale i prevenci. SniZuje
negativni vliv oCkovani, odCerveni a posiluje imunitu, podporuje a chrani jatra.
Ostropesttec je cennym zdrojem mastnych kyselin a pozitivné ptisobi na rust kopyt a
srsti. Je dobrym pomocnikem pii schvaceni kopyt, duSnosti, pfi dieté¢ redukéniho
charakteru a riznych onemocnénich. Produkty z Ostropestice je vhodné podavat
nejen konim ve sportu ¢i chovu, ale také konim v ,dichodu®. Pozitivné plisobi
zejména u koni, ktefi podavaji fyzické vykony. U nich je tfeba chranit metabolické
cesty Vorganismu podavanim latek, které pomohou rychle obnovit télesnou

rovnovahu (GUBISOVA, 2015).

Do krmeni se mohou ptidavat ptimo semena v davce 20 az 30 g, ktera se pied
poddnim musi rozemlit v mlynku, nebo pfipravit ¢aj a nalit ho do krmeni

(ANONYM 3, 2017),

Tab. &. 5. Seznam piipravkil pro koné (GUBISOVA, 2015)

Nazev Vyrobce Indikace Forma
Silyfeed A Amino centrum | Jatra, srst, kopyta, pfi | Granule
Ostropestiec krmiv alergiich a dusnosti
Ostropestiecovy olej | RajProKone.cz Detoxikace,  posileni | Olej
imunity, celkove
nastartovani organismu
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Extrudovany RajProKone.cz Vhodné pro hubené a | Extrudovana
ostropestfec hite krmitelné koné semena
Premin ® Plus Premin.cz Ochrana jaternich | Smés

bunck
Mariendistel EPONA Pro celkovou | Granulat
Granulat detoxikaci organismu
SILYFEED CLA PROFARM Ochrana organismu Granulat
4.4 Stres

Rostliny jsou v prubéhu svého zivota vystaveny pusobeni proménlivého
vngjsiho prostiedi (MORICOVA et al, 2014). Musi Se vyrovnat s pozadavky
prostiedi, které zahrnuji Utok patogendi, extrémni teplotni vykyvy, nadmérnou ¢i
nedostateCnou vlahu a slune¢ni zafeni (BARTWAL et al, 2013). To muize
zpomalovat jejich Zivotni funkce a poSkozovat jednotlivé organy. V krajnich
piipadech mohou vést k uhynuti (PROCHAZKA et al., 1998). Na tyto podndty
reaguji rostliny tzv. stresem, ktery aktivuje fadu mechanismt, podobn¢ jako obranné
reakce na patogenni infekce nebo na podnéty v oblasti zivotniho prostiedi, jako je
napft.: zasah do metabolismu rostlin ¢i zlepSeni syntézy fytochemikalii (BAENAS et
al., 2014).

4.4.1 Definice stresu

KOVALCIKOVA, KOVALCIK (1973) definuji obecné stres jako stav, ve
kterém se nachdzi zivy systém pii mobilizovani obrannych ¢i napravnych zatizeni,
kterymi odpovida na nespecifické podnéty z prostiedi. Klinicky stres mize vyvolat
extrémni teplo, chlad nebo sluneéni zafeni, nutriéni stres nedostatek potravy nebo
vody, socialni stres nizké postaveni v socialnim zebficku spolecenské jednotky,

vnitini stres reaguje na patogeny ¢i toxiny.
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4.4.2 Definice stresu u rostlin

Stres u rostlin je stav, kdy jsou rostliny vystaveny mimofadné nepiiznivym
podminkam (LARCHER, 1988) a reaguji na pusobeni zatéZzovych tj. stresovych
faktorii — stresort aktivaci obrannych mechanismti (PAVLOVA, 2005).

Ve fyziologii rostlin definice stresu puvodné vychazela zterminologie
uzivané ve fyziologickych a technickych oborech. V druhé poloving 20. stoleti Jacob
Levitt definoval pojem stres jako nepiiznivy zatézovy faktor vyvolavajici v objektu,
vV némZ pusobi, zménu vlastnosti nebo funkci zvanou strain — stresovd reakce

(PAVLOVA, 2005).

4.4.3 Stresory

Stresory — stresové faktory piisobi na celou rostlinu tj. na kofeny, nadzemni i
podzemni Cast, na vyvijejici se semena. Rostlina muze dosdhnout na zakladé
kompenzacnich procest nového stavu. Pii nezvladnuti vlivu stresord dochazi
k uhynuti (BLAHA et al., 2003). Obecné se stresory rozdéluji na biotické a abiotické
stresové faktory (PAVLOVA, 2005).

4.43.1 Biotické stresové faktory

Biotické stresové faktory jsou zplsobeny biologickymi Ciniteli (VERMA,
SHUKLA, 2015). Biotické faktory zahrnuji celou fadu patogennich mikroorganismu
(BARTWAL et al., 2013), napf.: houby, viry, bakterie, hlistice (VERMA, SHUKLA,
2015), hmyzi a zivo¢isné sktidce nebo samotné rostliny (BLAHA et al., 2003).

4.4.3.2 Abiotické stresové faktory

Abiotické stresové faktory maji fyzikalni nebo chemickou povahu. Do této
skupiny faktort patii pfili§ vysokd nebo nizkd ozafenost, extrémni vykyvy teplot,
nedostatek nebo nadbytek vody, nedostatek kysliku a jinych mineralnich prvk,
nadbytek iontd v pudnim roztoku (zasoleni pid), nizké ¢i vysoké pH, ptitomnost
toxickych latek (organické latky, t&zké kovy) a vitr (PAVLOVA, 2005).
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4.43.3 Stresova reakce
1. Poplachova faze — bezprosttedné po zacatku pasobeni stresového faktoru dochazi

naruSeni bunécnych struktur a funkeci.

2. Restitucni faze — mobilizace kompenzac¢nich mechanismt (do této faze prechazi
stresova reakce v ptipadé, Ze intenzita stresu nepiekracuje

letalni uroven).
3. Faze resistence — zvySovani odolnosti rostliny vi¢i ptisobicim faktortim.

4. Faze vycCerpani — nastava pii dlouhodobém a intenzivnim ptisobenim stresového

faktoru (SOUDEK, 2017).

Obr. 12. Stresové reakce (SOUDEK, 2017).

Otuzovani

Poplachova
faze

— Faze vycerpani
Maximalni
odolnost

(rezistence)

Normalni stav

Restituéni
Poditek taze
stresu

444 Sekundarni metabolity

Sekundarni metabolity (SM) jsou organické latky, které nemaji zfejmy piimy
vztah k metabolickym procesum zajiStujicim zakladni Zivotni funkce, rist a vyvoj
rostlin (PAVLOVA, 2005). Hojn& se sekundarni metabolity vyskytuji v houbéach a
rostlinach.  Skladaji se ze sloucenin snizkou molekulovou hmotnosti
(PUSTZTAHELYI et al., 2015). Nepodileji se na dychani, asimilaci zivin nebo
fotosyntéze a syntéze proteini (BARTWAL et al., 2013). Tvorba sekundarnich
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metabolitli zacind pfi kli€eni a v raném vyvoji rostlin (DE-LA-CRUZ CHACON et
al., 2013).

Sekundarni metabolity se z chemického hlediska rozd€luji do tfech skupin
(PAVLOVA, 2005). Terpeny — vyrobené z kyseliny mevalonové — slozené témét
vyhradné z atomi uhliku a vodiku. Fenolické latky — sloZzené z jednotlivych cukrti —
obsahuji benzenové kruhy vodiku a kysliku. Dusik obsahujici sekundarni metabolity

— jsou velmi rozdilny, mtze obsahovat siru (SCHULTZ, 2017).
1. Terpeny (terpenoidy nebo isoprenoidy):

e 2 isoprenové jednotky (Cio terpeny) — monoterpeny
e 3 isoprenové jednotky (Cis terpeny) — seskviterpeny
e 4 isoprenové jednotky (Cyo terpeny) — diterpeny

e 6 isoprenové jednotky (Cso terpeny) — triterpeny

e 8 isoprenové jednotky (Cy terpeny) — tetraterpeny

e 8 isoprenové jednotky (C >4 terpeny) — polyterpeny
2. Fenolické latky:

e Flavonoidy
e Tiisloviny

e Ligniny
3. Dusik obsahujici sekundarni metabolity:

e Alkaloidy
e Kyanogenni glykosidy
e Glykosinolaty (BARTWAL et al., 2013)

4441 Funkce sekundarnich metaboliti

Jednou z hlavnich funkci je odolnost proti antagonistickym organismim —
bylozravci. Mohou fungovat jako jedy, latky snizujici stravitelnost, odpuzovat nebo
byt naopak atraktivni pro pfirozené nepiatele bylozravci (BARTOS, 2016). SM
dodavaji rostlindam pevnost a ochranuji ji pfed dopadajicim zafenim. Sekundérni
metabolity se podileji na pfijmu a pfenosu signidlu mezi rostlinou a prostredim i

uvnitf rostliny (PAVLOVA, 2005).
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4.5 Elicitace
Elicitace je metoda, ktera dokaze vyvolat stres, ktery aktivuje obranné reakce
rostlin (KUZEL et al., 2004b), nebo rostlinného explantatu, vedoucich ke zméné

transkripce gend kodujici enzymy ovliviiujicich biosyntézu sekundérnich metabolitti

(TUMOVA, TUMA, 2009).

Elicitace je intenzivné zkoumana metoda zalozena na faktu, ze akumulace
mnoha sekundarnich latek v explantovanych kulturach a rostlinach je soucasti jejich
obranné reakce vuéi pusobeni stresovych vlivi — elicitori (SIATKA et al., 2011).
Tato metoda je jednoducha a ekonomicky vyhodna bez velkych naroka na prostiedi

(TUMOVA, TUMA, 2009).

Elicitace se Casto pouziva v in vitro (ve skle) kulturach rostlin. Divodem
tohoto pouziti je produkce ucinnych latek bunck rostlin, které jsou vzacné, chranéné,
Spatn¢ se pestuji, nebo jejich vypéstovani trva piiliS dlouho. Hlavni ptfekdzkou
vyuziti in vitro kultur v biotechnologii jsou piedev$im vysoké investiéni a provozni

naklady (KUZEL et al., 2004a).

Elicitace se provadi ptidanim elicitoru do rastového média. To vede ke
zvyseni biosyntézy sekundarnich metabolitti, které normaln¢ slouzi k obrané samotné

rostliny (KUZEL et al., 2004b).

Zakladnim ptedpokladem pro uspéSnou elicitaci je nalezeni vhodného
elicitoru a jeho doby, kdy pusobi na rostlinnou kulturu in vitro, a jeho optimalni
koncentrace (KUZEL et al., 2004a). Elicitor stoji na po¢atku viech obrannych reakci
jako spoustéci faktor (TUMOVA, TUMA, 2009).

45.1 Elicitory

Elicitory jsou biologicky aktivni latky schopné v rostliné vyvolat obrannou
reakci (MARESOVA, 2007) v interakci rostlina — patogen (MORICOVA, 2014).
Jako elicitory mohou slouzit n€které metabolity vylu¢ované patogeny — exogenni
elicitory a slou€eniny, které se uvoliiuji naruSovanim bunécné stény obou organismu
— endogenni elicitory. Do exogennich elicitori se fadi nékteré polysacharidy,

specifické enzymy a peptidy, do endogennich elicitorl napiiklad: oligomery chitinu
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nebo glykoproteidy, uvolnéné hydrolyzou bunééné stény patogenu i
oligogalaktouronany uvolnéné zbunééné stény napadené buiky (MARESOVA,
2007).

Elicitory se mohou délit na nespecifické a specifické. Mezi nespecifické
elicitory se tadi latky, které se vyskytuji vcelé tadé patogenti (polysacharidy
bunécnych stén, nebo nékteré nizkomolekularni latky jako mastné kyseliny, steroly).
Specifické elicitory jsou tvofeny konkrétnim patogenem — ve vétSiné piipada jde o
produkty Avr genu, které byvaji rozpoznany jen uréitou skupinou hostiteli. U
specifickych elicitorti byva reakce zpravidla mnohem komplexnéj$i nez je tomu u
nespecifickych (MORICOVA, 2014). Elicitory je mozné rozdélit na biotické
(fytohormony a mikroorganismy) a abiotické (fyzikdlni — UV zéafeni, chemické —

ionty kovi, anorganické soli (BAENAS et al., 2014).

4.5.2 Elicitory firmy AGRA GROUP a.s.

4521 N-FENOL MIX®

N-FENOL MIX® zvySuje pifjem a vyuziti Zivin zahradnimi & polnimi
plodinami zejména v jarnim obdobi, kdy jsou jiz porosty dostatecn¢ aktivni a maji
podminky pro silné zvyseni metabolického vykonu. To se pozitivné odrazi ve
vynosovych a kvalitativnich parametrech (AGRA GROUP a. s., 2017), dobrym
zakofenovanim a intenzivnim rtstem rostliny (AGRA 1, 2017). Stimulaci dochazi
Kk podpofe tvorby vynosotvornych prvkl a omezeni jejich redukce. (AGRA GROUP
a. s., 2017).

4.5.2.1.1 Cil aplikace

Cilem aplikace je ovlivnéni autoregulacnich systéml rostliny, které se
vyznamn& podileji na fizeni tvorby hospodaiského vynosu. N-FENOL MIX® ma
zvlasté vysoky ucinek za stresovych podminek — naptiklad: aplikace herbicidi, po

obdobi sucha nebo zamokieni. Po aplikaci rostlina vytvari vétsi hmotu biomasy.
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Nitrofenolaty zasahuji pfimo do metabolismu rostliny na ridznych urovnich a
pozitivné puisobi na kapacitu tvorby a ukladani latek vyznamnych pro rostlinu. Na
ucinku nitrofenolatti se podili elicitace, kde nitrofenolaty jsou nositeli informace,
ktera probudi v rostliné obranné metabolické aktivity, aniz by nasledoval nastup

stresu a odcerpani zdroji energie (AGRA GROUP a. s., 2017)

4.5.2.1.2 Aplikace
N-FENOL MIX®™ 1ze michat s listovymi hnojivy, regulatory ristu, ptipravky
na ochranu rostlin a hnojivem DAM (AGRA GROUP a. s., 2017).

Pied aplikaci musi mit rostliny dostateCnou aktivni listovou plochu.
V ptipad€ kombinace S hnojivem DAM musi postiikova kapalina ulpivat na listech a
nestékat na pudu, aby co nejvétsi mnozstvi ucinnych latek proniklo skrz listovou

plochu do rostliny (AGRA GROUP a. s., 2017).

Pti aplikaci pted kvetenim vyznamné ovlivituje kliceni pylovych zrn, ma také
pozitivni vliv na ndsadu plodt a semen. Aplikace po piisobeni mrazu, krupobiti nebo
po piedchozi aplikaci méné selektivnich pesticida piispiva K nastartovani piijmu

zivin z pady a rychlej$imu pfekonani stresu a zahajenim ristu (AGRA 1, 2017)

Tab. ¢. 6. Chemické slozeni (AGRA GROUP a. s., 2017).

U¢&inné latky V% g/l
4-nitrofenolat sodny 0,9 9
2-nitrofenolat sodny 0,6 6
5-nitroguajakolat sodny 0,3 3

Obsah rizikovych prvki spliiuje zakonem stanovené limity — kadmium 1,
olovo 10, rtut’ 1, arzen 10, chrom 50 mg/kg (AGRA 1, 2017).
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453 NanoFYT Si®

NanoFYT Si® je piipravek s obsahem stabilizované nanoéastice SiOy, ktery je
vyuzivan pro mimokofenovou vyzivu postiikem na list. Tento piipravek je uréen
K rychlému dodavani kiemiku do rostlin. Diky kfemiku se u rostlinnych bunék
zvySuje pevnost stén, coz se projevuje zvySenim tuhosti kutikuly listli a zvySenou
toleranci ke $kiidcim a nemocem (AGRA 2, 2017), snizuje vypar vody v suchém
obdobi, snizuje toxické pusobeni nékterych kovi, predevsim hliniku, manganu a
napadani rostlin houbovymi chorobami a plisnémi, zvySuje toleranci rostlin
k zasoleni pudy, podporuje asimilaci dusiku a zvySuje vynos a kvalitu produkce
(AGRA GROUP a. s. 2, 2017).

NanoFYT Si® obsahuje také piirodni estery jako formulaéni latky, které
pusobi v kombinaci s nanocasticemi pfiznivé na kondici péstovanych kultur a
vyrazné prispiva k omezeni biotickych a abiotickych stresi béhem vegetace (AGRA
2,2017).

45.3.1 Chemické sloZeni
NanoFYT Si® se obsahuje 20 % SiO, ve formé stabilizovanych hydratovanych
nanocastic a formulac¢ni latky — specifické pfirodni estery (AGRA 2, 2017).

4532 Kremik
Kiemik je prvkem s prokdzanymi benefi¢nimi UCinky. Slouceniny kiemiku
maji vyznamnou roli pti biotickém a abiotickém stresu. Jeho pfijem a dostupnost ma

zasadni vliv na vynos a kvalitu rostlin (AGRA GROUP a. s. 2,2017).

Pripravek NanoFYT Si® obsahuje kiemik ve formé stabilizovanych
nanocastic hydratovaného oxidu kiemicitého o priméru 15 mm. Tyto nanocastice
byly vyvinuty specialné pro foliarni aplikace. Pisobi v listech jako specificky zdroj
kiemiku, ktery se miize aktivné zapojit do metabolismu rostliny. Nanorozmeéry castic
jsou zodpoveédné za zvlastni vlastnosti ptipravku a souvisi s jeho vysokou U¢innosti.
NanoFYT Si® obsahuje jako formula¢ni latky ptirodni estery, které v komplexu
s nanocasticemi kifemiku piisobi pozitivné k omezeni biotickych a abiotickych stresti

béhem vegetace (AGRA GROUP a. s. 2,2017).
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454 ELITIC®

ELITIC® je pomocny rostlinny ptipravek do chmele a 1é&ivych rostlin, ktery
obsahuje optimalni pomér biokompatibilniho vodorozpustného komplexu titanu a
hydrolyzatu bilkovin. Pisobenim dochazi v rostlinach ke specifickému ovlivnéni
zvySené tvorby sekundarnich metabolitd. Hydrolyzat aminokyselin navic podporuje

tvorbu auxinti a cytokinint, které maji vliv na vitalitu a rast rostlin (AGRA 3, 2017).

Ptipravek dale obsahuje emulgovany fepkovy olej, ktery zlepSuje pronikani
ucinnych latek pied kutikulu i v obdobi piisuski kdy je ochranna vrstva listu Spatné
propustnd. ELITIiC® obsahuje také draslik, ktery v citratové forme stabilizuje pH
(AGRA 3, 2017)

ELITiC® vyznamng iniciuje tvorbu sekundarnich metabolitfl, stimuluje d&leni
bunék a tvorbu chloroplastii, podporuje fotosyntézu a vyznamné ptispiva k vysoké a
stabilni kvalit¢ produkce. U chmelu vyznamné ovliviiuje mnoZstvi alfa hotkych
kyselin v pozadovaném mnozstvi. V piipadé IéCivych rostlin zvySuje obsah
sekundarnich metaboliti napt.: kyselin kdvové, cichorove, kaftarové, chlorogenové,
rutinu atd. Caste¢né zvySuje i piirozenou cestou odolnost rostlin proti chorobdam

(AGRA 3, 2017).

Tab. ¢. 7. Chemické a fyzikalni vlastnosti (AGRA 3, 2017).

Vlastnost Hodnota
Celkovy dusik jako N min. 0,14 %
Suma volnych aminokyselin min. 0,1 %
Oxid draselny (K,0) 4,0 %
Hodnota pH 50-7,0

45.4.1 Aplikace u chmelu
Aplikace se u chmelu provadi v davce 0,5 I/ha na 1 500 az 2 000 | vody.
Prvni aplikace se provadi na zacatku kveteni chmele a druha aplikace cca 14 dni po

prvni aplikaci (AGRA 3, 2017)
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45.5 Ostatni elicitory

4551 Kyselina salicylova
Kyselina salicylova (SA) je 2-hydroxy-benzoova kyselina. Je to fenolicka
sloucenina, jejiz nazev je odvozen od latinského nazvu pro vrbu (Salix), (JANDA,

VALENTOVA, 2014).

Obr. ¢. 13. Kyselina salicylova (vlevo) a jeji methylester (vpravo), (KOTYK, 2009).

OH OH

Prvni zminky o kyselin¢ salicylové objevuji kolem roku 2200 pi. n. 1. ve
sbirce receptii neznamého sumerského 1ékaie. Ve sttedovéku Hippokrates pouzival
odvar z kury vrby jako 1€k proti horecce (NORSETI, 2017). V roce 1899 byl
v némecké spolecnosti Bayer chemikem Hoffmanem synteticky piipraven derivat
kyseliny salicylové — kyselina acetylsalicylova, ktera je u¢innou slozkou jednoho

Z nejrozsifenéjsich 1éka — aspirinu (JANDA, VALENTOVA, 2014).

SA je rostlinny hormon regulujici fadu fyziologickych procesti jako je kliceni
semen, bunéény rust, dychani, zavirani priduchi, vynos plodi. SA je poslem pro
lokalni i systémovou rezistenci (KOTYK, 2009). Dale je jednou z klicovych
molekul, které reguluji reakci rostlin na infekci patogennimi mikroorganismy.

Odpovida na biotické a biotické stresové faktory (JANDA, VALENTOVA, 2014).

Bylo prokazano, ze kyselina salicylova je silny a potenciondlni nastroj na
snizeni ¢1 zmirnéni neptizivnych G€ink abiotickych stresovych faktorli u rostlin

(IQBAL, 2015).
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4552 Kyselina acetylsalicylova

Kyselina acetylsalicylova (ASA) neboli 2-acetoxybenzoova kyselina patii do
fenolytickych kyselin. Jako derivat kyseliny salicylové se vyskytuje v 1éku Aspirin
(NORSETI, 2017).

ASA se sklada z 60 % uhliku, 35,5 % kysliku a 4,5 % vodiku. Pfi pokojové
teplot¢ se jevi jako bily krystalicky prasek s bodem tani 136 °C a bodem varu 140 °C
o hustot& 1,40 g/cm® (GUBISOVA, 2015).

4.5.5.2.1 Vyuziti kyseliny acetylsalicylové

Pod nazvem aspirin se ASA pouziva pii 1é€bé bolesti koncetin, hlavy, pii
akutnich bolestech svalt, Slach, kosti a kloubti. Pii chronickych bolestech napf.: pfi
artréze a revmatu snizuje horecku a pouziva se pred kardiovaskularnimi chorobami.
U akutnich a chronickych zanéth snizuje zanétlivou reakci. ASA zabranuje
shlukovani krevnich desticek, trombocytl, které se s €ervenymi 1 bilymi krvinkami
nachazeji v plazmé&. To znamena, Ze kyselina acetylsalicylova ovliviluje srazeni krve

tim, Ze zabranuje agregaci trombocytu (NORSETI, 2017).

Kyselina acetylsalicylovd vznika pii esterifikaci fenolové skupiny. K tomu
dochazi zahtivanim kyseliny salicylové s acetanhydridem za ptitomnosti kyseliny

fosforeéné (NOVAKOVA, 2011).

Obr. & 14. Vznik kyseliny acetylsalicylové z kyseliny salicylové (NOVAKOVA,
2011).

o] OH OH
0 ©
OH . )-k )k H3POy s ) Y CH, . /|\
HC 0 CH, o HO CH;
kys. alicylova acetanhydrid kys. acetylzalicylova ky=. octova

56



4553 Paraquat

Paraquat neboli methylviologen slouzi jako kontaktni herbicid ¢i
vysusovadlo. Je to bezbarva az zluta krystalicka latka patfici do bipyridilovych
herbicidi. (ANONYM 6, 2017). Jako elicitor byl paraquat pouzit pfi elicitaci
vV kalusové kultufe Silybum marianum ve tfech koncentracich roztoku
methylviologen-dichloridu dihydratu v ethanolu — ¢;= 10,0 mg/100 ml [2,19*107
mol/l], cz= 1,0 ml/100 ml [2,19*10™* mol/], cs= 0,1 ml/100 ml [2,19*10° mol/]. Pro
zjisténi  statistické vyznamnosti vlivu elicitoru methylviologen na obsah
flavonolignant byl pouzit t-test rozdili dvou pomért. Pro hladinu vyznamnosti
P=0,05, stupné volnosti v= 4 je kriticka hodnota testovaného kritéria 2,78. Narust
obsahu flavonolignani o 1250 % byl zaznamenan po 6 hodinové -elicitaci
methylviologenem o koncentraci ¢,=2,19*10 mol/l. V ostatnich ptipadech po 12,
24, 48, 72 a 168 hodinach se obsah flanovolignani jen nepatrné zvysil nebo naopak
vyrazné klesl. Lze predpokladat, ze methylviologen ptisobi jako stresovy faktor
vyvolavajici zvysenou tvorbu obrannych latek — flavonoida (TUMOVA, TUMA,
2009).

Obr. &. 15. Chemicka struktura methylviologienu (paraquat), (TUMOVA, TUMA,
2009)

+_ N *

PQ (1.1 -dimethyl-4,4 -bipyridylium jon)
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5 METODIKA

Na zéklad¢ zadéani diplomové prace byl zjisStovan vliv elicitorti na obsah
nékterych latek v semenech Ostropestice marianského. Pro tento ucel byly
provedeny dva pokusy v roce 2015 v Ceskych Budgjovicich a v roce 2016 ve

Stojanovicich.

5.1 Pokusé¢. 1
V roce 2016 byl proveden v lokalité¢ Stojanovice v okrese Klatovy pokus
s cilem zhodnoceni vlivu preparatd NanoFYT Si® a N-FENOL MIX® na obsah

vybranych G¢innych latek v semeni Ostropestice.

Pro tuto praci byl Ostropestfec mariansky péstovan v CHKO Sumava ve
vesnici Stojanovice nachazejici se v 2 km jihozépadné od Velhartic v nadmotské
vysce 700 m n. m., S ro¢nim thrnem srazek 820 mm, sumou ro¢ni teploty 7,1 °C, se

sttedné zvlnénym aZ mirné svazitym terénem.

V tomto pokusu byly pouzity sazenice Ostropestice (predpéstované ve
skleniku ZF JU v Ceskych Budgjovicich), které byly vysazeny ve dvou terminech,
¢ili ve dvou riznych rastovych fazich — u prvniho pokusu 3 — 4 pravé listy, u
druhého pokusu 6 — 7 pravych listi. Pro tento pokus bylo vyty¢eno 6 pokusnych
parcel, kazdd o velikosti 1 m®. Dv& parcelky slouzily jako kontrolni. U druhé
kontroly byly v rastové fazi 6 — 7 listi vysazeny pouze tii rostliny. Na ostatnich
parcelkach byly vysazeny vzdy 4 rostliny. Dalsi dvé parcelky byly oSetieny
elicitorem NanoFYT Si® o koncentraci 1ml na 1 litr vody. Zbylé dvé parcelky byly
osetfeny elicitorem N-FENOL MIX®™ o koncentraci 0,5 ml na 1 litr vody. B&hem

vegetace bylo provedeno pouze odpleveleni parcelek.

Ptedplodinou Ostropestice byly rané brambory, po jejichz sklizni nasledovalo
hnojeni hnojem v davce 30 — 40 t/ha a nasledné¢ zaordni. Na jafe se provedlo
urovndni povrchu smyky. Vyty€end €ast pole na pokus byla ru¢né upravena. Béhem

vegetace bylo provadéno ruéni odplevelovani.

Pouzité sazenice byly predpéstované ve skleniku. Vysev semen byl proveden 20.
biezna 2016. Sazenice byly na pole vysazeny v terminech 16. 5. 2016 a 22. 5. 2016.

Postiiky byly provadény ve dvacetidennim intervalu.
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Prvni posttik byl proveden 15. 6. 2016. Druhy postiik byl proveden 5. 7.
2016. Tteti postiik mél byt proveden 25. 7. 2016, ale z divodu nepiiznivého pocasi
(dést) musel byt postiik odlozen na 3. 8. 2016. Sklizeni probihala ru¢né od 10. 8.
2016 do poloviny zafi. Ostropestfec dozrava nestejnomérné. Pokud by se sklizelo
najednou, ze zralych ubord by vylétaly semena a doslo by ke ztratam a

naslednému zapleveleni pozemku ptisti rok.

Obr. 16. Schéma parcel vlastniho pokusu Vv lokalité Stojanovice

ONG
O

QO
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O O
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O O

QO O
O O

O O
O O

K-1 — Kontrola H,O faze 3 — 4 pravych listi
K-2 — Kontrola H,O faze 6 — 7 pravych listi
F-1 — N-FENOL MIX® faze 3 — 4 pravych listi
F-2 — N-FENOL MIX® faze 6 — 7 pravych listii
N-1 — NanoFYT Si® faze 3 — 4 pravych listi

N-2 — NanoFYT Si® faze 6 — 7 pravych listi
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5.2 Pokus ¢. 2.

Vroce 2015 byl V Ceskych Budgjovicich proveden pokus s cilem
zhodnoceni vlivu elicitorti na obsah vybranych u¢innych latek v semeni Ostropestice.
Jako elicitor byla pouzita kyselina acetylsalicylovda (ASA) ve tfech ruznych

koncentracich, nizké [10™ mol/1], stfedni [10™ mol/I] a vysoké [10™ mol/I].

Na pozemku Jiho¢eské univerzity bylo vytyceno 24 pokusnych parcel, kazda
o velikosti 1 m? Na 4 kontrolnich parcelach bylo provedeno osetfeni pouze vodou. 4
parcely byly oSetfeny kyselinou acetylsalicylovou v koncentraci [10° mol/l], 4
parcely kyselinou acetylsalycilovou v koncentraci [10* mol/l], 4 parcely byly
osetfeny kyselinou acetylsalycilovou v koncentraci [10° mol/l]. NanoFYTEM® Si
byly oSetieny 4 parcely v koncentraci 1ml na 1 litr vody a N- FENOI MIXEM® také

4 parcely v koncentraci 0,5ml na 1 litr vody.

Obr. 17. Schéma oSetieni na parcelach na pokusném pozemku JU v Ceskych

Bud¢jovicich
K N K NAN S \Y
\% NAN S FEN N FEN
S FEN \Y K \Y NAN
N K S NAN FEN N

K — kontrola H,O

N- nizka koncentrace ASA

S — stfedni koncentrace ASA
V — vysoka koncentrace ASA
NAN- NanoFYT Si®

FEN — N-FENOL MIX®
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Semena Ostropestice byla zaseta 4. kvétna 2015. V pribchu vegetace byly
aplikovany tfi postiiky. Prvni 27. ¢ervna 2015, druhy 16. Cervence 2015 a tfeti 13.
srpna 2015. Sklizen semen probéhla postupné v druhé dekade zari 2015.

5.3 Priprava vzorku k analyze stanoveni Ga¢innych latek
Do odmérné batiky o objemu 25 ml byl navazen 1 g jemné pomleté droby semene

Ostropestice.

K navazce se ptilil 1 ml redestilované vody a to se nechalo 1 hodinu stat. Do
této smési bylo ptfidano 23 ml acetonu (p. a) a metanolu (p. a), (26:20, v/v). Takto
pripravend smés byla pomoci ultrazvuku michana 1 hodinu, poté nasledovala 12
hodinovd macerace. Po 12 hodindch byla acetonmetanova frakce filtrovana pies

nylonovy filtr a extrakt byl 6x zifedén (100 ul vzorku + 500 pl metanolu).

5.4 Stanoveni u¢innych latek v semeni Ostropestice marianského
Stanoveni obsahu latek silymarinového komplexu vzorki semen z pokusu €. 1. a

pokusu ¢. 2. zajistil vedouci prace Prof. Ing. Stanislav Kuzel, CSc.

K analyzovani extraktii byla pouzita vysokouc¢inna kapalinovéa chromatografie
sreverzni fazi (RP-HPCL). Na kolon¢ Nucleosil C 18 o rozmérech 4,6 x 250 mm
(zrnéni 5 um) probihala separace. Tato kolona byla spojena s pfedkolonou naplnénou

sorbentem stejnych vlastnosti jako v kolong¢.

Smés metanolu, acetonitrilu a vody s pfidatkem kyseliny fosfore¢né byla
uzita jako mobilni faze. Mobilni faze A: 22% CH3;OH (metanol) + 15% CH3;CN
(acetonitril) + 63% H,O + 0,5% H3PO.; mobilni faze B: 40% CH3OH + 20%
CH3CN + 40% H,0 + 0,5% H3PO,.

Gradient byl nasledujici: 0 min. — 100 % A; 30 min. — 100 % B; 35 min. —
100 % A. Celkovy ¢as analyzy byl 40 minut. Rychlost prutoku mobilni faze kolonou,
byla 0,9 ml/min. Objem davkovaci smy¢ky byl pl.
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Pomoci diodového pole (DAD) byla provedena detekce. Ziskana data byla
zpracovana pii vlnové délce 288 nm a vyhodnocena pomoci softwaru Intercative

Graphics Version 6.5.

Pomoci externi kalibrace s pouzitim standardnich roztokd bylo provedeno

kvantitativni hodnoceni.

Pro kalibraci kvantitativniho stanoveni silymarinu byly pfipraveny zasobni
roztoky taxifolinu (TX), silychristinu (SCH), silydianinu (SD), silybinu A, silybinu B
(SB A, B) a silybininu A, silybininu B (ISB A, B) v metanolu. Z téchto zasobnich
roztokl byl pfipraven smésny standard, jehoz nafedénim byly dale ptipraveny
smésné standardni roztoky o koncentracich: 2,219 — 142 ug/ml TX; 625 — 104 ug/ml
SCH; 3.313 — 212 ug/ml SD; 3,563 — 228 ug/ml SB A, B; 0,836 — 53,50 ug/ml ISB
A, 0,352 — 22,5 ug/ml ISB B.
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6 VYSLEDKY

6.1 Vysledky pokusu ¢. 1. Stojanovice

Pomoci metody HPLC byly u semen Ostropestice marianského ziskanych
z pokusu 1. a 2. stanoveny hodnoty silymarinového komplexu a jeho jednotlivych
slozek — taxifolin, silychristin, silydianin, silybin A, silybin B, isosilybin A a
isosilybin B. Naméfené hodnoty byly vyhodnoceny a statisticky zpracovany
v programu Microsoft Office, STATISTICA 12 a v programu R 3.2.3.

V ptiloze jsou uvedeny tabulky ke kazdému grafu mnoZstvi ucinné latky.

Tab. ¢. 8. Obsah G¢innych latek v pokusu €. 1.

Vzorky Taxifolin  Silychristin  Silydianin  SilybinA Silybin B Isesilybin A IsosilybinB  Suma 100% Primér  Sufina
[mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]  [mglg] [mg/g] [mg/g] [mg/g] %
Kontrolal 135 1152 1.6 238 13.1 281 0.65 39.82
131 10,77 1,57 899 13,76 2,79 0.61 398
127 10.86 149 9,03 13,22 294 0,7 38,79 390,48 03,14
129 10,96 1,52 2,73 1341 294 0.64 393
131 11,03 155 589 1337 1,69 0.65
Kontrola2 136 1132 1,69 883 133 28 0,66 39,96
144 11,96 139 9.13 14,43 242 0.7 4147
128 10,99 155 9.93 13,46 297 0,66 40,83 40,76 95,14
136 11,42 154 93 13,73 1,73 0,67
N-FENOL 139 12,63 1,69 9.69 1491 33 0.64 44728
MIX 1 131 1194 1.6 9.15 14,08 3.1 0.61 418
134 13,01 1,7 9,79 14,98 3.26 0,71 4479
126 12,24 1.6 9.21 14,00 3.06 0.67 42,12 4325 044
133 12,46 1.65 946 14,82 31 085
N-FENOL 129 1243 1,76 0.8 153 313 091 44,63
MIX 2 121 11,66 1.63 9.19 1433 293 0.83 4187
136 1249 182 992 153 3.23 0.84 4498
127 11,71 1,71 93 1434 3.05 0,78 4217 4342 93,79
128 12,07 1.74 9,55 14,82 31 085
NanoFYT 143 1247 1,79 995 15,29 3.26 0.84 45,02
Sil 148 12,79 112 10,02 1546 3.24 0.83 4494
1,53 1235 19 0.67 14,98 333 0g 44,36
1,52 12,33 1.63 10.2 13,13 3.01 0,77 4482 44,34 02,43
149 12,54 162 9.96 1522 321 081
NanoFYT 143 12,68 18 10,06 13,34 331 0.86 43,68
Si2 134 11,88 1,69 943 14,37 ERS 0.81 4282
1,57 13,03 2,11 10,22 15,83 342 088 47,06
147 12,23 198 9.59 14,86 321 0.83 4418 44,94 93,74
145 1245 19 983 152 326 085
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Graf ¢. 1. Obsah G¢inné latky Taxifolin
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V Grafu ¢. 1. je znazornén obsah ucinné latky Taxifolin. U elicitoru

NanoFYT Si® 1 a kontroly 1 byl prokazan statisticky prikazny rozdil u fize 3 — 4

pravych listd (p= 0,0007177). Rozdil pti pouziti elicitoru N-FENOL MIX® 1
v porovnani s NanoFYT Si® 1 byl u faze 1 (p= 0,0015999) a mezi NanoFYT Si® 2 a
N-FENOL MIX ® 2 u faze 2 (p= 0,0290570).

Tab. ¢. 9. Statisticka prikaznost u Taxifolinu.

p- value Statisticka pritkaznost
Kontrola 1 — N-FENOL MIX 1 0,8119487 Ne
NanoFYT Si 1 - N-FENOL MIX 1 0,0015999 ANno
NanoFYT Si 1 — Kontrola 1 0,0007177 Ano
Kontrola 2 — N-FENOL MIX 2 0,4573796 Ne
Kontrola 2 — NanoFYT Si 2 0,1959226 Ne
NanoFYT Si 2 - N-FENOL MIX 2 0,0290570 ANno
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Graf ¢. 2. Obsah uc¢inné latky Silychristin.
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V grafu ¢. 2. byl u G¢inné latky Silychristin statisticky prikazny rozdil u
kontroly 1 a N-FENOL MIX®™ 1 (p= 0,0006885), u kontroly 1 a NanoFYT Si 1 (p=
0,0004751) u faze 3 — 4 pravych listi. U faze 6 — 7 pravych listii byl statisticky
prikazny rozdil pouze mezi kontrolou 2 a NanoFYT Si® 2 (p= 0,0438287).

Tab. ¢. 10. Statisticka prukaznost u Silychristinu.

p - value Statisticka pritkaznost
Kontrola 1 — N-FENOL MIX 1 0,0006885 ANo
NanoFYT Si1—- N-FENOL MIX 1 0,9509028 Ne
NanoFYT Si 1 — Kontrola 1 0,0004751 Ano
Kontrola 2 — N-FENOL MIX 2 0,2529575 Ne
Kontrola 2 — NanoFYT Si 2 0,0438287 Ano
NanoFYT Si 2 - N-FENOL MIX 2 0,5018169 Ne
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Graf ¢. 3. Obsah t¢inné latky Silydianin.
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Graf ¢. 3. znazoriiuje statistické vyhodnoceni uc¢inné latky Silydianin.

Statistick4 pritkaznost byl pouze mezi kontrolou 2 a NanoFYT Si® 2 (p= 0,0132304)

ve tazi 6 — 7 pravych listt.

Tab. ¢. 11. Statisticka prukaznost u Silydianinu.

p — value Statisticka pritkaznost
Kontrola 1 — N-FENOL MIX 1 0,7635079 Ne
NanoFYT Si1—- N-FENOL MIX 1 0,9724844 Ne
NanoFYT Si 1 — Kontrola 1 0,8799046 Ne
Kontrola 2 — N-FENOL MIX 2 0,1721244 Ne
Kontrola 2 — NanoFYT Si 2 0,0132304 Ano
NanoFYT Si 2 - N-FENOL MIX 2 0,2681413 Ne
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Graf ¢. 4. Obsah uc¢inné latky Silybin A.
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V grafu ¢. 4. byla prokazana statisticka prikaznost u uc¢inné latky Silybin A

pouze u rostlin ve fazi 3 — 4 pravych listd mezi kontrolou 1 a N-FENOL MIX® 1 (p=
0,0213543), kontrolou 1 a NanoFYT Si® 1 (p= 0,0003906). Mezi elicitory je
statisticka pritkaznost N-FENOL MIX® 1 a NanoFYT Si® 1 (p= 0,0411804).

Tab. ¢. 12. Statisticka prikaznost u Silybinu A.

p — value Statisticka prukaznost
Kontrola 1 — N-FENOL MIX 1 0,0213543 Ano
NanoFYT Si 1 - N-FENOL MIX 1 0,0411804 Ano
NanoFYT Si 1 — Kontrola 1 0,0003906 Ano
Kontrola 2 — N-FENOL MIX 2 0,4797278 Ne
Kontrola 2 — NanoFYT Si 2 0,1398020 Ne
NanoFYT Si 2 — N-FENOL MIX 2 0,6429342 Ne
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Graf & 5. Obsah G&inné latky Silybin B.
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V grafu ¢. 5. byla u ucinné latky Silybin B statisticka prikaznost mezi
kontrolou 1 a N-FENOL MIX® 1 (p= 0,0033991), kontrolou 1 a NanoFYT Si® 1 (p=
0,0001100), elicitory NanoFYT Si® 1 a N-FENOL MIX® 1 vykazovaly statistickou
prukaznost (p= 0,0488326) u faze 3 — 4 pravych listi. U faze 6 — 7 pravych listi byla
prikaznost mezi kontrolou 2 a N-FENOL MIX® 2 (p= 0,0405048) a NanoFYT Si® 2
(p=0,0091117).

Tab. ¢. 13. Statisticka prikaznost v Silybinu B.

p — value Statisticka prukaznost
Kontrola 1 — N-FENOL MIX 1 0,0033991 | Ano
NanoFYT Si 1 - N-FENOL MIX 1 0,0488326 | Ano
NanoFYT Si 1 — Kontrola 1 0,0001100 | Ano
Kontrola 2 — N-FENOL MIX 2 0,0405048 | Ano
Kontrola 2 — NanoFYT Si 2 0,0091117 | Ano
NanoFYT Si 2 — N-FENOL MIX 2 0,6105889 | Ne
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Graf ¢. 6. Obsah ucinné latky Isosilybin A.
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Tento graf ¢. 6. znazornuje statistickou prikaznost ¢inné latky Isosilybin A

u rostlin ve fazi 3 — 4 pravych listd mezi kontrolou 1 a N-FENOL MIX® 1 (p=
0,0327350) a NanoFYT Si® 1 (p=0,0260076). U faze 6 — 7 pravych lista byla
prikaznost mezi kontrolou 2 a N-FENOL MIX® 2 (p= 0,0408939), kontrolou 2 a

NanoFYT Si® 2 (p= 0,0066022)

Tab. ¢. 14. Statisticka prukaznost u Isosilybinu A.

p - value Statisticka prukaznost
Kontrola 1 — N-FENOL MIX 1 0,0327350 Ano
NanoFYT Si 1 - N-FENOL MIX 1 0,9879974 Ne
NanoFYT Si 1 — Kontrola 1 0,0260076 Ano
Kontrola 2 — N-FENOL MIX 2 0,0408939 Ano
Kontrola 2 — NanoFYT Si 2 0,0066022 Ano
NanoFYT Si 2 — N-FENOL MIX 2 0,4835136 Ne
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Graf ¢. 7. Obsah ucinné latky Isosilybin B.
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U ucinné latky Isosilybin B byla v grafu ¢. 7. statisticka prukaznost u mezi
kontrolou 1 a NanoFYT Si® 1 (p= 0,0007693) a mezi N-FENOL MIX® 1 a
NanoFYT Si® 1 (p= 0,0011091) u faze 3 — 4 pravych listi. Ve fazi 6 — 7 pravych
listd byla prikaznost mezi kontrolou 2 a N-FENOL MIX® 2 (p= 0,0001674) a

NanoFYT Si® 2 (p= 0,0001623).

Tab. ¢. 15. Statisticka prukaznost u Isosilybinu B.

p — value Statisticka prikaznost
Kontrola 1 — N-FENOL MIX 1 0,9557632 Ne
NanoFYT Si1 - N-FENOL MIX 1 0,0011091 Ano
NanoFYT Si 1 — Kontrola 1 0,0007693 Ano
Kontrola 2 — N-FENOL MIX 2 0,0001674 Ano
Kontrola 2 — NanoFYT Si 2 0,0001623 Ano
NanoFYT Si 2 - N-FENOL MIX 2 0,9995552 Ne
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Graf ¢. 8. Obsah silymarinového komplexu
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V grafu €. 8 byla u silymarinového komplexu statistickd prikaznost u kontroly 1 a N-
FENOL MIX® 1 (p= 0,0006859) a NanoFYT Si® 1 (p= 0,0000469) u faze 3 — 4
pravych lista. U faze 6 — 7 pravych listi byla statistickd pritkaznost pouze mezi
kontrolou 2 a NanoFYT Si® 2 (p= 0,0067429).

Tab. ¢. 16. Statisticka prukaznost u Silymarinového komplexu.

p — value Statisticka pritkaznost
Kontrola 1 — N-FENOL MIX 1 0,0006859 ANo
NanoFYT Si1—- N-FENOL MIX 1 0,0865410 Ne
NanoFYT Si 1 — Kontrola 1 0,0000469 Ano
Kontrola 2 — N-FENOL MIX 2 0,0637297 Ne
Kontrola 2 — NanoFYT Si 2 0,0067429 Ano
NanoFYT Si 2 - N-FENOL MIX 2 0,3497800 Ne
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6.2 Vysledky pokusu ¢&. 2. lokalita JU v Ceskych Budéjovicich
Tab. ¢. 17. Obsah uc¢innych latek v pokusu ¢. 2.

Vzorky Taxifolin Silychristin ~ Silydianin  Silybin A Silybin B Isosilybin A Isosilybin B Suma Primér
[mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] 100%
Kontrola 1.33 5.18 1,27 7.81 11,96 2,60 0,54 34,67
1,31 9,27 1,28 7,94 11,54 2,56 0,50 3441
1,29 8,92 1,15 7,56 11,90 2,45 0.45 33,84
1,28 8,85 1,26 7,28 11,14 242 0,50 32,31 33,81
1,30 9,06 1,25 7,65 11,63 2,52 0,51
ASA nizka 1,17 5.63 1,57 8,06 12,36 2,79 0,55 36,13
1,13 9,73 1,59 8,27 12,40 2,56 0,57 36,25
1.22 9.61 1.66 8.44 12,00 2.65 0.58 36.16
1,08 9,32 1,46 7,95 12,59 2,60 0,51 35,55 36,02
1,15 9,57 1,57 8,19 12,34 2,65 0,55
ASA stiedni 1,52 5.51 1.38 8,60 13,23 2,82 0.56 38,03
1,49 9,67 1,40 8,96 12,91 2,84 0.62 37.90
1,51 9,89 1,31 8,86 12,89 2,74 0,54 37,74
1.41 9,78 1.43 7.96 12.66 2.69 0.52 36.45 37,53
1,48 9,82 1,38 8,60 12,92 2,77 0,56
ASAvysoka 1,52 10,70 1,73 8,94 13,78 3,01 0.73 40,41
1,50 10,68 1,62 8,95 13,87 3.16 0.70 40,52
1,58 11,24 1,70 9,32 13,46 3,04 0.65 41,03
1,46 10,22 1,82 8,58 13,91 2,99 0.66 4362 40,40
1,51 10,71 1,72 8,96 13,76 3,05 0,69
NanoFYTSi 1,43 12,78 1,80 10,06 15,54 331 0.86 45,78
1,55 12,81 1,86 10,51 15,45 3,22 0.95 46,35
1,47 12,69 1,72 10,20 15,90 336 0.79 46,13
1,34 11,98 1,85 943 14,97 3,21 0.81 43,62 45,48
1,45 12,57 1,82 10,05 15,47 3.27 0,85
N-FENOL 1.35 11,52 1,60 9,18 1430 3.10 0.67
MIX
1,40 11,79 1,62 8,94 13,88 3,24 0.66 41,52
1,35 11,66 1,77 9,20 14,67 2,97 0,62 42,23
1,29 10,96 1,52 9,23 13,45 3,34 0.64 4047 41,48
A5 11,48 1,63 9,14 14,08 316 0,65
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Graf €. 9. znazornuje statistické vyhodnoceni obsahu t¢inné latky Taxifolin.

Pro lepsi ptehlednost byla vytvotena tab. ¢. 18.

Tab. ¢. 18. Statisticka prikaznost u Taxifolinu.

p-value Statisticka prukaznost
Kontrola — ASA nizka 0,0122140 Ano
Kontrola — ASA stiedni 0,0027963 Ano
Kontrola — ASA vysoka 0,0004952 Ano
Kontrola — N-FENOL MIX 0,8578939 Ne
ASA stfedni — ASA nizka 0,0000015 ANo
ASA vysoka — ASA nizka 0,0000004 Ano
ASA vysoka — ASA stitedni 0,9591160 Ne
NanoFYT Si — ASA nizka 0,0000073 Ano
NanoFYT Si — ASA stiedni 0,9447214 Ne
NanoFYT Si— ASA vysoka 0,5419328 Ne
NanoFYT Si— N-FENOL MIX 0,1654587 Ne
NanoFYT SI — Kontrola 0,0181639 Ano
N-FENOL MIX — ASA nizka 0,0010955 Ano
N-FENOL MIX — ASA stfedni 0,0305925 Ano

Graf ¢. 10. Obsah uc¢inné latky Silychristin.
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V grafu ¢. 10. je zndzornén obsah ucinné latky Silychristin. Statisticka

pritkaznost pro lepsi ptehled je uvedena v tab. ¢. 19.

Tab. ¢. 19. Statisticka prikaznost u Silychristinu

p-value Statisticka prukaznost
Kontrola — ASA nizka 0,1992557 Ne
Kontrola — ASA stfedni 0,0059642 Ano
Kontrola — ASA vysoka 0,0000050 Ano
Kontrola — N-FENOL MIX 0,0000000 ANo
ASA stfedni — ASA nizka 0,8647773 Ne
ASA vysoka — ASA nizka 0,0005568 Ano
ASA vysoka — ASA stiredni 0,0059642 Ano
NanoFYT Si — ASA nizka 0,0000000 ANo
NanoFYT Si — ASA stiedni 0,0000000 ANo
NanoFYT Si — ASA vysoka 0,0000010 Ano
NanoFYT Si — N-FENOL MIX 0,0009538 Ano
NanoFYT Sl — Kontrola 0,0000000 Ano
N-FENOL MIX — ASA nizka 0,0000006 Ano
N-FENOL MIX — ASA stfedni 0,0000044 Ano
N-FENOL MIX — ASA vysoka 0,0203899 Ano
Graf ¢. 11. Obsah u¢inné latky Silydianin
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Graf ¢. 12. Obsah uc¢inné latky Silydianin. V tab. ¢. 20. je pro lepsi piehled statisticka

prikaznost.

Tab. ¢. 20. Statisticka prukaznost u Silidianinu.

p- value Statisticka prukaznost
Kontrola — ASA nizka 0,0001504 Ano
Kontrola — ASA stiedni 0,1992806 Ne
Kontrola — ASA vysoka 0,0000009 Ano
Kontrola — N-FENOL MIX 0,0000185 Ano
ASA stfedni — ASA nizka 0,0238405 ANo
ASA vysoka — ASA nizka 0,1126849 Ne
ASA vysoka — ASA stiredni 0,0000784 Ano
NanoFYT Si — ASA nizka 0,0024954 Ano
NanoFYT Si — ASA stiedni 0,0000024 Ano
NanoFYT Si — ASA vysoka 0,4523274 Ne
NanoFYT Si— N-FENOL MIX 0,0238405 Ano
NanoFYT Sl — Kontrola 0,0000000 Ano
N-FENOL MIX — ASA nizka 0,8858181 Ne
N-FENOL MIX — ASA stfedni 0,0024954 Ano
N-FENOL MIX — ASA vysoka 0,5612400 Ne

Graf ¢. 12. Obsah tc¢inné latky Silybin A.
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Graf ¢. 12. znazornuje obsah G¢inné latky Silybin A. Pro lepsi pichled byla

statisticka prukaznost uvedena v tab. ¢. 21.

Tab. ¢. 21. Statisticka prikaznost u Silybinu A.

p-value Statisticka prikaznost
Kontrola — ASA nizka 0,2289444 Ne
Kontrola — ASA stiedni 0,0076698 Ano
Kontrola — ASA vysoka 0,0002876 Ano
Kontrola — N-FENOL MIX 0,0000605 Ano
ASA stfedni — ASA nizka 0,5207305 Ne
ASA vysoka — ASA nizka 0,0383550 Ano
ASA vysoka — ASA stitedni 0,6305155 Ne
NanoFYT Si— ASA nizka 0,0000031 Ano
NanoFYT Si — ASA stiedni 0,0000815 Ano
NanoFYT Si — ASA vysoka 0,0020385 Ano
NanoFYT Si — N-FENOL MIX 0,0105442 Ano
NanoFYT SI — Kontrola 0,0000001 Ano
N-FENOL MIX — ASA nizka 0,0076698 Ano
N-FENOL MIX — ASA stfedni 0,2289444 Ne
N-FENOL MIX — ASA vysoka 0,9680922 Ne

Graf ¢. 13. Obsah uc¢inné latky Silybin B.
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Graf ¢. 13. zaznamenava obsah ucinné latky Silybin B. Statistické

vyhodnoceni prikaznosti je zaznamenano v tab. ¢. 22.

Tab. ¢. 22. Statisticka prikaznost u Isosilybinu B

p-value Statisticka prukaznost

Kontrola — ASA nizka 0,0871078 Ne

Kontrola — ASA stiedni 0,0005969 Ano
Kontrola — ASA vysoka 0,0000009 Ano
Kontrola — N-FENOL MIX 0,0000001 Ano
ASA stfedni — ASA nizka 0,2053667 Ne

ASA vysoka — ASA nizka 0,0001987 Ano
ASA vysoka — ASA stitedni 0,0304224 Ano
NanoFYT Si— ASA nizka 0,0000000 Ano
NanoFYT Si — ASA stiedni 0,0000001 Ano
NanoFYT Si — ASA vysoka 0,0000174 Ano
NanoFYT Si— N-FENOL MIX 0,0002501 Ano
NanoFYT Sl — Kontrola 0,0000000 Ano
N-FENOL MIX — ASA nizka 0,0000140 Ano
N-FENOL MIX — ASA stiedni 0,0017566 Ano
N-FENOL MIX — ASA vysoka 0,7501357 Ne

Graf ¢. 14. Obsah uc¢inné latky Isosilybin A.
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Graf. ¢. 14. znazornuje obsah G¢inné latky Isosilybin A. V tab. ¢. 23 je pro

lepsi pfehled zaznamendana statisticka prikaznost.

Tab. ¢. 23. Statisticka prikaznost u Isosilybinu A

p-value Statisticka prukaznost
Kontrola — ASA nizka 0,3336067 Ne
Kontrola — ASA stiedni 0,0063751 Ano
Kontrola — ASA vysoka 0,0000017 Ano
Kontrola — N-FENOL MIX 0,0000002 Ano
ASA stfedni — ASA nizka 0,3388389 Ne
ASA vysoka — ASA nizka 0,0000818 Ano
ASA vysoka — ASA stiredni 0,0061336 Ano
NanoFYT Si— ASA nizka 0,0000004 Ano
NanoFYT Si — ASA stiedni 0,0000138 Ano
NanoFYT Si — ASA vysoka 0,0698198 Ne
NanoFYT Si — N-FENOL MIX 0,6417007 Ne
NanoFYT Sl — Kontrola 0,0000000 Ano
N-FENOL MIX — ASA nizka 0,0000052 Ano
N-FENOL MIX — ASA stfedni 0,0002855 Ano
N-FENOL MIX — ASA vysoka 0,6910953 Ne

Graf ¢. 15. Obsah tc¢inné latky Isosilybin B
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Tento graf ¢. 15. obsahuje tidaje o mnozstvi Gc¢inné latky Isosilybin B.

Statisticka prikaznost je pro lep$i ptehled znazornéna v tab. ¢. 24.

Tab. ¢. 24. Statisticka prikaznost u Isosilybinu B

p-value Statisticka prukaznost

Kontrola — ASA nizka 0,3567287 Ne

Kontrola — ASA stiedni 0,2259076 Ne

Kontrola — ASA vysoka 0,0000064 Ano
Kontrola — N-FENOL MIX 0,0001709 Ano
ASA stfedni — ASA nizka 0,9995920 Ne

ASA vysoka — ASA nizka 0,0003390 Ano
ASA vysoka — ASA stiredni 0,0006349 Ano
NanoFYT Si — ASA nizka 0,0000001 Ano
NanoFYT Si — ASA stiedni 0,0000001 Ano
NanoFYT Si — ASA vysoka 0,0013700 Ano
NanoFYT Si— N-FENOL MIX 0,0000423 Ano
NanoFYT Sl — Kontrola 0,0000000 Ano
N-FENOL MIX — ASA nizka 0,0123417 Ano
N-FENOL MIX — ASA stfedni 0,0231790 Ano
N-FENOL MIX — ASA vysoka 0,5429331 Ne

Graf ¢. 16. Silymarinovy komplex u pokusu s elicitorem ASA Vv nizké, stfedni a

vysoké koncentraci.
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Graf ¢. 16. znazornuje statistickou prikaznost u silymarinového komplexu pii

pouziti elicitoru ASA nizké, stfedni a vysoké koncentraci. Pro lepsi prehlednost byla

vytvofena tab. €. 25.

Tab. ¢. 25. Statisticka prikaznost u

V nizké, stfedni a vysoké koncentraci.

Silymarinového komplexu s elicitorem ASA

p-value Statisticka prikaznost
Kontrola — ASA nizka 0,0161958 Ano
Kontrola — ASA stfedni 0,0000824 Ano
Kontrola — ASA vysoka 0,0000000 Ano
ASA stfedni — ASA nizka 0,1642665 Ne
ASA vysoka — ASA nizka 0,0000100 Ano
ASA vysoka — ASA stfedni 0,0000824 Ano

Graf ¢. 17. Silymarinovy komplex pii pouziti elicitort NanoFYTSi® a N-FENOL

MIX®.
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Graf & 17. obsahuje zaznam pokusu s elicitory NanoFYT Si® a N-FENOL

MIX®, Statisticka pritkaznost je zaznamenana v tab. &. 26.
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Tab. ¢. 26. Statisticka prikaznost u Silymarinového komplexu s elictory NanoFYT
Si® a N-FENOL MIX".

p-value Statisticka prukaznost
Kontrola — N-FENOL MIX 0,0000000 Ano
NanoFYT Si— N-FENOL MIX 0,0000336 Ano
NanoFYT SI — Kontrola 0,0000000 Ano

7 Vliv agrotechniky
Pfi péstovani Ostropestice marianského v pokusu ¢. 1. a €. 2. se ukazalo, ze
nadmoftska vyska lokalit, ve kterych byl pokus provadén, nemd az tak veliky vliv na

obsah uc¢innych latek (graf ¢. 19.), jak se ptedpokladalo.

V pokusu ¢. 1. byl v lokalité Stojanovice pfi porovnani dvou raznych rtastovych fazi,
ve kterych byly sazenice vysazeny na pozemek, se projevil rozdil v hmotnosti semen
pii nasledném zpracovani. Sazenice vysazené ve fazi 3 — 4 pravych listli se Iépe
adaptovaly, a proto vykazovaly vy$si hmotnost. Naopak u sazenic vysazenych ve fazi
6 — 7 pravych listii byla hmotnost semen nizsi z divodu horsi adaptace vysazenych

rostlin na pudni a klimatické podminky.

Tabulka ¢. 27. Hmotnosti semen z pokusu ¢. 1

Kontrola 1

Kontrola 2

NanoFYT Sil

NanoFYT Si2

N-FENOLMIX 1

N-FENOL MIX 2

Hmotnost [g]

530,58

211,84

5203

122,04

22451

14784
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Graf ¢. 18. Porovnani hmotnosti [g]
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8 VLIV ELICITORU NA OBSAH UCINNYCH LATEK

U pokusu €. 1. v lokalité Stojanovice je v grafu ¢. 8. vidét vétSinou nardst
obsahu silymarinového komplexu u obou ristovych fazi. Mezi jednotlivymi
rustovymi fazemi je minimalni rozdil. U kontroly je zaznamenan nejvétsi rozdil 1,21
mg/g, N-FENOL MIX® se lisi 0 0,17 mg/g, u NanoFYT Si® je rozdil 0,10 mg/g.
Naopak mezi kontrolou a jednotlivymi elicitory je rozdil znatelny. U N-FENOL
MIX® 1 je nariist 3,77 mg/g a u N-FENOL MIX® 2 je narast 2,73 mg/g. U elicitoru
NanoFYT Si® 1 a kontrolou 1 je nartst o 5,36 mg/g, u kontroly 2 a NanoFYT Si® 2
je rozdil 4,25 mg/g.

V pokusu €. 2. je zaznamenan v grafech ¢. 16. a 17. pfi pouZiti elicitorii
nartst oproti kontrole u ASA nizka o 2,21 mg/g, u ASA stfedni 3,72 mg/g a u ASA
vysoka 5,59 mg/g. U elicitoru NanoFYT Si® je narast o 11,67 mg/g, i N-FENOL
MIX® je narist o 7,67 mg/g.

Vlivem pouziti elicitorti prokazateln€ doslo v téchto dvou pokusech k naristu

obsahu u¢innych latek. Nejvétsi nartist byl p¥i pouziti elicitoru NanoFYT Si®.
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Graf ¢. 19. Porovnani hodnot silymarinového komplexu [mg/g] u pokusu ¢. 1 a ¢. 2.

tab. ¢. 44. viz. ptiloha.
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Pti porovnani pokusu €. 1. a €. 2. jsem dosla k vysledku, Ze u kontroly na
pozemku JU byl obsah u¢innych latek mensi o 6,28 mg/g oproti pozemku v lokalité
Stojanovice. Po pouziti elicitoru N-FENOL MIX® se rozdil 1isil jen o 1,84 mg/g ve
prospéch pozemku v lokalité Stojanovice. U elicitoru NanoFYT Si® byl naopak
obsah silymarinového komplexu na pozemku JU v Ceskych Bud&jovicich vétsi o

0,59 mg/g oproti pozemku v lokalité Stojanovice.
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9 NAVRH TECHNOLOGIE PESTOVANI OSTROPESTRCE
MARANSKEHO PRO SOUKROMOU FARMU

Na zéklad¢ ziskanych poznatkd v kapitole 3.2 navrhuji tento technologicky

postup.

Ostropestfec mariansky je na pudni podminky relativné nenaro¢ny, ale je
vyhodngjsi sit do hlubSich hlinitych nebo pis¢itohlinitych ptid s dobrou zasobou
zivin. Citlivé reaguje na zamokiené a utuzené pudy, ale naopak pokud je ptda
dostate¢né¢ provzdusnéna dokaze vyuzit vys$si mnozstvi spodni vody pro sviij rist.
Nejvice se Ostropestici dafi v kukuti€né vyrobni oblasti, ale je mozné jej péstovat

Vv podhorskych oblastech do nadmotské vySky az 700 m n. m.

Diilezité pro stejnomérny rust je predsetova piiprava pudy, kterd se provadi
Jiz na podzim stfedni orbou bez ptimého organického hnojeni. Na jafe se provede

piiprava setového lazka, tak aby byla dodrZovéna stejnomérna hloubka.

Na predplodinu neni Ostropestfec naro¢ny, lze ho péstovat po okopaninach,

obilninach nebo luskovinach. V osevnim postupu se zaiazuje jako zlepSujici plodina.

Ostropesttec se seje v obdobi 25.3 — 10. 4. pfi teploté pidy minimaln¢ 5 °C
do hloubky 2 — 3 cm, Sifce fadku 45 cm pfesnym secim strojem pii vysevu 8 — 10

kg/ha.

Vzhledem k velkému nartustu biomasy vyzaduje odpovidajici mnozstvi Zivin.
Doporucuje se aplikovat 500 az 600 kg NPK na hektar. Hnojeni dusikem je diilezité,
proto se davky dusiku pohybuji v rozmezi 60 az 90 kg na hektar. Tuto davku je nutné
rozdélit, tak aby /, az /3 byly zapraveny v ramci predsetové piipravy a zbytek ve
fazi 6 — 8 pravych listii. Béhem vegetace se provadi oSetfovani porostu pleCkovanim

do faze 6 pravych listi.

Sklizen Ostropestfce marianského je nenarocnéjsi cast technologie péstovani,
Z diivodu nestejnomérného dozravani a nasledného vypadani semen z uboru. Sklizeni
se provadi od srpna do zafi, kdy jsou naZky jiz tmavohnédé a tibory zhnédnou. Sklizi
se pomoci sklizeci mlaticky upravené, tak aby lista byla zvednuta do Y3 az '/,

rostliny.
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10 VYUZITI OSTROPESTRCE MARIANSKEHO

Na zéklad¢ zjisténi pfi zpracovani této prace v kapitole ,,vyuziti silymarinu®
jsem zjistila, Ze v dne$ni dobé€ je na trhu velké mnozstvi 1é¢iv, pripravk a doplnkt
stravy s obsahem ucinnych latek z 1é¢ivky Ostropestiec maridnsky. Navrhovala bych
pridavat drcena semena do celozrnného peciva a miisli, nebo vytazky z této rostliny
do rtiznych napojt, naptiklad do limondd. Timto by lidé dodavali do téla nenasilnou

formou ucinné latky na ochranu jater.

Dale bych navrhovala vyuziti u hospodaiskych zvifat pfidanim krmného

expeleru do krmné davky.

U dojnic v dob¢ stani na sucho, kdy se dojnice pfipravuje na porod a na laktaci
by dochazelo kromé zlepSeni regenerace mlécné zlazy a bachoru i k regeneraci jater.
Déle by byl u dojnic posilen imunitni systém, coz se projevi na zvySeni uzitkovosti,

zlepSeni reprodukce.

U koni by Ostropestiec podporoval rist kopyt a srsti, snizoval negativni vliv
ockovani, odCerveni a chranil by jatra koni. Timto by celkové ptispivat k dobrému

zdravotnimu stavu nejen koni ve sportu ¢i chovu, ale 1 koni v ,,dlichodu®.
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11 DISKUZE
V této praci byly porovnany vysledky pokust z roku 2015 a 2016. V pokusu

z roku 2016 byl statisticky prokdzan nartist ucinnych latek v Ostropestici pii pouziti
elicitord NanoFYT Si® a N-FENOL MIX®. V tomto pokusu byly pouZity sazenice, u
kterych byl nartist obsahu uc¢innych latek u faze 3 — 4 pravych listii 0 5,36 mg/l au
faze 6 — 7 pravych listd o 4,25 mg/g pii pouziti elicitoru NanoFYT Si®. V pokusu
z roku 2015 byly pouzity elicitory ASA ve tfech koncentracich, NanoFYT Si® a N-
FENOL MIX®. Nejvyssi statisticky prikazny rozdil byl pii pouziti elicitoru
NanoFYT Si® a to 0 11,67 mg/g.

Pfi vzajemném porovnani pokusu €. 1. a ¢. 2. byl u kontrolniho vzorku na
pozemku JU obsah uCinnych latek mensi o 6,28 mg/g oproti pozemku v lokalité
Stojanovice. Po pouziti elicitoru N-FENOL MIX® se rozdil zmensil na 1,84 mg/g ve
prospéch pozemku v lokalité Stojanovice. U NanoFYT Si® byl naopak obsah
uc¢innych latek silymarinového komplexu na pozemku JU vétsi o 0,59 mg/g oproti
pozemku Vv lokalit¢ Stojanovice. Tyto vysledky mohly byt ovlivnény rozdilnym

pocasim V roce 2015 a 2016, protoze kazdy pokus byl provadén v jiném roce.

V pokusu na pozemku JU v Ceskych Bud&jovicich byla vyhodnocena ASA
s vysokou koncentraci [10° mol/1] jako nejlepsi. Nartst latek silymarinového

komplexu oproti kontrole byl 5,59 mg/g.

GRAMANOVA (2009) uvadi ve své praci pokusy z roku 2007 na pozemcich
JU v Ceskych Budé&jovicich a na pozemcich u Svarova za uéelem stanoveni vlivu
elicitoru ASA na obsah ucinnych latek v semeni Ostropestice marianského. Pfi
aplikaci ASA na pozemcich JU v Ceskych Bud&jovicich byl prikazny vliv elicitort
na obsah biologicky G¢innych latek v semeni Ostropestice také u vysoké koncentrace
[10° mol/l] a to 0 5,72 mg/g. U nizké a stiedni koncentrace byl vysledek statisticky
neprikazny. Na pozemcich u Svarova nebyl statisticky prokazan Uc¢inek elicitoru
ASA na zvySeni obsahu silymarinovych sloZek. Naopak pfii aplikaci stfedni a vysoké
koncentrace doSlo ke sniZzeni obsahu G¢innych latek. V porovnani s mym pokusem
z roku 2015 na pozemku JU v Ceskych Budgjovicich je rozdil o 0,13 mg/g ve
prospéch pokusu z roku 2007. To ukazuje, Ze pouziti elicitoru ASA je pro nardst

obsahu u¢innych latek vhodné.
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DVORAKOVA (2006) se ve své praci také zabyvala vlivem elicitorti na
obsah u¢innych latek v semeni Ostropestice marianského. V roce 2004 provedla
pokus s Ostropesticem na BeneSovsku. Po aplikaci nizké a vysoké koncentrace doslo
K nepatrnému snizeni obsahu G¢innych latek o 1,28 mg/g u nizké a 07,03 mg/g u
vysoké oproti aplikaci stfedni koncentrace, kdy doslo k mirnému zvyseni 0 3,65
mg/g. V roce 2005 pii opakovaném pokusu byl u nizké koncentrace zji§tén opét
nepatrny pokles. U stiedni koncentrace doslo k vyraznéjsimu zvyseni obsahu latek
silymarinového komplexu oproti pokusu z roku 2004 o 6,93 mg/g. Naopak pfii
pouziti vysoké koncentrace doSlo opét k prokazatelnému sniZeni obsahu uc¢innych

latek o 13,22 mg/g.

Vlivem elicitoru ASA na obsah u¢innych latek se zabyval i PETR (2014).
V jeho pokusu s Ostropesticem pii pouziti tfech koncentraci ASA nebyl zjistén
statisticky prtikazny rozdil ve zméné obsahu ucinnych latek v semeni Ostropestice

marianského mezi jednotlivymi koncentracemi.

Kyselina acetylsalicylovd byla pouzita k elicitaci také u jinych IéCivych
rostlin. Napfiklad u rostliny Echinacea purpurea, Hefmanku pravého, Chmele,

Maku, Jitroceli, Kotvi¢niku zemniho.

BARTOS (2016) se ve své praci zabyval vlivem elicitoru ASA na obsah
ucinnych latek u Kotviéniku zemniho. V pokusu vroce 2014 byly aplikovany
posttikem tfi koncentrace ASA. Béhem pokusu byl prokazan vliv elicitorti na obsah
ucinnych latek u plodt i naté. Statisticky bylo prokazano, ze u kazdé koncentrace
doslo alespon jednou ke zvySeni obsahu vybranych latek u Kotvi¢niku. V nékterych
piipadech ale doslo ke snizeni vybranych ucinnych latek. Pii pouziti kyseliny
acetylsalycilové u Kotvi¢niku je dulezité zohlednit jeji koncentraci. Z jeho pokusu
vyplyva, Ze kyselina acetylsalicylova je v mnoha piipadech velmi pfinosnd a pii

jejim pouziti dochazi ke zvySeni obsahu vybranych u¢innych latek.

SRAMEK (2007) provadél pokus vliv elicitorii na maximalni produkci
vybranych G¢innych latek — kyseliny kdvové, kaftarové, cichorové, chlorogenove,
rutinu u moderni 1é¢ivé rostliny — Echinacea purpurea. Byla pouzita ASA ve stfech
koncentracich, pfi sledovani obsahu u¢innych latek u jednotlivych ¢asti rostliny. U
nati byl efekt vlivu elicitoru méné prikazny a vyrazné byl ovlivnén roénikem. Nizka

koncentrace zvySovala obsah kyseliny kdvové a cichorové. U stfedni a vysoké

87



koncentrace se obsah ucinnych latek spiSe snizoval. V kofeni byl pii pouziti nizké a
sttedni koncentrace obsah ucinnych latek statisticky priikazn€ zvySen. Pti vysoké
koncentraci doSlo ke snizeni obsahu vybranych u¢innych latek. U tohoto pokusu se

sttedni koncentrace kyseliny acetylsalycilové jevila jako optimalni.
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12 ZAVER

Cilem této prace byla studie vlivu elicitor, hnojeni a technologie péstovani
Ostropestfce marianského (Silybum marianum L) na produkt a jeho vyuziti. Za
timto ucelem byly zalozeny dva paloparcelkové pokusy. Prvni pokus byl zalozen
vroce 2015 na pozemku Jihodeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich s pouZitim
tfech roznych elicitord a to NanoFYT Si® v koncentraci 1 ml/l, N-FENOL MIX®
Vv koncentraci 0,5 ml/l a kyselina acetylsalycilova ve tiech koncentracich — nizké [10°
® mol/1], stiedni [10™ mol/1] a vysoké [10° moV/1]. Druhy pokus byl zaloZen v roce
2016 na pozemku v misté mého bydlisté — Stojanovice. V tomto pokusu byly pouzity
dva elicitory NanoFYT Si® v koncentraci 1 ml/I, N-FENOL MIX® v koncentraci 0,5
ml/l a sazenice ziskané ze skleniku JU v Ceskych Budgjovicich byly vysazeny ve
dvou riistovych fazich a to 3 — 4 pravych listli a 6 — 7 pravych listi. Odebrané vzorky
semen byly skolitelem prof. Ing. Stanislavem Kuzelem, CSc. odeslany do Prahy na

analyzu.

Pti vyhodnoceni pokust €. 1 a €. 2 byl prokazatelny narist po aplikaci elicitorti
ASA, NanoFYT Si® a N-FENOL MIX®. Na zakladé t&chto vysledki 1ze doporudit
pii péstovani Ostropestice marianského pouzivat elicitory na zvySeni obsahu

uc¢innych latek.
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14 PRILOHY

obr. ¢. 18. Sazenice ve fazi 3 — 4 pravych listd.

Foto: Bc. Jana GubiSova

Obr. €. 19. Sazenice ve fazi 6 — 7 pravych listu.

Foto: Bc. Jana GubiSova
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Obr. 20. Detail kvétu.

Foto: Bc. Jana GubiSova

Obr. €. 21. Nestejnomérné dozravani.

Foto: Bc. Jana GubiSova
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Obr. €. 22. Nazky s chmyrem.

Obr.¢. 23. Ostropestfec mariansky v obdobi sklizné.

Foto: Bc. Jana Gubisova
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Tab. ¢. 28 Taxifolin, graf €. 1.

Kontrolal | Kontrola2 | N-FENOLMIX 1 | N-FENOLMIX 2 | NanoFYT 8il | NanoFYT 5i2
1,35 1,36 1,39 1,29 1,43 1,43
mg/g 1,31 1,44 1,31 1,21 1,48 1,34
1,27 1,28 1,34 1.36 1,53 1,57
1,29 1.26 1,27 1,52 1.47
Min. hodnota | 1,27 1,28 1.26 1,21 1.43 1.34
Max. hodnota | 1,35 1,44 1,39 1,36 1,53 1,57
Mediin 1.3 1,36 1,33 1,28 1,52 1,47
Tab.¢ 29. Silychristin, graf ¢. 2.
Kontrolal | Kontrola2 | N-FENOLMIX 1 | N-FENOLMIX 2 | NanoFYT 8il | NanoFYT 5i2
11,52 11,32 12.65 11,43 12,47 12,68
mg/g 10,77 11,56 11,94 11,66 12,79 11,88
10,86 10,99 13,01 11.4% 12,35 13,03
10,96 12,24 11,71 12,53 12,23
Min. hodnota | 10,77 11,32 11,94 11,66 12,35 11,88
Max. hodnota | 11,52 11,96 12,65 12,49 12,79 12,68
Medidin 10,91 11,32 12,45 11,58 12,5 12,46
Tab. ¢. 30. Silydianin, graf ¢. 3.
Kontrolal | Kontrola2 | N-FENOLMIX 1 | N-FENOLMIX 2 | NanoFYT 8il | NanoFYT 5i2
1.6 1,69 1,69 1,76 1,79 1.8
mg/g 1,57 1,39 1.6 1,63 1,12 1,69
1,49 1,55 1.7 1.82 1.9 2,11
1,52 1.6 1.71 1.65 1,98
Min. hodnota | 1.49 1,39 1,6 1,65 1,12 1,69
Max. hodnota | 1.6 1,69 1,7 1,76 1,79 2,11
Medidin 1.55 1,55 1,65 1,71 1,72 1,89

Tab. €. 31. Silybin A, graf¢. 4

Kontrelal | Kontrola2 | N-FENOLMIX 1 | N-FENOLMIX 2 | NanoFYT Sil | NanoFYT 5i2
8.8 8,83 9.69 9.8 9.95 10,06
mg/g 8.99 9.13 9.15 9.19 10,02 9,43
5.03 5,93 5,79 9.92 9.67 10,22
8.73 5.21 9.3 10,2 5.59
Min. hodnota | 8,73 8.83 9,15 9,19 9,67 0,43
Max. hodnota | 9.03 9,93 9,79 9,92 10,2 10,22
Mediin 8.9 9,13 9.45 9,55 9,98 9,83
Tab. ¢. 32. Silybin B, graf ¢. 5.
Kontrolal | Kontrola2 | N-FENOLMIX 1 | N-FENOLMIX 2 | NanoFYT Sil | NanoFYT Si2
13.1 133 14,51 153 15,29 15,54
mg/g 13,76 14,43 14,08 14,35 15,46 14,57
13,22 13,46 14,98 153 14,98 15,83
13,41 14,09 14,34 15,13 14,86
Min. hodnota | 13,1 13,3 14,08 14,34 14,98 14,57
Max. hodnoota | 13,76 14,43 14,98 15,3 15,29 15,83
Mediin 13,32 13,46 14,5 14,83 15,21 15,2
Tab. ¢. 33. Isosilybin A, graf ¢. 6.
Kontrolal | Kontrola2 | N-FENOLMIX 1 [ N-FENOLMIX 2?2 | NanoFYT Sil | NanoFYT 5i2
2.81 2.8 33 3,15 3,26 3.31
mg/g 2,79 2,42 311 2,95 3.24 3,11
2,22 2,97 3,26 3,25 3,33 3,42
2,54 3,06 3,05 3.01 3,21
Min. hodnota | 2,22 2,42 3,11 2,95 3.01 3,11
Max. hodnota | 2,94 2,97 33 3,25 3.33 3.42
Mediin 2.8 2.8 3,19 3.1 3.25 3,26
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Tab. ¢. 34. Isosilybin B, graf¢. 7.

Kontrolal | Kontrola2 | N-FENOLMIX 1 | N-FENOLMIX 2 | NanoFYT Sil | NanoFYT Si2
0.65 0.66 0.64 091 0.84 0.86
mg/g 0.61 0.7 0.61 0.85 0.83 0.81
0.7 0.66 0,71 0.84 0.8 0.88
0.64 0.67 0.78 0.77 0.83
Min. hodnota | 0.61 0,66 0,61 0.78 0.77 0,81
Max. hodnota | 0.7 0,7 0,71 0,91 0.84 0,88
Medidn 0,65 0,66 0,66 0,85 0,82 0,85
Tab. ¢. 35. Silymarinovy komplex, graf ¢. 8.
Kontrelal | Konfrela2 | N-FENOLMIX 1 | N-FENOLMIX 2 | NanoFYT 8il | NanoFYT Si2
39.82 39.96 44.28 44,65 45,02 45.68
mg/g 39.8 41.47 41.8 41.87 44,54 42.82
38.79 40.85 44.79 44,98 44,56 47.06
39.5 42,12 42.17 44,82 4418
Min. hodnota | 38,79 39,96 41.8 41,87 44,56 42,82
Max. hodnota | 39,82 41,47 44.79 44,98 45,02 47,06
Medidn 39.65 40,85 43.2 43,41 44,88 44,93
Tab. €. 36. Taxifolin, graf €. 9.
Kontrola | ASA —nirka | ASA — stfedni ABA — vysoka NanoFYT 8i | N-FENOL MIX
1.33 1,17 1,52 1.52 1.43 1.35
mg/g 1.31 1,13 1,49 1.50 1,55 1.40
1.2% 1,22 1.51 1.58 1.47 1.35
1.28 1,08 1.41 1.46 1.34 1.2%
Min. hodnota | 1,28 1,08 1,41 1.46 1.34 1,29
Max. hodnota | 1,33 1,22 1,52 1.58 1,55 1.40
Medidn 1.3 1,17 1,5 1,51 145 1.35
Tab. ¢. 37. Silychristin, graf ¢. 10.
Kontrola | ASA —nizkd | ASA — sti‘edni ASA —vysoka NanoFYT 8i | N-FENOL MIX
9.18 9.63 9.91 10.70 12,78 11,52
mg/g 9.27 9.73 9.67 10.68 12,81 11,79
8.92 9.61 9.89 11,24 12,69 11,66
8.85 5.32 5.78 10,22 11,98 10.56
Min. hodnota | 8,85 0,32 9,67 10,22 11,98 10,96
Max. hodnota | 9,27 9,73 9,91 10,70 12,81 11,79
Medidn 9.05 9,63 9,84 10,69 12,74 11,59
Tab. ¢. 38. Silydianin, graf¢. 11.
Kontrola ASA —nizka | ASA — stiedni ABA —vysoka NanoFYT Si | N-FENOL MIX
1.27 1,57 1,38 1.73 1.80 1.60
mg/g 1.28 1,59 1.40 1.62 1.86 1.62
1.1% 1.66 1.31 1.70 1.72 1.77
1.26 1.46 1.43 1.82 1.8% 1.52
Min. hodnota | 1,19 1,46 1,31 1,62 1,72 1,52
Max. hodnota | 1,28 1,66 1,43 1.82 1.89 1.77
Medidn 1,27 1,59 1,39 1,72 1.83 1.61
Tab. ¢. 39. Silybin A, graf¢. 12.
Kontrola | ASA —nizkad | ASA — sti‘edni ASA —vysoka NanoFYT 8i | N-FENOL MIX
781 8.06 8.60 8.54 10,06 5.18
mg/g 7.94 8.27 8.96 8.99 10,51 8.84
7.56 8,44 8.86 5.32 10,20 5.20
7.28 7.99 7.96 8.58 5.43 5.23
Min. hodnota | 7,28 8,06 7,96 8.58 9.43 8.84
Max. hodnota | 7,94 8,44 8,96 9.32 10,51 9.23
Medidn 7,69 8,27 8,73 8,97 10,13 9,19
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Tab. ¢. 40. Silybin B, graf ¢. 13.

Kontrola | ASA —nizkad | ASA — sti‘edni ASA —vysoka NanoFYT 8i | N-FENOL MIX
11,96 12,36 13,23 13,78 15,54 1430
mg/g 11,54 12,40 12,91 13,87 15,49 13,88
11,50 12,00 12,89 13.46 15,50 14,67
11,14 12,59 12,66 13,51 14,97 13,45
Min. hodnota | 11,14 12,00 12,66 1346 14.97 13.4%
Max. hodnota | 11.56 12,59 13.23 13.91 15,590 14.67
Medidn 11,72 12,36 12,9 13,83 15,52 14,09
Tab. ¢. 41. Isosilybin A, graf ¢. 14.
Kontrela | ASA —nizkd | ASA — stiedni ASA —vysoka NanoFYT Si | N-FENOL MIX
2.60 2,79 2,82 3.01 3.31 3.10
mg/g 2.56 2,56 2.84 3.16 322 3.24
2,49 2,65 2.74 3.04 3.36 2.97
2,42 2,60 2,96 2.99 321 334
Min. hodnota | 2.42 2,56 2,74 2,99 3.21 2,97
Max. hodneta | 2,60 2,79 2,96 3,16 3,36 3,34
Medidn 2,53 2,65 2,83 3,03 3,27 3,17
Tab. €. 42. Isosilybin B, graf €. 15.
Kontrola | ASA —nirka | ASA — stfedni ABA — vysoka NanoFYT 8i | N-FENOL MIX
0.54 0,55 0,56 0.73 0.86 0.67
mg/g 0.50 0,57 0.62 0.70 0.95 0.66
0.4% 0.58 0.54 0.69 0.79 0.62
0.50 0.51 0.52 0.66 0.81 0.64
Min. hodnota | 0.49 0.51 0.52 0.66 0.79 0.62
Max. hodnota | 0.54 0.58 0.62 0.73 0.95 0.67
Medidn 0.5 0,57 0,55 0.7 0.84 0.65
Tab. ¢. 43. Silymarinovy komplex, graf €. 16.
Kontrola | ASA —nizkd | ASA — sti‘edni ASA —vysoka NanoFYT 8i | N-FENOL MIX
34.67 36.13 38.03 4041 45.78 41.72
mg/g 34.41 36.25 37.90 40.52 46.39 41.52
33.84 36,16 37,74 41,03 46,13 4223
3231 35,55 36,45 39.64 43,62 40,47
Min. hodnota | 32,31 35,55 36,45 39.64 43,62 40,47
Max. hodnota | 34,67 36,25 38,03 41,03 46,39 42,23
Medidn 34.13 36,16 37,82 40,47 45,96 41,62

Tab. ¢. 44. porovnani vysledkt u¢innych latek u silymarinového komplexu u pokusu

¢. lac. 2. [mg/g], graf €. 19.

Lokalita Kontrola NanoFYT Si N-FENOL MIX
Stojanovice 40,12 44 89 4333
JU Ceské Bud&ovice 33.81 45 18 41.48
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