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Abstrakt

Cilem diplomové prace je zjistit, jak péstovani kotvicniku zemniho na poli bez pouziti
elicitori a s pouzitim elicitorti, ovlivni obsah latek, konkrétné¢ protodioscinu a
diosgeninu a ty stanovit pomoci metody UHPLC-MS/MS. Dale latky protodioscin a
diosgenin popsat a uvést jejich mozné vyuziti ve farmacii. Nakonec vSe statisticky
zhodnotit a stanovit nejlepsi metodu péstovani. V praktické casti je popsano péstovani

kotvi¢niku zemniho.

Klicova slova: Kotvi¢nik zemni, protodioscin, diosgenin, elicitory, farmacie,

saponiny, fytosteroly, kyselina acetylsalicylova, ASA

Abstract

The main goal of this masters dissertation is to observe, how cultivation on the field
with elicitors and without them can affect the quantity of substances, like protodioscin
and diosgenin and than determine them by UHPLC-MS/MS method. Also, describe
protodioscin and diosgenin and introduce their possible usage in pharmacy. At the end,
evaluate results and decide, which way of cultivation is the best one. In the practical

part it is showed how to grow Tribulus terrestris.

Key words: Tribulus terrestris, protodioscin, diosgenin, elicitors, pharmacy, saponins,

phytosterols, acetylsalicilic acid, ASA



1. Uvod

Kotviénik zemni (Tribulus Terrestris L.) je rostlina spojovana predevsim s fitness
pramyslem, a to diky jeji udajné schopnosti zvySovat svalovou silu, hmotu a hladinu
hormonu v krvi. Pokud pomineme fitness primysl, s kotvi¢nikem se velmi ¢asto setkame
ve formé Caju, tinktur a extraktd. Tyto vyrobky se pouzivaji jako doplnék k 1é¢bé nemoci,
nejcastéji naptiklad astmatu ¢i neplodnosti, ale také ke zvySeni libida.
jsou saponiny. Ve fitness prumyslu je nejvice znamy protodioscin a diosgenin. Ve
farmacii maji své misto také protodioscin, diosgenin a jejich derivaty a dalsi latky.

Bohuzel obsahy latek, jako jsou protodioscin a diosgenin, se udavaji jen na
minimu vyrobka ve fitness pramyslu, u ¢aju, tinktur a extrakti se setkame se stanovenim
téchto latek jen velmi zfidka ¢i vibec. JenZe pravé protodioscin je nejvice spojovany
s kvalitou zakoupeného produktu. VétSina vyrobet uvadi celkovy obsah saponind, ktery
je nic nefikajici. Velky problém je fakt, Ze konkrétné saponiny, ptesnéji jejich obsahy, se
meéni podle lokality, kde se rostlina vyskytuje.

Cilem diplomové prace je zjistit, zda rozdilné systémy pestovani, jako je péstovani
na poli s pouzitim elicitord a bez jejich pouziti, ovlivni obsahy téchto biologicky

aktivnich latek.



2. Literarni prehled

2.1. Botanicka charakteristika

Celed’ kacibovité zahrnuje asi 286 druhti rostlin, které jsou nativni v teplejsich oblastech
a tropickych regionech jizni Evropy, Asie, Afriky a Australie (Qureshi et al. 2014). Tyto
rostliny dokazi prezivat dokonce i v poustnich podminkach ¢i ve velmi chudych ptadach.

Kotviénik zemni (Tribulus terrestris) je jednoleta C4 rostlina z rodu
Zygophyllaceae (kacibovité), ktera je i dnes pomérné malo prozkoumana a v nékterych
zemich je povazovana za plevel (Chen et al. 2015., Selim et al. 2015., Dong et al. 2015.,
Al Jasem et al. 2014). Kotvi¢nik je ve svété znamy pod mnoha jmény jako je Puncture
vine, Bindii, Bullhead, Burra gokharu, Caltrop, Cat's head, Devil's eylashes, Devil's
thorn, Devil's weed, Goat head, Tackweed, ale i tieba jako Al-Gutub, Qutiba, Hasak,
Ders El Agouz.

Obrazek ¢&. 1 rostlina kotvi¢niku
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Figure 1. Puncture vine (7ribulus terrestris); (a) flower: (b) fruit or seedpod, a cluster of five bony burrs or nutlets: (¢) single bu
or nutlet containing 2-5 seceds..

Zdroj: Kostova a Dinchev (2005)



2.1.1. List

Listy kotvi¢niku se skladaji z malych listkd, které rostou ve trech az sedmi parech proti
sobé a jsou asi 1-5 cm dlouhé. Listy jsou eliptické az obdélnikovité. Pokud je veliké
sucho, listky se slozi proti sobé aby tak snizily evaporaci vody. Jsou pokryty
jednovrstevnym  epitelem s mnohouhelnikovitymi  nebo  trojahelnikovitymi

epidermalnimi bunikami a anomocytnimi praduchy (Obrazek 1A. a 1B).

AN HOEC . W BTG e 8 a?

A, Lower epidermfs of Tribulus terrestris B.Upber epidermis of Tribulus terrestris
at magnification X400 at magnification X400

Zdroj: Vassilev (2014)

V listcich se ovliviuje frekvence praducht na hornim a dolnim epidermu.
Trichomy vznikaji z povrchu jak na hornim tak na spodnim epidermu, na spodnim je jich
ale vétsi pocet a jsou zaroven i delsi. Listky kotviéniku jsou pokryté vrstvou
rektangularnich epitelovych bunék. Na vnéjsich sténach epidermalnich bunek se vytvari
kutikuly, které redukuji ztraty vody a maji dulezitou roli pti kontrolovani teploty na
povrchu rostliny. Listky maji palisadovity parenchym s pomérné malym intracelularnim
prostorem na kazdé strané. Palisadovy parenchym obsahuje velké mnozstvi chloroplastu
(Vassilev 2014)



2.1.2. Stonek

Je vétveny, obycejné 1m dlouhy, rostouci radialné. Stonek je pokryty jednou vrstvou
epitelu s malymi bunkami, které zakryva tlusta dievita kura. Kara ma 6-9 vrstev
parenchymu s vétsinou isodiametrickym tvarem a malym intracelularnim prostorem.
Cévni svazek zahrnuje phloem, ktery ma 7-9 vrstev a neni dobie vyvinuty a xylem, ktery
ma 8-11 vrstev parenchymu a je vyvinuty velmi dobte. Struktura stonku je kompaktni,

sklerifikovana, s malym intercelularnim prostorem.

2.1.3. Koren

Kotren roste do hloubky s vyraznym vétvenim, ktery je vzdy vertikalni s hojnym
zastoupenim vlaknitych kofinkd (Pathak 1970). Koien kryje tlusta vrstva peridermu,
ktery tvoti 2-3 vrstvy rektangularnich bunék. Pod peridermem se nachazi velké mnozstvi
sklerenchymu a pomérné malé mnozstvi parenchymu. Parenchym je heterogenni cévni
svazek, zahrnuje phloem, kambuim a xylem. Sklerifikovana struktura a velmi spatna
aerace, kterou koieny disponuji, vysvétluji Spatny rust rostliny ve vlhkych padach a
naopak jeho dobry rist na padach suchych (Pathak 1970).

Dobie vyvinuty kofenovy systém a xeromorfni a sklerofylni charakteristika listu
zajistuji mnohem mensi naroky na vodu nez maji jiné rostliny. Kotvicnik potiebuje k
produkci 1kg susiny 96litri vody, coz je 3x méné nez potiebuji rostliny rodu Sorghum
(¢irok), které jsou také C4 rostliny (Holm et al. 1991).

2.1.4. Morfologie

Morfologie kotvi¢niku je velmi variabilni. Rozdily mezi populacemi se odviji od
morfologie plodu a poé¢tu chromozomu. Scott a Morrison v roce 1996 vytvotili 4 skupiny
semen ze 30 Australskych vzorka a 34 vzork( ze zemi Indie, Israel, USA, Irdn a ze
sttedomoti. Adaikan et al. (2001) studoval morfologii plodd ziskanych z Indie a zjistil
rozdil v morfologickém typu semen.

Pritomnost furostanolovych a spirostanolovych saponinii je pro kotviénik
charakteristickd (Mahato et al. 1982). Existuji rizné variace diosgeninu, ruscogeninu,

chlorgeninu a sasasapogeninu.



2.1.5. SloZeni saponinii v rostliné z riiznych geografickych regioni

Slozeni saponinti v kotvi¢niku z riznych geografickych oblasti se popisuje asi takto

1. Saponiny scis A/B spojenim (tabulka 15 a 16) se nachazi pouze
v Cinském kotviéniku.

2. Saponiny gitogenin/neogitogenin (tabulka 2 a 11) vibec nejsou
Vv Indickém a Bulharském kotviéniku.

3. Saponiny tigogenin, gitogenin a hecogenin (tabulka 1-3 a 10-12) jsou
dominantné zastoupeny v Cinském kotviéniku.

4. Vysoké zastoupeni furostanolovych saponini (tabulka 13) je

charakteristické pro Bulharsky kotvi¢nik.

Obrazek ¢. 3

Spirostanol saponins

Derivatives of 258-5f-spirostan-3f-ol (sarsasapogenin, 77)
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Table 15. Spiro saponins of sarsasapogenin type.

Compound R Origin
Sarsasapogenin (77) H
Isoterrestrosin B (78)"" -B-l)-('iul“‘-B-u-('}lc Ch
|1
a-L-Rha

Zdroj: Kostova a Dinchev (2005)



Obrazek ¢. 4

Pseudofurostanol precursors of sarsasapogenin (77) spirosaponins

H

Table 16. Pseudofurostanol saponins of sarsasapogenin type.

Compound R Origin
4 ;
Tribulosaponin A (79)*° ‘B'D-(-I':IC -2-.-Rha ch
o-L-Rha
-B-D-Gﬂélr‘-ﬁ-D-GlC
Tribulosaponin B (80)*" B ch

a-L-Rha

“Bedir et al. (2002), ®Bedir and Khan (2000).

Zdroj: Kostova a Dinchev (2005)

Obrazek ¢. 5

Derivatives of 25 R-So-spirostan-2o.3 -diol (gitogenin,
12)

HOy,,

11) and 25S-5o-spirostan-2o.3 B-diol (neogitogenin,

21

=
=
=
=

25

O
5

RO H
H

Table 2. Spirosaponins of gitogenin/neogitogenin type.
Compound R c-25 Origin
Gitogenin (11)y*P<d H R Ch.SA.R.In
Neogitogenin (12)° H s In
Gitogenin-3-0-ff-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-f6-p- -f-p-Gal*- fi-p-Gle R Ch
galactopyranoside (13)°
25R.S-Sa-spirostan-2e, 3 f-diol-3-0O- - f,{ffuf(_iul"fﬁfuf(_ilc R.S Ch
glucopyranosyl-(1 — 4)-fi-p-galactopyranoside (14)°
Terrestrosin E (15)°" -f-p-Gal*- f-p-Glc®- f-p-Gal R.S Ch
F-Gitonin (16)" -B-b-Gal*-B-p-Glc®-B-p-Gle R Ch

B-D-X_l'l

Desglucolanatigonin (17)° R Ch

—P-n-Gal*-p-p-Gle® -B-n-Gal
3

|
B-p-Xyl

Zdroj: Kostova a Dinchev (2005)



Obrazek ¢. 6

Precursors of gitogenin (11) and neogitogenin (12) spirosaponins
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Table 11. Furostanol derivatives of gitogenin/neogitogenin type.
Compound R C-25 Origin
Terrestrosin F (57)" -p-p-Gal*--p-Gle R Ch
26-0-fi-[p-glucopyranosyl- -p-p-Gal'--p-Gle RS Ch

(25R,S)-5a-furostan-2u,
3,220, 26-tetrol-3-0-
fi-n-glucopyranosyl-

(1 — 4)-f-p-galactopy-
ranoside (58)

Terrestrosin G (59)" -f-p-Gal*-f-p-Glc*- f-p-Gal R.S Ch

Zdroj: Kostova a Dinchev (2005)



Obrazek ¢. 7

Spirostanol saponins

Derivatives af 25 R-Fu-spirostan-3 f-al (tigogenin, 1) and 255-5u-spirostan-3f-ol (neotigogenin, 2 )

Tahle I. Spiresaponins of tigogenin /neotigogenin Lype.

Compound R C-25 Oirigin
Tigogenin (17" H i3 Ch. Au
Neotigogenin (27 H 5 In
Tigogenin-3--f-glucopyranosyl-{ 1 — 4} -fi-Gal*-5-Glc R Ch
F-galactopyvrancside (37
Terrestrosid F (4)° Gle:Rha/2:1 R Bz
Terrestrosin A (5)F -fJ'-l}-Gnl'-Iivu-Glc:-ﬂ-n-Ga] RS Ch
-p-o-Gal*-f-o-Gile
Terrestrosin B (6 - RS Ch
a-L-Rha
-f-o-Gal*-f-0-Gle*- f-o-Gile
Desgalactotigonin (75 P R Ch
=Xyl
-fro-Gal*-f-o-Gle® - - Gal
Gitonin (8)* ! R’ Ch
p-n=Xy
_{;_u-l:i‘a]‘-ﬁ-u—qlt;-;-[l-lyle
Tigogenin-3-C-f-p-xylopyranosyl-(1 — 2)0[f- I I 3 Ch
p-xylopyranosyl-(1 — 4)Hs-L-rhamnopyranc- 2-1-Rha f-nXyl
syli1 = 2)]-ff-n-galactopyranoside (9)*=" .
P-o-Gal'-f-o-Gle'-p-n-Xyl
Tribulosin (10)~' s P 5 In

x-L-Rhaf-o-Xvl

Zdroj: Kostova a Dinchev (2005)



Obrazek ¢. 8

Derivatives of 25 R-5a-spirostan-3f-ol,12-one (hecogenin, 18) and 25S-5u-spirostan-3f-ol,12-one (neohec-
ogenin, 19)
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Table 3. Spirosaponins of hecogenin/neohecogenin type.

Compound R C-25 Origin
Hecogenin (18)%5<< H R Ch.In.Bg
Neohecogenin (19) H S
Agovoside A (20)1‘ -f-Gal R Ch
Neohecogenin-3-0-fi-p-glucopyranoside (21)% -f-p-Gle S In
Hecogenin-3-0-fi-p-glucopyranosyl-(1 — 4)- -p-Gal*-f-Gle R Ch,In
f-p-galactopyranoside (22)™ ™
Terreside B (23) -f-Gal*-f-Gle S Ch
Hecogenin-3-0-fi-glucopyranosyl-(1 — 2)-f5- -p-Gal*-p-Gle?-p-Gle R Ch
glucopyranosyl-(1 — 4)-fi-galactopyranoside (ld)h
Terreside A (25) -f-Gal*-f-Gle?-p-Gle S Ch
Hecogenin-3-0- fi-xylopyranosyl-(1 — 3)-f- -f-Gal*-f-Gle*-p-Xyl R Ch
glucopyranosyl-(1 — 4)-f-galactopyranoside (26)h
Terrestrosin C (27)" -f-p-Gal*-f-p-Glc>- f-p-Gal RS Ch
-B-p-Gal*-B-p-Gle*-B-p-Xyl
Hecogenin-3-0-fi-p-glucopyranosyl-(1 — 2)-[fi- \3 R Ch,In
p-xylopyranosyl-(1 — 3)]-0-f-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-f- p-p-Gle
D-guluclopymnosidg (28)“”“'“ -B-D-Gul‘-B-D-Glcz-B-D-Gul
Terrestrosin D (29)"* & R Ch
B-p-Xyl
-B-p-Gal*-p-p-Gle’-B-p-Xyl
Hecogenin-3-0-f-p-xylopyranosyl-(1 — 2)- 2 & R Ch
[f-p-xylopyranosyl-(I — 3)]-f-p- a-L-Rha f-p-Xyl
glucopyranosyl-(1 — 4){a-L-rhamnopyranosyl-(1 — 2)]-§-
p-galactopyranoside (30)"™ -B-lel4-B-GICJ-B-Xyl
25R, S-5u-Spirostan-12-one-3-0-fi-xylopyranosyl-(1 — 2)- P & RS Ch

[f-xylopyranosyl-(1 — 3)]-f-glucopyranosyl-(1 — 4)- o-Rha f-Xyl
[a-rhamnopyranosyl-(1 — 2)]-f-galactopyranoside (31)°

Zdroj: Kostova a Dinchev (2005)
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Furostanol saponins

Precursors of tigogenin (1) and neotigogenin (2) spirosaponins
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Table 10. Derivatives of tigogenin/neotigogenin type.
Compound R, R, C-25  Origin
25R-5a-Furostan-22-methoxy-3f.26-diol-26-0- - -p-0-Gal*-g-0-Glc*-p-p-Xy1 ®OCH; R Ch.In
p-glucopyranosyl-3-0-f-p-xylopyranosyl-(1 — 2)-[f- \3 |2
p-xylopyranosyl-(1 = 3)}-0-f-b-glucopyranosyl-(1 — 4)- #-L-Rhaf-p-Xyl
[o-L-rhamnopyranosyl-(1 — 2)-f-b-galactopyranoside (51)**¢
Terrestroneoside A (52)" -B-D-G‘dﬁ-ﬁ-D-GlC]-B-D-Xy] OCH; N.D. Ch
i I
o-L-Rha f-p-Xyl
Terrestrosin H (53 -f-0-Gal*-f-p-Glc>p-0-Gal ~ 2OH RS  Ch
Neoprotodioscin (5,6-dihydroprotodioscin, 54)" -f-p-Glc*-2-1-Rha 2OH R Bg
#-L-Rha
Neoprototribestin (5,6-dihydroprototribestin, 55)" -f-D-Gle2-2-L-Rha aOH R Bg
‘4
SO;Na
Terrestrinin B (56)° 20H S Ch

Zdroj: Kostova a Dinchev (2005)

-f-0-Gal* -f-n-Gle*-f-n-Xyl

I 2
a-L-Rha fi-p-Xyl

10



Obrazek ¢. 10

Precursors of hecogenin (18) and neohecogenin (19) spirosaponins

R,0

Table 12. Furostanol saponins of hecogenin/neohecogenin type.

Compound R, R, C-25  Origin
26-0-p-Glucopyranosyl-(255)-5-furostan- -p-Gal*~f-Gle aOH 8§ Ch
12-one-3f,225,26-triol-3-0-f-glucopyranosyl-

(I = 2)-p-galactopyranoside (60)*

26-0-p-Glucopyranosyl-(25R )-5a-furostan- -f-p-Gal*-f-p-Gle «OH R Ch
12-one-3f, 225, 26-triol-3-0-f-glucopyranosyl-

(I = 2)-f-galactopyranoside (61)"

26-0-f-Glucopyranosyl-(255)-5a-furostan- -[)’-Gﬂl"-ﬁ-Glc aOH 8§ Ch
12-ome-3,224 26-triol-3-0-f-glucopyranosyl- |2

(I = 4)-[a-rhamnopyranosyl-(1 = 2)}-f-galactopyranoside (62)* x-Rha
26-0-p-p-Glucopyranosyl-5a-furostan-12-one-3f, B-0-Gal*-f-0-Gle'-pp-xy ~ OH ND.  Ch
22,26-triol-3-O-[{ f-p-xylopyranosyl-(I - 3)}- \3

{ -D-galactopyranosyl-(1 = 2)}}-f-p-glucopyranosyl- f-o-Gal

(I = 4)-f-p-glucopyranoside (63)°

Terrestrosin I (64)° -p-p-Gal*-f-0-Gle™-f-0-Gal  aOH RS  Ch

Zdroj: Kostova a Dinchev (2005)
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Obrazek ¢. 11

Precursors of diosgenin (32) and yamogenin (33) spirosaponins

R,0

6

Table 13. Furostanol derivatives of diosgenin/yamogenin type.

Compound R, R, C-25 Origin
Protodioscin (65" b0 Gl"‘g eL-Rha OH R Be.Ch.In M
#-L-Rha
-p-0-Gle*-5-L-Rha
Methylprotodioscin (66)° |2 OCH, R Bg
o-1-Rha
Terrestrosin J (67) -f-p-Gal*-f-p-Gle™--p-Gal OH RS Ch
-B-Glc*-a-Rha
Prototribestin (68)* [ OH R Bg
SO;Na
-p-Glc*-a-Rha
Methylprototribestin (69)° \" OCH, R Bg
SO;Na
_ -B-0-Glc’-p-n-Gle
Protogracillin (70)& |2 OH R BgM
a-L-Rha

Zdroj: Kostova a Dinchev (2005)
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2.2. Agrotechnika

Kultivace kotviéniku v nagich podminkach (Ceské republiky) neni nikterak sloZita, je
vSak pomérn¢ pracna. Pudy na kterych by se kotvi¢nik péstovat nemél, jsou pudy tézké a
vlhké. Jelikoz jsou semena kotvi¢niku v souplodi, které se sklada z 5 plidki, doporucuje
se sazet po jednom anebo po dvou plidkach. Tim se omezi Sance, ze vyklici vice rostlin
V jednom sadbovaci ¢i na poli. Kli¢ivost semen je relativné veliky problém, protoze klici
pomérné neochotné.

Doporucuje se rostliny piedpéstovat ve skleniku nebo v pafenisti a poté je vysadit
na pole. Semena je idealni vysévat od poloviny biezna do konce dubna (Hemzal 2014).

Je mozny i1 pozdni vysev, ktery je tieba uskutecnit do poloviny ¢ervna.

2.2.1. Seti

Nejcastéjsi a nejefektivnéjsi zpusob péstovani je sazet plody ve skleniku do oby¢ejného
zahradnického substratu, do hloubky 0,5 cm. Pfi vysevu je dobré pouzit previkur proti
plisnim a po jeho postiiku plod zakryt. Hemzal (2014) doporucuje substrat namichat
S piskem v poméru 1:3, to ale neni nezbytné. Substrat neni potieba jakkoli ptihnojovat

jak pted vysevem, tak i po vysevu.

2.2.2. Kliéeni

vvvvvv

rostlina, ktera se mnozi generativné - semeny. Semena jsou uloZena v plodech, které jsou
dfevnaté, velmi tvrdé a po obvodu ostnaté. Plod ¢i souplodi se sklada z 5 pladki, kde
v kazdém pliadku je jedno semeno hnédé barvy, veliké asi 1 mm. Kli¢i spiSe neochotné
a velmi nerovnomérné. Ke zlepSeni kli¢ivosti je idealni namocit plody do vody a nechat
namocené nékolik hodin. Tim se docili vyrazného zmékceni kiiry plodu a nasledné lepsi
kli¢ivosti. Pokud je ve skleniku teplota nad 20 stupni, rostliny by mély zacit vzchazet po
10 dnech. Prvni kvéty by se mély objevit do 4 tydnti, semena za dalsi 2 tydny (Pacanoski
et al. 2014).
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2.2.3. Zalévani a prvni listky

K zalévani je vhodné pouzit kapkovou zavlahu anebo vodni mlhu.Zalévani z konve neni
tak Setrné jako ptedchozi varianty a substrat bude vic mokry nez vlhky. Je tfeba mit na
pam¢ti, ze rostlina nepotiebuje tolik vody a mé velmi sofistikované mechanismy, kterymi
S ni hospodati. Plati, ze méné vody je lepsi. Kotvicnik roste pomérné rychle a nejdiive do

vysky. Az po nékolika tydnech zacne poléhat.
2.2.4. Presazovani

Ptesadit rostliny je vhodné bud’ hned po vzejiti anebo az po ne€kolika tydnech. Pokud se
rostliny vysazovaly do prostornéjSich nadob, mohou v nich zlstat az do konce vegetace.
Hemzal (2014) nezaznamenal zadny rozdil u rostlin, které byly piesazeny jednou, vickrat

nebo vubec.

2.2.5. Predpéstovani ve skleniku
Péstovani ve skleniku se péstitel nejspis nevyhne, at’ uz chce péstovat rostliny na poli
nebo na zahradce. Piredpéstované rostliny ze skleniku se bez vétSich problémi uchyti
Vv pude a i kli¢ivost bude ve skleniku mnohem lepsi nez venku.

Plody kotvi¢niku by se mély zasadit od druhé poloviny bfezna do konce dubna.
Substrat by se mél navlhéovat denné€ anebo podle potieby. Lepsi je, kdyz je substrat vihky,
nez aby byl po celou dobu mokry. I malé rostliny pottebuji spiSe sucho nez mokro.
Dlouhodobé mokry substrat miiZe rostlinu poskodit.

Nejvétsi pocet rostlin vykli¢i v prvnim mésici od vysevu, do té doby se
nedoporucuje ve skleniku vyrazné vétrat. Vlhkost vzduchu by neméla dlouhodobé
prekrocit 70 % kvili vzniku plisni.

Jak je zminéno vyse, k zavlazovani je lepsi pouzit kapkovou zavlahu anebo vodni
mlhu. Oboje je velmi dobfe pouzitelné. Kapkova zavlaha zajisti lepsi zavlaZeni substratu
a je mozné rostliny zavlazit i béhem dne, aniz se by popalily.

Vodni mlha substrat spise navlhéi, ale i s vodni mlhou je mozné zavlazit i béhem
dne bez toho, aniz by se rostliny spalily a teplota ve skleniku se sniZi az o 15 stupii. Na
druhou stranu, diky vodni mlze rostliny budou poléhat pod tihou vody, ktera na né
dopadne a pokud bude zavlaha probihat pfili§ dlouho, substrat bude misty uplné
promoceny. OvSem toto se vyrazné odviji od typu skleniku a jeho moznosti jak a kam

takovy systém zavlahy nainstalovat.
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Po jednom mésici, pokud to teploty v noci dovoli, se doporucuje sklenik otevtit a
zajistit proudéni vzduchu. Rostliny jednak zesili, budou méné nachylné k vnéjsim vlivim

a odpocinou si.
2.2.6. Venkovni péstovani, piida a jeji pFiprava

Podle Hemzala (2014) se obsah ucinnych latek méni s mistem, kde je kotvi¢nik
péstovany. Rystonova (2014) doporucuje kotvicnik péstovat vyhradné venku k dosazeni
vyss$i urody a vétsiho obsahu latek.

Idealni je provedeni hluboké orby na podzim, aby puda pfes zimu co nejvice
promrzla. Tim se zredukuji potencionalni plevele a skiidci. Na jafe je idealni pole zorat
znovu, podmitnout, zvlacet a tésné pied vysevem zvlalet jesté jednou. Pouziti
pesticidnich latek se nedoporucuje. Hnojiva jsou téZ nepotiebnd jak pifi venkovnim
pestovani, tak i pfi pestovani ve skleniku.

Pti ptesazovani rostlin ze skleniku na pole, by se méla pouzit ¢erna tkanina po
celé plose na které se bude sdzet a to proto, ze konkurenéni schopnost kotvi¢niku
v rannych fazich rlstu je pomérné mald. To je zpisobeno tim, Ze rostliny které ze

skleniku sdzime, maji velmi rozdilnou velikost a par dni potrva, nez se rostlina uchyti.

2.2.7. Hnojeni

Kotviénik neni potieba hnojit. Je to rostlina nenaro¢na na ziviny (Hemzal 2014).
2.2.8. Ochrana pied $kadci a proti chorobam

Pii péstovani kotvicniku na poli vyskyt skiidcti nebyl pozorovéan. Pfi péstovani na
zahradce jsou nejcastéjSimi Skidci slimaci. Pfi péstovani ve skleniku je nejvetSim
problémem piesyceni substratu vodou, coz rostliny nemaji rady. Z toho pak vznikaji
plisné, kterym je tieba predchazet, a pokud mozno zamezit jejich vyskytu. Pokud se ale i
tak pliseni objevi, je tfeba rostlinu ¢i rostliny ihned vyfadit. Z takovych rostlin se nesmi
délat droga (Hemzal 2014). Je mozné pouzit ve skleniku biologické ochrany, ale ta je

velmi draha.
2.2.9. Sklizen

Kotvi¢nik je mozné sklidit n€kolikrat za vegetaci, to ale ovSem zavisi na lokalité, kde je

péstovany. Obycejné prvni sklizeni probiha na pfelomu cervna a ¢ervence a druhd v prvni
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poloving ¢i na konci srpna. Neni to ovSem dogma, sklizen se odviji od doby vysevu a od

velikosti rostlin.

2.3.Chemické sloZeni a u¢inné latky

Kotvi¢nik obsahuje furostanolové a spirostanolové saponiny (Yuan et al. 2008).
Spirostanolové saponiny maji sacharid na C-3, kdezto furostanolové saponiny maji
sacharid jak na C-3 tak jest¢ molekulu D-glukézy na C-26. Saponiny jsou zodpovédné
za biologickou aktivitu extrakti kotvicniku zemniho. Plody obsahuji pryskyfice,
alkaloidy a oleje, kdy je nejvice zastoupena kyselina linolova a linoleova. Nat’ a listy
obsahuji asi 12 % bilkovin, 2,5 % tuku, 40 % sacharidu, asi 28 % vlakniny a 16 %
minerdlnich latek. V kofenu najdeme nejvétsi mnozstvi saponinu diosgeninu (Hemzal
2014).

Kotviénik je velmi dlouho pouzivan v Cinské tradi¢ni a Indické medicing (Kasote
etal. 2017). Ve svém téle obsahuje kotvi¢nik spoustu aktivnich latek, jako jsou saponiny,
flavonoidy, alkaloidy, které jsou pro nase zdravi velmi prospésné. Kotvicnik se pouziva
bud’ ve formé& ususené nati anebo jako hlavni slozka pro vyrobu fady lé¢iv a doplikt
stravy (Jiang et al. 2016., Shao et al. 2007).

Plody jsou velmi cenéné v tradi¢ni Cinské medicing. V nejstarsi 1ékaiské knize
v Cing, Shern-Nong Pharmacopoiea, je kotviénikova droga velmi pouZivana k obnové
jater, pii mastitidé, proti bolestem hlavy, zavratim a otokiim (Yuan et al. 2008). Velmi
popularni je také v Indické Ayurvédé pro jeho schopnost pomahat rozpoustét ledvinové
kameny a pro afrodiziakalni vlastnosti. Vyrobky z kotvi¢niku jsou nejcastéji pouzivany
ve sportu a pii lécbé impotence. Saponiny, které rostlina obsahuje se pouZivaji
v 1écich k 1é¢bé impotence jako je Tribestan (Bulharsko) a Libillov (USA) a v lécich
k potlageni kardiovaskularnich onemocnéni v Ciné (1ék Xin-naoshu-tong).

Novy Iék Xinnao Shutong, ktery byl vyrobeny ze saponinli kotvi¢niku zemniho
se ukazal byt efektivni v 1écbé n€kolika kardiovaskuldrnich  onemocnéni,
véetné ischemické srde¢ni choroby, infarktu myokardu a cerebralni arterioskleréze (Ya
Juan et al. 2010).

ZlepSeni sexualnich funkci bylo pozorovano u pacientt, ktefi byli
v rekonvalescenci po infarktu myokardu (Nikolaeva et al. 1986). Pacienti s oligospermii
vykazovali také zlepSeni (Nigam et al. 1984). Impotence a ztrata libida se zlepSila

zejmeéna u pacientll nemocnych diabetem, ale také u impotentnich, ale jinak zdravych
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pacienti Misra et al. (1984). Pocet spermii a jejich pohyblivost se zlepsila asi o 60-70 %
u pacientl s oligosmermii.

Extrakt z kotvicniku, ktery obsahoval protodioscin se pouziva Kk lécbé
kardiovaskularnich chorob a gastrointestialnich onemocnéni. Podavani protodioscinu
lidem i zviratim jasné prokazalo zvyseni libida a spermatogeneze (Tomova et al. 1981).
Protodioscin se ukazuje jako stimulant DHEA (Adimoelja 1997), dihydrotestosteronu a
ma proerektilni efekt (Adaikan et al. 2001)

2.3.1. Sacharidy

Sacharidy (cukry) se nachazi v celém téle rostliny. Jsou to zasobni latky a stavebni prvky.

V rostlin€ jsou predevsim ve form¢ monosacharidi.
2.3.2. Alkaloidy

Tyto latky najdeme v riznych ¢astech rostliny. Pomahaji rostliné chranit se pted patogeny
a stresovymi faktory. Alkaloidy velmi Casto plisobi negativn¢ na lidsky organismus a to
zejména jejich toxicitou. Rozdélujeme je do 3 zakladnich skupin, pravé alkaloidy,
pseudoalkaloidy a protoalkaloidy. Jedno z pouziti kotvi¢niku je proti depresim a to proto,

Ze obsahuje alkaloidy harman, harmalin a harmin.

2.3.3. Flavonoidy

Flavonoidy jsou rostlinné pigmenty, které urcuji, jakou barvu bude mit plod. Flavonoidy
se povazuji za antioxidanty. V kotvi¢niku najdeme zejména kampherol, isorhamnetin a

rutin (Hemzal 2014).
2.3.4. Saponiny

Vyskytuji se v rostlinach. Spojuji je podobné vlastnosti jako jsou nahotkla chut’, reakce
se zluCovymi kyselinami a detergen¢ni G¢inky. Se saponiny se miZzeme setkat napiiklad
Vv antioxidacnich prostfedcich a v posledni dobé pii 1écbé rakoviny. Obecné saponiny
snizuji cholesterol v krevni plazmé, maji vliv na lepsi traveni bilkovin a zlepSuji pfijem
minerald a vitamini (Neumann 2018). Saponiny ov§em nemaji jen pozitivni G¢inky. Pfi
poziti enormnich mnozstvi, které nékolikasetnasobné pievysi doporuc¢enou denni davku,
muze nastat poskozeni jater, ¢i selhani funkce plic a nakonec zastava dychani. Konzumaci

saponini by se mé¢ly vyhybat také t€¢hotné Zeny, a to kvuli riziku potratu (Hemzal 2014).
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Saponiny se rozdéluji na dva typy. Spirostanolové a furostanolové. Jednim
Z nejvyznamngéjSich spirostanolovych saponintl je diosgenin, ktery najdeme v nejveétsim
zastoupeni v kofenech kotvi¢niku, spolu s gitogeninem a neogitogeninem. Naopak
furostanolovy saponin protodioscin, ktery je povazovany za jeden z nejvyznamnéjSich
saponinu, které se v kotviéniku nachazi, najdeme v nadzemnich ¢astech rostliny.

Dalsi saponiny, které se v kotviéniku nachazi jsou: dioscin (pupen,nat),
campesterin (pupen, nat’), diosgenin (pupen, nat’, koien), furostenedion ( koien, plod),
gitogenin (kvét), gitonin (nat), gracilin (nat’), hacogenin (pupen, nat), chlorogenin (cela
rostlina), neogitogenin (kvét), neohecogenin (pupen, nat), neoprotodioscin (list, kvét,
nat’), protodioscin (pupen, nat), protogracilin (nat), prototribestin (list, kvét, nat),
ruskogenin (cela rostlina) (Hemzal 2014).
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2.4. Metody stanoveni u¢innych latek (KRIZEK, SIMA 2015)
2.4.1. Chromatografie

Chromatografie patii mezi nejvyznamnéjs$i metody, které se pouzivaji k separaci,
identifikaci a stanoveni organickych nebo anorganickych sloucenin.

Jejim principem je rozdéleni vzorku mezi mobilni (plyn nebo kapalina) a
stacionarni fazi (¢astice tuhé faze v rznych velikostech, kapalina nebo film kapaliny).

Ptes sorbent (jakakoli forma stacionarni faze) prostupuje faze mobilni. Kdyz se
stacionarni faze potka s mobilni fazi v kolon¢, dojde ke vzajemné interakci, ktera
rozhodne 0 nasledném déleni (separaci) produktu.

Interakce mohou byt: adsorpéni, rozdélovaci, iontové vyménna nebo gelova.
Pouzita metoda stanoveni pro tuto praci byla HPLC, tedy kapalinova chromatografie. Pod
HPLC spadaji vSechny chromatografické metody, ve kterych je mobilni faze kapalna.

HPLC, oproti napiiklad plynové chromatografii, je rozdilnd v tom, ze mobilni faze
je minimalné kompresibilni a teplota ma pomérné maly vliv na separaci latek.

Pii isokratiké eluci (= vyluhovani/vymyvani latek), kdy se sloZzeni mobilni faze,
konkrétné jeji elucni sila, béhem analyzy neméni, je mobilni faze vedena do
vysokotlakého Cerpadla ze zasobniku pies odplynovac.

Pti gradientové eluci, kdy elucni sila vzristd béhém analyzy, se slozky mobilni
faze ze zasobniku do sméSovace pievadéji. Poté se ve sméSovaci smichaji ve zvoleném
poméru a az poté postoupi do ¢erpadla. Z néj mobilni faze prostoupi do kolony, za kterou
je pripojen detektor, ktery je spojeny se zafizenim, jezZ monituruje priab¢h analyzy.

Identifikace ziskanych dat se provadi porovnanim reten¢niho ¢asu neznamé latky

a standardu, ktery byl separovany za stejnych podminek.

Obrazek ¢. 12 schéma izokratické kapalinové chromatografie
o =

eluent

kolona

cerpadlo )
tlumic pulsu

detektor

zapisovac

Kiizek, Sima (2015)
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2.4.2. Cerpadla pro HPLC

V HPLC se pracuje s tlaky od 1 do 60 Mpa, kdy priatok mobilni faze je 0,1 az 10 ml/min.
Diky vysokém tlaku a malému pratoku se pouzivaji kontinuelné pracujici ¢erpadla -
pistové ¢i membranové. Pii kazdém pohybu pistu nebo membrany dojde k vytlaceni
malého objemu mobilni faze do systému. Pulzace je tlumena pridanim dalsiho cerpadla,

které pracuje proti tomu prvnimu, tzv. systém “dual head pumps”.
2.4.3. Davkovani vzorku

Nejcastéji pozivany zpusob nastiiku vzorku je pouziti tzv. Sesticestného kohoutu s
davkovaci smyc¢kou. Smycka o znamém konstantnim objemu se nejprve naplni vzorkem
a poté se kohout piepne do druhé polohy, kdy eluent protéka smyc¢kou a vnese vzorek do
kolony.

Obrazek ¢. 13 schéma davkovaciho ventilu

odpad vzorek
otocné jadro
ventilu
od cerpadia
BRI —

.

)
K,

<

i.‘: A

e
\ do kolony
pozice pinéni pozice davkovani

Kiizek, Sima (2015)
2.4.4. Kolony pro HPLC

Pro HPLC se pouzivaji kolony rovné, dlouhé asi 10 az 100 cm, nejcastéji 10 az 20 cm a
s vnitinim pramérem 0,2 az 2 cm. V piipad¢, ze se déli slozitéjsi smési, se kolony fadi za
sebe. Pokud se déli slozky, které obsahuji velké mnozstvi balastnich latek, které by mohly

zpusobit predcasné znehodnoceni kolony, ptida se pred kolonu ochranna predkolonka.
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2.4.5. Naplné pro eluenty — chromatografie na reverzni fazi

Jako mobilni faze se nejcastéji pouzivaji binarni ¢i ternarni smésy vody, methanolu,
acetonitrilu, tetrahydrofuranu ¢i dioxanu. Upravou pH mobilni faze se maze vyrazng
meénit retenéni parametr mnohych latek. Zvysenim pH se zvysi retencni ¢asy bazickych
slozek a snizi retencni ¢asy slozek kyselych. Opacného efektu se docili snizenim pH

mobilni faze. Dnes se tato metoda pouziva z 80 %.
2.4.6. Detektory

Velmi rozsifenym detektorem je fotometricky ¢i fluorometricky detektor. Eluat protéka
mérnou celou malého objemu s velkou optickou délkou (obvykle V=5-10 pl, 1=10 mm).
Moderni pristroje jsou navic vybaveny detektory s proménlivou a programoveé ménitelnou
vinovou délkou — diode array detection, schopnym zmétit ve zvoleném okamziku celé
UV/VIS spektrum slozky. Informace takto ziskana je velmi dalezitym kvalitativnim

udajem, ktery vypovida o sledované slozce.

21



2.5. UHPLC-MS/MS analyza steroidnich saponini (VSCHT)

Pro analyzu byla pouzita metodika vyvinuta v Laboratofi forenzni analyzy biologicky

aktivnich latek, VSCHT Praha.

2.5.1. Pouzité chemikalie
Methanol (LC-MS grade), fluorid amonny, diosgenin a protodioscin byly od spole¢nosti
Sigmy-Aldrich (USA). Ethanol absolutni byl od firmy Merck (Némecko).

2.5.2. Priprava vzorku

Susené vzorky byly rozemlety na jemno pomoci elektrického mlynku (IKA A 11; IKA
Werke GMBH&Co.KG, Némecko). Jeden gram rostlinného materidlu se extrahoval
10 ml 70 % ethanolu, ktery obsahoval deuterovany testosteron o koncentraci 1 pg/ml jako
vnitini standard. Vzorky se tii hodiny tfepaly pii laboratorni teploté. Poté byly extrakty
zcentrifugovany (10 min, 3000 rpm, Centrifuga Hettich Universal 320R, Hettich,
Némecko) a fedény 10x a nésledné¢ 300x 20 % methanolem a pouzity pro UHPLC-
MS/MS analyzy. Vzorky byly ptipraveny ve tiech opakovanich.

2.5.3. UHPLC-MS/MS stanoveni obsahu steroidnich saponinii

Pro UHPLC-MS/MS analyzy byla pouZzita sestava UHPLC Infinity 1290 (Agilent
Technology, USA) spojena s hmotnostnim detektorem Q-TOF 6550 (Agilent
Technologies, USA). Chromatografickd separace probihala na analytické kolon& Zorbax
Eclipse Plus C18 RRHD, 2,1 mm x 100 mm; 1,8 um (Agilent Technologies, USA) s
mobilnimi fazemi 1 mM fluoridem amonnym (mobilni fize A) a methanolem (mobilni
faze B). Pouzita byla gradientova eluce s nasledujicim prubéhem: 0 min — 80:20 (A:B);
11 min —0:100; 15 min —0:100; 15,2 min — 20:80; 17,5 min — 20:80. Pratok mobilni faze
byl 0,3 ml/min, teplota kolony 40°C a néstifik vzorku 2 pl.

Pro hmotnostni detekci byla pouZita ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu.

Parametry iontového zdroje byly nasledujici: teplota suSiciho plynu (dusik) — 130°C;
pritok susicitho plynu — 13 I/min; teplota zmlzovaciho plynu (dusik) — 350°C; prutok
zmlzovaciho plynu — 11 1/min; tlak v nebulizéru — 35 psi; napéti na kapilaie — 4000V.
V tzv. all ion MS modu byly sledovany m/z v rozsahu 50 — 1500 a sbirana byla MS
(kolizni energie 0 V) a MS/MS spektra (10, 20 a 40 V). Pro akvizici dat a vyhodnoceni
vysledkl byl pouzit software Agilent MassHunter verze B.05.01 (Agilent Technologies,
USA).
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Kalibra¢ni kiivky pro kvantitativni analyzu vybranych steroidnich saponint
(dioscin, diosgenin, protodioscin, pseudoprotodioscin, ruscogenin a tribulosin) byly
sestaveny z deviti bodu (koncentrace 200, 100, 50, 10, 5, 1, 0,5, 0,1, 0,05 ng/ml). Pro
potlaceni vlivli matrice béhem analyz byl pro kalibraci pouzit extrakt volné rostouciho
konopi, ktery sledované saponiny neobsahuje. Extrakt byl pfipraven stejnym zptisobem

jako extrakty vzorki kotvic¢niku.
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2.6. Farmakologické ucinky nékterych sledovanych latek
2.6.1. Diosgenin

Obrazek ¢. 14 chemicka struktura diosgeninu
Zdroj: Diosgenin: recent highlights on
pharmacology and analytical method
(Mafalda et al. 2016).

Diosgenin

Bézn¢ se tato latka extrahuje z hliz riznych druhd  popinavych ¢i
jednod¢loznych rostlin. Nékteré druhy jedovatych popinavych rostlin obsahuji az 13 %
diosgeninu z celkového obsahu sapogenini. Tyto rostliny pouzivaji zejména domorodci
k vyrobé jedu, které slouzi kchytani ryb, i pfes to, ze diosgenin jako takovy ma
chemickou strukturu podobnou steroidnim hormontm.

Chemik jménem R. E. Marker kolem roku 1960 ziskal diosgenin fermentaci
s pomoci bakterii, které produkovaly enzymy, jez diosgenin dokazaly zménit na lidsky

steroidni hormon, jako jsou estrogen, testosteron a kortizon.
2.6.2. Diosgenin ve sportu

Diosgenin nebude v tomto odvétvi fungovat minimalné ze dvou duvodt. Zaprvé, naSe
télo neobsahuje nezbytné enzymy, které dokazi zdiosgeninu vytvofit naptiklad
testosteron. Zadruhé, nase t€lo vytvaii vSechny steroidni hormony z cholesterolu pod
velmi striktni kontrolou specifickych hormonalnich signal z hypotalamu a hypofyzy.
To, ze diosgenin miZe mit anebo ma néjaky vliv na zvifata, neznamena, Ze bude podobné
fungovat i na lidi. Diosgenin ve sportu nema zadné misto, co se nabirani svalové hmoty
a zvySovani svalové sily tyce. (Colgan 1992).

VétSina produkti, které tvrdi, Ze maji anabolicky ¢i ergogenicky ucinek obsahuji
vedle rostlinnych steroltl jako je beta-sitosterol, stigmasterol a campesterol také ¢asti

Mrve

steroidnich hormont nasemu télu vlastni.
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Jednou takovou rostlinou, zkteré se vyrabi vSemozné podpiirné tablety jsou
rostliny z rodu Smillax. To, Ze zrovna tyto rostliny by mohly obsahovat latky, které budou
mit anabolické ucinky, vychazi zjejich tradi¢niho pouziti jako afrodiziaka. Je nc€kolik
dukazl, Ze spravné ptipravena tinktura mize poskytnout slaby stimula¢ni efekt genitalii
(Morton 1981., Leung 1980).

Tvrdit, Ze rostliny mohou mit anabolické anebo ergogenické ucinky na lidské télo,
je velice odvazné (Colgan 1992).

Ano, existuji vyjimky. Steroly a steroidy zrostlin ¢i hmyzu, které mohou mit
pozitivni ucinky na sexualni aktivitu u savcii. Nékolik estrogenti, které se nachazi
v moiskych hvézdicich anebo latka zvana ekdysone, kterou najdeme predevsim u hmyzu,
mohou mit slaby u¢inek na steroidni receptory savcu (Williams 1967). Pfesto neexistuje
dikaz, ze by mély anabolické ucinky.

Rostlinny sterol genistein zjedné rostliny plivodem z Australie, vyvolava u
dobytka fiji. Podobny fytoestrogen equol, diadzen a coumesterol se nachazi naptiklad
v sojovych bobech a zptisobuji sexualni disfunkce u ovei (Shutt 1976).

Counesterol ptisobi nejsilngji, protoze jeho chemicka struktura je nejvice podobna
hormonu estradiolu. Coumesterol zpisobuje rist délohy u krys (Whitten 1992).

Jednou zvelmi mala sloucenin u které byl prokazany velmi slaby anabolicky
ucinek u zvifat, je ekdysteron extrahovany zrostliny Leuzea carthamoides (Marali
koten) (Chermnykh 1988).

2.6.3. Farmakologie

Na druhou stranu, pouzivani pfirodnich produktid, vcetné saponind se rozsifuje nejen
v terapeutickém odvétvi, ale také v oblasti vyzkumu (Jiang et al. 2016., Salvador et al.
2013). Nekolik let zpét byly objeveny steroidni saponiny a sapogeniny, které sdili jejich
potencidlni protikarcinogenni u€inky a relativné bezpe¢né spektrum pouzivani (Tong et
al. 2012, Chen et al. 2015). Mezi témito sloufeninami je velmi
vyznamny steroidni saponin diosgenin, ktery je ziskavdnhned zné€kolika rostlin
— Dioscorea Trigonella, Costus (Chen et al. 2015., Selim 2015., Raju 2009), ale také
zrostliny Tribulus Terrestris ¢i jinych jednod€loznych rostlin (Shao et al. 2007).

Tyto zminénérostliny se pouzivaji vtradicni mediciné proti riznym
onemocnénim. Diosgenin je dnes velmi vyznamnym saponinem, na ktery svoji pozornost

zamétuje stale vice védcl. V podstaté vétSina terapeuticky pouzitelnych a fungujicich

25



sloucenin, véetné sexualnich hormonii a kortikosteroidu, je
vyrabéna polosynteticky z pfirodnich prekurzoria ptevazné zdiosgeninu (Dong et al.
2015., Al Jasem et al. 2014). Nicméné i pies veliké mnozstvi synteticky vyrobenych
hormonii, diosgenin samotny ma veliky vyznam ve farmacii, diky jeho biologické aktivité
(Chen et al. 2015., Raju 2009., Huang et al. 2012).

Diosgenin je v literatuie velmi ¢asto zminovan pro své vyuziti ve farmacii s velmi
Castymi odkazy na tradi¢ni medicinu. Mnoho studii v poslednich 20 letech se zaméiovalo
na dtlezitost a benefity diosgeninu proti nemocem jako je diabetes, obezita, dyslipidemie
anebo hypercholesterolemie, dale také proti zanétlivym onemocnénim ¢i dokonce proti
rakoviné (Chen et al. 2015., Raju 2009., Raju, 2012).

Vysledky z téchto studii ukazuji na potencidlni vyuziti diosgeninu jako latky,
ktera dokaze 1é¢it vice riznorodych onemocnéni. Dalo by se fici, Ze diosgenin je jednim
z nejvyznamngéjsich saponini z celé rostliny kotvi¢niku.

Diosgenin je saponin znamy diky své bioaktivité a mnoho studii potvrzuje jeho
(Manivannan et al. 2013) a mtize byt uzite¢ny pti krevnich ¢i mozkovych onemocnénich,
alergiich, diabetu a obezité (Roghani-Dekhorti et al. 2015), menopauzalnich symptomech
anebo  starnutikize. Takéma  pravdépodobné obranné schopnosti  proti
kardiovaskularnim chorobam jako jetrombodza a ateroskleroza (Choi et al. 2011,
Esfandiarei etal. 2011., Liuetal. 2012., Yang et al. 2013., Kalailingam et al. 2014., Gong
et al. 2011) a proti rakoviné (Chen et al. 2015., Huang et al. 2012., Gong et al. 2011.,
Chen et al. 2011., Kim et al. 2012).

2.6.4. Protirakovinné pouziti

Vyvoj 1€kl proti rakoving z rostlinych slou€enin je velmi nad&jny a v poslednich letech
vic a vic rozsifeny mezi chemiky. Dnes uz je mnoho aktivnich molekul, které byly
v poslednich letech objeveny (Salvador et al. 2013., Hamid et al. 2014). Nékolik
preklinickych studiise zaméfovalo na pouZiti diosgeninu jako chemopreventivni
terapeutické agens proti riznym druhtim rakoviny (Chen et al. 2015., Raju 2009). Zjistilo
se, Zzeprotirakovinny ucinek diosgeninu velmi zavisi natypu rakoviny. Naptiklad
naprosto prukazné pozitivni G¢inky diosgeninu byly pozorovany u rakoviny prostaty (PC-
3 a DU-145 bunky) (Chen et al. 2011), u karcinomu tlustého stieva (HCT-116 a HT-29
bunky) (Lepage et al. 2011), erytroleukemie (HEL bunky), rakoviny kize (A431, Hep2 a

26



RPMI 2650 bunky) (Das et al. 2012), hepatocelularniho karcinomu (HepG2 a HCC
bunky) (Selim 2015., Kim et al. 2012), rakoviny zaludku (BGC-823 bunky) (Mao et al.
2012), rakoviny plic (A549 bunky) (Mohammed et al. 2013), rakoviny prsu (MCF-7
buriky) (Selim 2015., Patel et al. 2012., Ghosh et al. 2015) a myeloidni leukemia (CML)
(K562 bunky) (Jiang 2016). Diosgeninse zda byt klicovym v riznych
fazich vytvareni nadort, kdy zpiisobuje apoptdézu a zabraniuje malignim transformacim
(Tong et al. 2012., Chen et al. 2015., Raju 2012).
Ptesnéji, protirakovinné u¢inky diosgeninu se zprosttedkovavaji pres aktivaci p53 (tumor
supresorovy gen), zastavenim bunééného cyklu a jesté dalSimi mechanismy, které vysoce

presahuji ramec, odbornost a zaméfeni této prace.
2.6.5. Protiinfekéni u¢inky

Pfi pouziti proti lidskym kvasinkam (Candida albicans) byl
pozorovany slaby protiinfek¢ni uc¢inek (Satour et al. 2004., Yang et al. 2006). Dale
diosgenin vykazuje slaby ucinek proti houbam Aspergillus flavus, Aspergillus niger.

Na  drouhoustranu, tento saponin vykazuje vysokou citlivost  k nékolika
druhim gram-pozitivnich  (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococus aureus a
Staphylococus epidermidis) bakterii (Khan et al. 2015).

Diky své antioxidacni aktivité je diosgenin teoreticky mozné vyuzit pti 1é¢bé HIV
pacienti s demenci (Turchan et al. 2003). Nakonec, ve studiich provedenych in
vitro, diosgenin vykazal G¢inky proti hepatitidé C diky snizovani hladiny cholesterolu

v krevni plasmé¢, ktery hepatitida C potiebuje k dalSimu rozsifovani (Wang et al. 2011).
2.6.6. Utinky protidiabetetické, dyslipidemické a u¢inky proti obezité

Ze studii provedenych in vitro a in vivo plyne, ze tento rostlinny saponin s sebou nese
nékolik vyhod proti metabolickym porucham jako je diabetes, obezita (Roghani-
Dehkordi et al. 2015., Liu et al. 2012., Sangeetha et al. 2013)a dyslipidemie,
zahrnujici hypercholesterolemii (Raju 2009., Kalailingam et al. 2014., Son et al. 2007).
Plsobeni diosgeninu proti diabetu funguje tak, Ze diosgenin podporuje diferenciaci
adipocytti spolu s dalsimi  d&ji, které probihaji v adip6znich tkanich. Proto mize
byt diosgenin uzite¢ny i pii 1éCeni obezity tim, Ze ovlivni metabolismus cukri tak, ze
snizi hladinu glukézy v krvi upacientd s metabolickym onemocnénim (Uemura et al.

2010). Toto zatim bylo pozorovano jen na mySich (Uemura et al. 2011).
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2.7. Protodioscin

Obrazek ¢. 15 chemicka struktura protodioscinu
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Protodioscin je fytochemikalie ziskana z rostliny kotvi¢niku, u které byl v klinickych
studiich testovan a nasledné¢ prokazan vliv na zvyseni libida a zlepseni erekce tim, ze se
protodioscin zméni v téle na DHEA (De-Hydro-Epi-Androsterone). Protodioscin se na
DHEA méni pouze za specifickych podminek. DHEA muze naptiklad posilovat imunitu
(Adimoelja 1997). DHEA je nejspis potiebny k udrzovani integrity bunéénych membran
a tim zajist'uje jejich spravnou funkci.

Protodioscin byl zatim zjiStén jen v Bulharském a Moldavském kotvi¢niku. Rlizné
druhy extrakti kotviéniku z Bulharska, Indie a Ciny byly podrobené rozbortim HPLC-
ELSD. Vysledky ukazaly vysokou rozdilnost jak obsahu saponini, tak i jejich stavby,
ktera byla vzdy rozdilna region od regionu. Bulharsky kotvi¢nik obsahoval od 0,245-
1,337 % protodioscinu, kdezto Cinsky kotviénik bud’ neobsahoval zadny protodioscin a
nebo nizs§i mnozstvi od 0,063-0,089 %.

Také v Indii je protodioscin v minoritnim zastoupeni (0,024 %). Chemické
analyzy vyrobkll z kotvi¢niku vykazovaly také vysoké rozdily. Bulharsky kotviénik
obsahoval 6,49 % protodioscinu, kdezto dalsi dva vzorky nespecifikovaného ptivodu
obsahovaly 0,85 a 0,17 % protodioscinu.

Valentova et al. (2004) pise, ze protodioscin maze tvoftit asi 50 % vsech ac¢innych
latek. Protodioscin je saponin furostanolového typu. Mluvi se 0 ném jako o prirodnim,
rostlinném steroidu, ktery ma zptsobovat v lidském tele zvyseni hladiny testosteronu a
narastu svalové hmoty. Ovsem vysledky né¢kolika studii, které se tuto teorii snazily
prokazat, bud’ na lidech anebo na zvifatech, toto nepotvrdily. Naopak u starsich muza byl
pozorovan nejen pozitivni vliv na spermatogenezi, potenci a libido, ale dokonce i zlepseni

svalové regenerace a posileni imunity (Neumann 2018).
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Obrazek ¢. 16 mozné plsobeni protodioscinu v téle
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A) Protodioscin, saponin z rostliny kotvi¢nik zemni (Tribulus terrestris) maze stimulovat
oxid dusnaty (NO). Protodioscin miize také byt konvertovany na DHEA, ktery dokaze
promotovat zlepSeni sexualnich funkci. B) Vztah mezi protodioscinem a testosteronem,
stimulace a ptima konverze je stale nepopsana, ale v in vivo pokusech se ukazuje, ze

protodioscin muze ovliviiovat testosterone a C) dihydrotestosteron (Gauthaman 2003).
2.7.1. Protodioscin ve sportu

Milasius et al. (2009) zkoumal ucinnost komer¢nich dietnich dopliikt vyzivy, které
obsahovaly kotvi¢nik zemni, na trénovanych sportovcich. Dvacet dni sportovci uzivali
extrakt z kotviéniku zemniho. Extrakt neukazal zadny efekt na erytrocity, hemoglobin a
trombocity. Béhem vyzkumu, se u atletil sniZily granulocity a leukocity se zvySily, coz
poukazovalo na ne piili§ pozitivni zmény v krvi sportovcti. Koncentrace Kreatin kinazy
v krvi se zvysila a kreatinin mél tendence klesat po celou dobu, kdy sportovci extrakt
uzivali. Koncentrace cholesterolu a bilirubinu v krvi se lehce sniZily.

Vétsina provedenych studii nepodpotila tvrzeni, ze kotvicnik ma né&jaké

ergogenické ucinky. Zkoumaly se ucinky 3,21 mg/kg vahy pii dennim podavani u
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trénovanych sportovcli a byly porovnavany s druhou skupinou, ktera brala placebo.
Télesnd hmotnost, slozeni téla, maximalni sila a ndlada se zhodnotily pfed a po studii,
ktera trvala 8 tydnl. Nebyla zjiSténa zadna zmeéna ve slozeni t€la, procentu tuku,
v mnozstvi vody ani ve zmén¢ nalad. Toto vSe se potvrdilo vyzkumem Rogersona et al.
(2007), ktery také nepiisel na zadné G¢inky na testosteron/epitestosteron. Navic skupina,
ktera uzivala extrakt kotvi¢niku, nevykazala zadné zmény v mnozstvi svalové hmoty ¢i

sily oproti kontrolni skupin¢ (Rogerson et al. 2007).
2.7.2. Farmakologie

Protodioscin mtze zvysit mnozstvi dehydroepiandrosteronu (DHEA) v krvi. DHEA je
hormon, ktery ovliviiuje imunitni systém a obecné se o ném mluvi jako o hormonu, ktery
ovliviiuje celkové dobré byti. Od roku 1993 se ma za to, ze DHEA zlepsuje integritu a
funkci bun&k (Gaby 1993). UzZivani extraktu z kotvi¢niku (Libilov™) pfi jedné tableté
3x denn¢ po dobu 10 dni prokazatelné zvysilo mnozstvi DHEA jak u pacientd s diabetem
i bez n¢j, ale s diagnostikovanou poruchou erekce (Adimoelja 1997).

Protodioscin zvySuje sekreci luteinizaéniho hormonu (LH). Ukéazalo se, ze
protodioscin zvySuje pocet Sertoliho bun€k beze zmény v poctu Leydigovych bunék a
zvySuje pocet spermatocytu.

Klinické studie prokazaly, Ze protodioscin zvySuje hladinu DHEA u plodnych
muzl. Uvazuje se o tom, Ze protodioscin by mohl byt prekurzorem DHEA u pacientii
S nizkymi hodnotami DHEA v séru. DHEA hraje roli ve zlepSeni integrity bunék a jejich
funkci.

Protodioscin nejspis funguje v téle tak, ze zvysi konverzi testosteronu na DHEA,
ktery nejen Ze zvySuje sexudlni touhy, ale také ma pozitivni vliv na tvorbu ¢ervenych

krvinek. Proerektivni u¢inky protodioscinu popsal Adaikan et al. (2001).
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2.7.3. Sexualni poruchy

Neplodnost se definuje jako neschopnost pocit dit€ po dob¢ delsi nez 12 mésica (Arsyad
1996., Poppe et al. 2007). Tento problém postihuje asi 15 % part, které se snazi poprvé
o dité a v téme&f 50 % piipadech je neplodny muz (Nishimune et al. 2006). I pies to, ze
Vv 1é€bé neplodnosti u Zen dne$ni medicina velmi pokrocila, v pfipadé muzd je tomu
naopak a stale se piesn¢ nevi, co neplodnost zplisobuje a jak ji efektivné 1€cit (Jarow et
al. 2005).

Pouzivani rostlin, které se pouzivaji v Tradi¢ni Cinské Medicing anebo Ayurvéds,
se Vv poslednich letech velmi rozsitilo mezi lidmi jako okamzita 1écba poruchy erekce ¢i
neplodnosti (Adimoelja 2000). Kotvi¢nik zemni, by mél byt efektivni pii 16¢bé téchto
dvou nemoci zvySenim LH (Arsyad 1996) tim, ze protodioscin se v téle pfeméni na
dehydroepiandosteron (DHEA) (Adimoelja 2000). Zatim jesté nebyl popsan piesny
mechanismus piasobeni protodioscinu. Viktorov et al. (1994) zjistil, ze podavani
kotviéniku znatelné¢ zvysilo pocet spermatocytti u dospélych krys. Protodioscin nejspis
ovliviiuje intenzitu DNA syntézy (Viktorov et al. 1994).

Studie na krysach, kralicich a primatech pfinesly zajimavé vysledky. Jedna studie
ukdzala, Zze podavani extraktu zkotvicniku mé& znacny vliv na zvySeni
dihydrotestosteronu a dehydroepiandrosteronu (Gauthaman et al. 2008) a ma také
afrodiziakalni G¢inky (Gauthaman et al. 2002). Dalsi studie porovnavala dobrovolniky
v letech mezi 21-50, ktefi trpéli oligozoospermii. Kapsle s kotviénikem byly podavany
60 dni, kdy kontrolni skupina uZzivala placebo. Vysledky ukazaly jednoznacné zlepSeni
stavu dobrovolniki trpicich oligozoospermii.

Zeny se uzivani kotvi¢éniku bat nemusi, je pomémé uéinny pii nepravidelnych
menstruacnich cyklech. Celkem 24 z 36 zen se obnovil pravidelny menstruacni cyklus.
Zeny, které uzivaly kotviénik, nemély zadné vedlejsi u¢inky, oproti 38 % Zen, které braly
klasicke Iéky.

Také se ukazalo, ze kotvi¢nik zmiriiuje menopausalni symptomy (poceni, deprese,
to, ze nebyly zjistény zadné zmény v koncentraci hormonti jako prolaktin, estradiol nebo

progesteron (Zarkova 1983).
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2.7.4. Protirakovinné vyuziti

Mezi riznymi saponiny analyzovanymi zrozlicnych ¢&asti kotvi¢niku ziskanych
z rozdilnych regiont (Bulharsko, Cina a Indie), jen nékteré vykazuji vysokou Géinnost
(Kostova a Dinchev 2005). Mezi spirostanolovymi saponiny je nejucinnéjsi hecogenin,
ktery je G¢inny proti SKMEL, KB, BT 549 a SKOV-3 bunikam (Bedir et al. 2002., Bedir
et al. 2000). Dioscin a prosapogenin A ukazuji protirakovinné ucinky v bunikach K562
(Hu et al. 1996), pouze in vitro. Protodioscin se ukazuje byt cytotoxicky proti buikam
leukemie a tumorim, zejména proti jedné linii leukémie a to sice MOLT-4, NSCLC
(A549/ATCC), dvéma liniim rakoviny tlustého stieva (HCT-116 a SW-620) a jedné linii
melanomu (LOX IMV1).

Navic se zjistilo, ze extrakt z rostliny Tribulus macropterus, ktery pochazi ze
stejného rodu jako kotvi¢nik zemni, je cytotoxicky proti rakoviné jater.

Velmi dlouho se pouziva extrakt zkotviéniku k1é¢bé rakoviny, zejména

Vv orientalnich medicinach, nicméné mechanismy ptisobeni nejsou zcela znamy.

Obrazek ¢. 17
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Zdroj: Chen et al. (2018)
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2.7.5. Srdecni onemocnéni
Kardiovaskularni choroby jsou jednou z nejcastéjSich (20 %) pficin tumrti jak ve
vyspélych zemich, tak i v rozvojovych.
Mezi riznymi druhy téchto onemocnéni je nejcastéjsi infarkt myokardu. Ten vznika tim,
ze krev se nedostane do ¢asti srdce a tim vznikne nekroza srde¢ni tkané (Upaganlawar et
al. 2011).

Infarkt myokardu, nejspi§ vyvolava metabolismus catecholaminu v urcitych
redoxnich reakcich (Dhalla et al. 2000). Tyto reakce produkuji volné radikaly (Rupp et
al. 1994).

Lidé zacali uzivat Tribulusin s tim, Ze chtéji zlepsit sportovni vykonnost a jako
prevenci proti zminénym srdeénim onemocnénim. Nékteré studie ukazuji na to, Ze
extraktu z kotvi¢niku je jeho schopnost snizovat mnozstvi tuku, peroxidaci tuku a zvySeni

antioxidativnich enzymu (Sailaja et al. 2013).
2.7.6. Nervovy systém

Extrakt kotviéniku zvySuje stimulacni aktivitu centralniho nervového systému (CNS).
Extrakt v chloroformu s ususenou celou rostlinou, podavany intraperitoneralné (injek¢éné
do bficha) mySim ma analgesticky ucinek. Ukazalo se, Zze extrakt kotvicniku ma
antihypersenzitivni i¢inky (Yang et al. 1991., Chui et al. 1992).

Antihypersenzitivni mechanismy kotviéniku se studovaly na 2K1C
hypersenzitivnich krysach méfenim cirkulace ACE aktivity v aorté, srdci, ledvinach a

plicich. Systolicky krevni tlak a ACE se vyrazné€ snizil pti podani extraktu kotviéniku.
2.7.7. Fyzicka sila a vytrvalost

Tonikum je tradi¢né ptipravek, ktery podporuje fyzickou, mentélni a emocionélni vitalitu.
Reputace kotvi¢niku byla potvrzena v laboratofich, pfi testech na krysach (Taskov 1988).
V lidském téle se kotvicnik zda byt stimulatorem. Také podporuje proteinovou syntézu,
hlavné v jatrech, ledvinach a srde¢nich tkanich u zvitat (Sheitanov et al. 1988), pfi¢emz
to, ze kotvicnik reguluje sekreci katabolickych hormoni jako je napiiklad kortisol

(Tomova et al. 1978).
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2.7.8. Antioxida¢ni ucinky

Velké mnozstvi rostlin je pouzivano k 1é¢beé metabolickych onemocnéni jako je diabetes,
obezita ¢i rakovina. Spekuluje se, ze vytvareni volnych radikalt v téle je vysledkem
Vv bunéénych zménach a vzniku rakoviny a jinych nemoci. To by mohlo byt
neutralizovdno antioxidanty zrtznych lé¢ivych rostlin. Ukéazalo se, Ze ziskané
antioxidanty z rostlin mohou neutralizovat volné radikaly a modulovat oxidativni stres
(Joseph et al. 1999). Volné radikaly jsou jednou z pfi¢in vzniku rakoviny, arteosklerozy,
diabetu a starnuti (Halliwell et al. 1999). Kotvi¢nik ma antioxida¢ni u¢inky a jeho extrakt

redukuje vznik hydroxyperoxidu (Bhattacharjee 2004).

2.7.9. Dermatologie
Z kotvi¢niku se dokonce vyrabi krémy, které maji antibakterialni a protizanétlivé ucinky.
Dokonce se doporucuje pouzivat kotviénik s kovy (Alexis 2001., Alexis 2005). Mezi

Asijskymi patenty je mozné najit nékolik piipravka a krémt z kotvicniku.

2.7.10. Insekticidni ucinky

Extrakty z kotviéniku dokazi kontrolovat ¢i potlacit rist Spodopteralitura (Al-Bayati et
al. 2008), Meloidogyne incognita (Khurma et al. 1997), Bulinustruncates (Singh et al.
1991) nebo Macrophominaphaseolina (Jit el al. 1986).

2.7.11. Toxikologie a vedlejsi ucinky
V ptipadé lidi je uzivani kotviéniku vétSinou bezpecné, vzhledem ke kratké dobé
uzivani a za ptredpokladu, ze doty¢ny je zdravy, neni v jiném stavu a nekoji (Hemzal
2014).

Kotvi¢nik by nemél uzivat nikdo, kdo uziva 1éky na srdce nebo na vysoky krevni

tlak, protoze kotvi¢nik pfimo reaguje s léky jako jsou beta blokatory (Hemzal 2014).
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2.8. Vliv technologie péstovani na obsah vybranych tu¢innych latek v kotvi¢niku

zemnim
2.7.1. Abioticky stres a kyselina acetylsalicylova (ASA)
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Abioticky stres rostlin je v posledni dobé brany jako velikd hrozba pro zemédélskou
produkci po celém svéte, ktery samotny €lovek - byt nevédomky - podporuje. Naptiklad
pramysl ma pomérné velky vliv na degradaci zemédé€lskych systémt a jejich produktivitu
tim, Ze vytvareji stresové podminky ukladdnim kovl do pidy, zvySujici se salinitou piid,
UV-B radiaci, extrémnimi teplotami, vy¢erpanim zivin z pudy a vysokym suchem (Khan
and Khan 2013).

Takovy typ stresu dokaZe ovlivnit skoro vSechny fyziologické, biochemicke a
molekularni procesy v rostliné od poc¢atku jejiho rtstu, tedy kliceni az po konec jeji
vegetace. Takové stresové podminky mohou zpusobit zemédélci ztraty az 70 % (Kaur et
al. 2008., Mantri et al. 2012).

Rostlinné regulatory ristu hraji velice dilezitou roli ve vyvoji rostliny (Khan et al. 2012a,
b, c., Asgher et al. 2015). Kyselina acetylsalicylova (ASA) je sloucenina, ktera ovlivituje

rust a vyvoj rostlin a jejich chovani vici biotickym a abiotickym vliviim (Raskin 1992.,
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Khan et al. 2012a, b, ¢, 2013b., Miura and Tada 2014., Kuzel S., Cigler P., Hruby M.
(2006, 2015).

Kyselina acetylsalicylova (ASA) ovliviiuje fyziologické procesy jako je
fotosyntéza, metabolismus dusiku, produkci glycinebetainu, antioxidace a hospodateni
s vodou, tudiz poskytuje jakousi ochranu rostlin€ proti biotickym stresovym faktorim
(Khan et al. 2010., 2012a, b, ¢, 2013b, 2014., Nazar et al. 2011., Miura and Tada 2014.,
Hruby M. et al. 2002, Kuzel, S. et al. 2003, 2007, 2008, 2009., Tlusto$ et al. 2005.,
Cigler P. et al. 2010).

Kromé toho, kyselina acetylsalicylova (ASA) dokaze zvysit toleranci proti
hlavnim abiotickym stresovym faktorim jako je kov (Zhang et al. 2015), salinita (Khan
et al. 2014., Nazar et al. 2015), sucho a vysoké teploty (Khan et al. 2013b).

Kyselina acetylsalicylova (ASA) z exogennich zdroju se pouziva bud’ pti mofeni
osiva anebo ve formé postiiku ke zvyseni tolerance k hlavnim stresujici faktoriim
(Horvath et al. 2007., Khan et al. 2012a, b, ¢, 2013b, 2014., Palma et al. 2013).

ASA ovliviiuje rostlinné funkce ve specifickych davkach, kdy se indukuji anebo
inhibuji rostlinné mechanismy. Toho se dosahne bud’ nizkymi ¢i vysokymi ddvkami.
Napftiklad v rostlin¢ Matricaria charmomilla, 50 a 250 pM ASA inhibuje rast (Kovacik
et al. 2009). Samoziejmée je dilezité¢ zohlednit délku postfiku, druh rostliny, jeji veék a
organy, na které se ASA aplikuje, protoze to v§e mize ovlivnit piisobeni ASA (Shi et al.
2009., Miura and Tada 2014).

Z dlouholetého vyzkumu Kuzela et al. (2003, 2006, 2007, 2009, 2015, a praci
Hrubého et al. (2002), TlustoSe et al. (2005) a Ciglera et al. (2010) vyplyva, Ze neni
jednoduché uziti stresort (elicitortt) v pfipade, pokud je zdmérem vyvolat v rostlinach
pfislusnou pozitivni odezvu na smérem k rostlin€¢ vyvolany optimalni stres. Je dalezité
zohlednit latku, jeji koncentraci, dobu postiiku, ndsobnost posttiku, druh rostliny, jeji vék
a organy, na které se elicitor aplikuje, véetné zpusobu aplikace, protoze to vSe muze
ovlivnit plisobeni elicitoru a konecny vysledek, ktery se projevi zvySenym vynosem a
jeho vyssi kvalitou.

U lécivych rostlin je to zvySeny obsah sekundarnich metabolitl, kterymi se
rostlina brani proti pfichazejicimu skute¢nému nebo pouze uméle vyvolanému stresu, kdy
rostlina dostane pouze informaci o tom, ze ptichazi stres, ktery u ni vyvola obrannou
reakci a ve skutecnosti stres vitbec nepiijde. Tyto sekundarni metabolity jsou soucasné

biologicky G¢innymi latkami s 1é¢ivymi Gcinky.
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Autofi v ramci vyzkumu pouzili fadu elicitort jako jsou kyseliny acetylsalicylova,
kyselina salicylova, metylsalicylat, askorbat titanu a dal$i. Vysledky vyzkumu ochranily
V ramci patentové ochrany formou ¢eského patentu, z roku 2006, CZ -296300, (Kuzel S.,
Cigler P., Hruby M.). Piipravek pro indukci zvyseni tvorby bioaktivnich sloucenin. 2006.
Cesky patent CZ-296300, UPV Praha), a evropského patentu, z roku 2015, EP 1750507,
(Kuzel S., Cigler P., Hruby M.), The preparation for the induction of increased formativ
of bioactive compounds in plants and its use. Evropsky patentovy tfad 2015. EP 1750507,
kde je patentové kryto pouziti vice nez 1500 riznych elicitort. Kolektiv autor prodal
licenci patentii firmé AGRA GROUP a.s., kterd ji ve svém produktovém portfoliu u fady
produktti vyuziva. Jednim z produktt je i v praci pouzity NanoFyt Si®.

V posledni dobé se ukazuje, ze ASA miZe regulovat mnoho rostlinnych
mechanisml na genové Urovni a tim zlepsit jejich toleranci k abiotickym stresovym
faktorim. O ASA se vi, ze dokaze ovliviiovat HSPs = heat schock proteins, antioxidanty
a sekundarni metabolity (sinapyl alkohol dehydrogendzu SAD), cinnamil alkohol
dehydrogenazu (CAD) a cytochrom P450 (Jumali et al. 2011).
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2.7.2. Kyselina acetylsalicylova (ASA) a tolerance k abiotickému stresu

Obrazek ¢. 19

Increased activity of

" content (GSH)

FIGURE 2| underlying SA plant stress

Zdroj: Khan et al. (2015)

2.7.3. Kovy/metaloidy jako stresovy faktor

Stres ptisobenim kovii/metaloidti zptisobuje veliké problémy udrzitelnému zemédélstvi a
zivotnimu prostiedi. Zemé&délska pida je plna polutanti kovi z n€kolika zdrojt, jako jsou
prumysl, spalovani fosilnich paliv, nakladani sodpady nebo chemie pouzivana
v zemedélstvi. Exogenné aplikovana ASA zlepsuje rust a fotosyntézu a snizuje negativni
stresové ucinky kovi a metaloidd jako je kadmium (10,15 a 25 uM) v Zea Mays (Krantev
et al. 2008) a Cu (0,05, 0,10, 0,15 a 0,20 mM) v Phaseolus vulgaris (Zengin 2014).

Exogenné aplikovand ASA reguluje antioxidacni systémy rostliny a vyrazné
snizuje peroxidaci lipidd v membranach v Phaseolus vulgaris (Zengin 2014), ktera je
vystavena Cu.

ASA hraje dtlezitou roli ve fotosyntéze, konkrétné ve fotosystému II a v aktivité
enzymiu jako je rubisco a carbonic andhydrasa pii vystaveni stresu z kovi (Al-Whaibi et
al. 2012., Noriega et al. 2012., Zhang et al. 2015).

ASA také zvySuje odolnost proti poSkozeni membran snizenim H2O2 u rostlin

vystavenych kadmiu (Cd), zejména v Oryza sativa (Chao et al. 2010).
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2.7.4. Salinita jako stresovy faktor

Odhaduje se, ze asi 45 miliont hektari zemédélské piudy celosvétoveé je postizeno
salinitou a tato plocha se den za dnem zvétSuje (Pitman and Lauchli 2002., Munns and
Tester 2008). Dusledky salinity jsou deficit zivin v pudé, zhorSeni vodniho potencialu
rostliny a naruseni fyziologickych a biochemickych procest (Munns and Tester 2008.,
Nazar et al. 2011., Khan et al. 2014).

Zvyseni tolerance vici stresu zpisobenym salinitou bylo dokédzdno u mnoha
rostlin, véetné Vicia faba (Azooz 2009), Brassica juncea (Nazar et al. 2011, 2015) ¢i
Medicago sativa (Palma et al. 2013). Deficit ASA v rostliné se povazuje za hlavni diivod
nizké odolnosti proti poskozeni rostliny, na kterou salinita ptisobi.

Exogenné aplikovana SA (0,5 mM) zvySuje toleranci vici soli v pSenici seté, tim
ze zvysuje uroven transktriptu antioxidacnich genit GPX1, GPX2, DHAR, GR, GST]I,
GST2, MDHAR a GS. (Li et al. 2013).

2.7.5. Oz6n jako stresovy faktor

Oz06n patii mezi nejvyznamnéjsi stresove faktory, které jsou zodpovédné za poskozovani
kulturnich rostlin a lesti. Oz6n do rostliny vstupuje mezofilnimi bunikami pfes pruduchy,
kdy pak okamzité reaguje s vodou a dalSimi mechanismy. Poté vznik4 fytotoxicita hlavné
diky zvyseni produkce H2O> coz nasledné spusti defenzivni mechanismy v rostliné (Long
and Naidu 2002., Pal et al. 2014). SA funguje jako signalni molekula a promotuje
molekularni a fyziologické zmény u rostlin vystavenych stresu zpisobené o0zénem
(Tamaoki 2008). Navic, SA je nezbytna k iniciaci antioxidacnich mechanismt. ASA

ovliviluje rast rostlin (Yoshida et al. 2009).
2.7.6. UV-B zaireni jako stresovy faktor

UV-B zafeni (280-320nm) je dnes diskutované ve spojitosti s ristem rostlin a jejim
vyvojem (Caldwell et al. 2007., Gill et al. 2015). UV-B zafeni mtze vyrazn¢ ovlivnit
fotosystém II, transport elektrond, intenzitu fotosyntézy, nukleové kyseliny a biomasu
(Sullivan and Teramura 1989., Mohammed and Tarpley 2009a, b). Vystaveni UV-B
zateni snizuje syntézu klicovych fotosyntetickych proteinti jako je chlorofyl a/b a DI
polypeptid fotosystému Il (Jordan 1996., Jordan et al. 1998). Vyrazné akumulace SA je
nejcastéji pozorovana u rostlin vystavenych UV zéateni (Fodor et al. 1997., Horvath et al.
2002).
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Exogenné aplikovand SA ovliviiuje antioxidac¢ni ucinky, detoxikaci radikal,
chrani membrany a metabolické enzymy (Mohammed and Tarpley 2009a). SA ovliviiuje
aktivaci antioxidativnich enzymt a je povazovana za velmi vyznamnou pii regulaci stresu
zpusobenym UV zafenim Vv listech Capsicum annuum (Mahdavian et al. 2007). Dale se
zjistilo, ze SA zvySuje uc¢innost fotosyntézy, koncentraci fenolll v listech a vynos pii
puasobeni stresu UV-B v Oryza sativa (Mohammed and Tarpley 2013). SA snizuje vyskyt
chromozomovych aberaci zptisobenych UV-B zafenim v meristematickych bunkach

Vv kofenech (Ranceliene and Vys$niauskiene 2012).
2.7.7. Teplota jako stresovy faktor

Nizké ale 1 vysoké teploty se dnes stavaji potencidlnim abiotickym stresovym faktorem u
kulturnich plodin. Stres zplsobeny teplotou ovliviiuyje mnoho fyziologickych a
biochemickych procesti a aktivuje mechanismy na molekuldrni urovni, které ovlivni
chovani rostliny vuci takovému stresu (Larkindale and Knight 2002. Khan et al. 2013b.,
Kazemi-Shahadashi et al. 2014., Siboza et al. 2014). Aplikace ASA na rostlinu, zptisobi
u rozdilnych druht rostlin vzdy jinou reakci pti nizkych teplotach (Janda et al. 1999. Ding
et al. 2002., Horvath et al. 2002., Kang et al. 2012., Kazemi-Shahandashi et al. 2014.,
Siboza et al. 2014) a pii vysokych teplotach (He et al. 2002., Larkindale and Knight
2002., Clarke et al. 2004., Shietal. 2006., Wang and Li 2006., Wang et al. 2010., Khan
et al. 2013b).

2.7.8. Sucho jako stresovy faktor

Sucho se povazuje za jeden z nejvyznamnéjSich abiotickych stresorti, ktery velmi trapi
zemédélce. Stres zpisobeny suchem miize velice vyrazné snizit efekt fotosyntézy,
syntézu fotosyntetickych pigmenti a nakonec pred¢asné ukoncit rast rostliny
(Hasanuzzaman et al. 2013).

Pouziti ASA na Triticum aestivum, vystavenému stresu ze sucha, ovlivnilo 76
identifikovanych bilkovin ~ (Kang etal. 2012). Tyto proteiny byly soucasti procest jako

je fotosyntéza, metabolismus cukrli, metabolismus proteinti a metabolismus toxinti.
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2.7.9. Interakce kyseliny acetylsalicylové (ASA) s mineralnimi latkami

Mineralni latky jsou absolutné nezbytné pro spravny rast rostliny, jeji vyvoj a preziti
v riznych klimatickych podminkach. ASA vyrazné ovliviiuje pfijem mineralnich latek
rostlinou a tim zlepSuje rust a vyvoj rostlin, které jsou vystavené abiotickému stresu
(Alpaslan and Gunes 2001., Gunes et al. 2007., Chen et al. 2011., Khokon et al. 2011.,
Tufail etal. 2013., Nazar et al. 2015).

ASA také miize byt zapojena do regulace piijmu nékterych mineralnich latek jako
je Mn, Ca, Cu, Fe, P a Zn a tim miiZze ovlivnit negativni piisobeni stresu vyvolanym
olovem 0,5 mM ASA zvysi efektivitu fotosyntézy, pokud je rostlina vystavena stresu

vyvolanym salinitou tim, Ze snizi Na* a Cl" ionty v bufikich a zvysi pfijem Zivin.
2.7.10. Interakce ASA s hormony

Rist a vyvoj rostliny ovliviluje mnoho faktorti. ASA dokéaze regulovat rizné druhy
rostlinnych mechanismi vystavenych stresovému faktoru. Interakce ASA napiiklad
s auxiny (Iglesias et al. 2011., Khan et al. 2012a), s cytokininy (Peleg et al. 2011., Khan
etal. 2012a), gibereliny (Khan et al. 2012a), etylenem (Khan et al. 2012a, 2013b, 2014)
nebo oxidem dusnatym (Khan et al. 2012a) probiha jak za stresovych podminek tak i za
podminek optimalnich.

ASA reaguje s fytohormony na zakladé synergismu anebo antagonismu, tedy

podle toho, jestli jsou podminky prostiedi idealni ¢i stresové.
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2.8. NanoFyt Si®

Registra¢ni tdaje - uvadéno do ob&hu jako pomocna ptidni latka, &islo registrace UKZUZ
3835. Preparat byl vyvinut na zakladé c¢eského CZ-296300 a evropského EP 1750507
patentu autorského kolektivu Kuzel S., Cigler P., Hruby M. (2006). Je v produktové
nabidce spolecnosti AGRA GROUP a.s. Stielské Hostice.

Obrazek ¢. 20

Pomocny pripravek s nanocdsticemI
kiemiku a s prirodnimi estery

Foto: autor
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2.8.1. Cil poutiti a zpiisob u¢inku

NanoFyt Si® je ptipravek obsahujici stabilizované nanogastice SiOp, uréené pro
mimokofenovou vyzivu postiikem na list. Tento ptipravek je ur¢en k rychlému dodani
kiemiku u obilovin. Kfemik zvySuje pevnost stén rostlinnych bunék, coz se projevuje
zvySenim tuhosti kutikuly listd a zvySenou toleranci ke Skiidcim a nemocem. Snizuje se
tim i vypar vody v suchém obdobi. Piipravek obsahuje jako formulaéni latky také ptirodni
estery, pricemz aplikace komplexu nanocastic obsahujicich kiemik spolu s témito
piirodnimi estery pusobi pfiznivé na kondici péstovanych kultur a vyrazné ptispiva k

omezeni biotickych a abiotickych stresi béhem vegetace.
2.8.2. Slozeni

NanoFyt Si® obsahuje 20 % SiO2 ve formé stabilizovanych hydratovanych nano¢astic a
specifické ptirodni estery (AGRA 2017).

2.8.3. Kremik

Kiemik je prvek, u kterého byly prokazany pozitivni G¢inky po jeho aplikaci.Kiemik a
jeho sloucéeniny zaujimaji vyznamnou roli pfi biotickém a abiotickém stresu. AGRA
GROUP a.s. (2017) tvrdi, ze piijem a dostupnost kiemiku rostlinou ma zasadni vliv na
vynos a kvalitu rostlin.

Piipravek NanoFyt Si® obsahuje kiemik ve formé stabilizovanych nano¢astic
hydratovaného oxidu kiemicitého s pramérem 15 mm. Diky témto nanocasticim je
ptipravek urceny pro foliarni aplikace.

V listech se chova jako specificky zdroj kiemiku, ktery se dokaze zapojit do

metabolismu rostliny. Pripravek ma vysokou ucinnost zejména diky nanoc¢asticim.
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3.  Cile prace a definice pracovnich hypotéz

Cilem diplomové prace bylo maloparcelkovym pokusem ovéfit, zda pouziti elicitorti
ovlivni kvalitu produktu, tedy obsah latek, konkrétn¢ protodioscinu a diosgeninu
Vv rostliné kotvi¢niku zemniho (Tribulus terrestris L.). Pouzité elicitory byly kyselina
acetylsalicylova (ASA) ve tiech koncentracich 10 mol.I"t, 10“ mol.I'> 10° mol.I! a
komeréni ptipravek NanoFyt Si® od spole¢nosti AGRA GROUP a.s., které byly na
rostliny aplikovany foliarn€. Pro kontrolu slouzil postiik vodou, ktery byl provadén stejné
a ve stejnou dobu jako postiik elicitory.

Podle literatury by kyselina acetalsalicylova alespon v jedné koncentraci méla mit
pozitivni G¢inek na obsah protodioscinu a diosgeninu v nati nebo plodu rostliny oproti
kontrolnimu postiiku.

Cil diplomové prace byl naplnén maloparcelkovym pokusem. Vysledky
poskytnuté Laboratofi forenzni analyzy biologicky aktivnich latek VSCHT Praha ukazuiji,
ze kyselina acetylsalicylova (ASA) v porovnani s kontrolnim postiikem vody, prukazné
statisticky zvysila obsah diosgeninu, , v plodech kotviéniku ve stfedni koncentraci

10 mol.I"%.
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4.  Metodicky postup

41.  Stru¢na metodika prace

A. Predpéstovani rostlin kotvi¢niku zemniho ve skleniku
B. Umisténi rostlin na pokusné stanoviste

C. Provedeni elicitace

D. Odebrani vzorkt

E. Vyhodnoceni vzorktt UHPLC-MS/MS metodou

F. Porovnani vysledku s literaturou (potvrzeni nebo vyvraceni hypotéz).

4.2. Péstovani ve skleniku

Dne 10. 4. 2019 byl proveden vysev semen poskytnutych ZF JU v CB. Pivod semen
nebyl znamy, protoze byla pofizena na nakupnim portalu ebay.com a jejich ptivod neni
dolozitelny. Celkem 7584 bylo vyseto po dvou asi 0,5 cm hlubokych dulkt a to do
klasického zahradnického substratu smichaného s piskem v poméru 1:6 ve skleniku o
plose 12 m?. Semena byla pied vysevem namocena Vv previcuru v davce 2 ml/5 | vody po
dobu 5 minut a po vysevu zalita 30 1 vody. Poté se sklenik zavlazoval denné v 8 hodin

rano a v 8 hodin vecéer vzdy na 15 minut, kdy celkovy pritok vody za den byl 31 litrg.

Obrazek ¢. 21 semena kotvi¢niku Obrazek ¢. 22 sdzeni semen po dvou

Foto: autor Foto: autor
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Dne 16. 4. 2019 piekvapiveé vyklicilo jiz 62 semen. Podle dostupné (Hemzal 2014)
literatury rostliny vzchazi po 14 dnech, ze ptredpokladu, ze v prostfedi ve kterém se

semena nachazeji je alespont 20°C. Den poté vzeslo dalSich 79 semen.

Obrazek ¢. 23 rostlina kotviéniku 1 den stara  Obrazek ¢. 24 12 denni rostlina kotvi¢niku

Foto: autor

Foto: autor

Ke dni 22. 4. 2019 vzeslo celkem 1432 rostlin kotvi¢niku, coz byla asi 18,88 % klicivost.
Velmi se za¢inal projevovat nepravidelny rust, kdy 12 denni rostlina byla vzrustové mensi
nez rostlinka mladsi. Obecné je v povédomi lidi, Ze rostliny péstované ve skleniku se
setkavaji s riznymi $kidci a vyskytem plevelnych rostlin. Od doby, kdy byly rostliny
vysazeny byl vyskyt plevele témét nulovy a Skidci se nevyskytovali viibec. Plisen, jak

popisuje Hemzal (2014) se nevyskytla ani na 1 % péstovanych rostlin.
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Dne 23. 4. 2019 byl proveden preventivni postiik rostlin previcurem v davce 1 ml/5 |
vody. Rostliny rostou rychle, jsou zdravé a silné.

Dne 8. 5. 2019 bylo ptidano pomocné sviceni od 10:00 do 18:00. Zavlaha byla
provadéna 8 min rano a 8 min vecer. U nékterych rostlin se objevilo Zloutnuti listd
(asi 1,5 %). Byl pozorovan vyskyt skidct, pozeracu, kteti zpisobili skodu asi na 0,6 %
rostlin, proto byla provedena aplikace mospilanu 1 g/5 1 vody. Plisen bez vyskytu.

Dne 14.5. 2019 probé¢hlo piesazeni vSech rostlin do nového substratu a dale
pfiprava na vysev na pole. Zavlaha byla upravena na 15 min rano a 15 min vecer. Doslo

k odstranéni pomocného sviceni. Piiprava na vysev novych rostlin.

Obrazek ¢. 25

-,

Fotb: autor
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Dne 22. 5. 2019 byl proveden vysev ploda ve skleniku, které byly namoceny ve vodé 30
hod. Kura plodu byla vyrazné mekei, témeét se rozpadala. Pludky byly sety vzdy po
jednom v celkovém poctu 1600 do nového substratu. Zavlaha upravena 3x denn¢ na

3 min - coz se pozdgji ukazalo jako nedostate¢né. Nasledné byl provedeny postiik

previcurem 0,5 ml preparatu na 1,5 | vody.

Obrazek ¢. 26

.

Foto: autr
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Dne 12. 6. 2019 rostliny ve skleniku stale kli¢i, pouze ale v fadu nekolika desitek. Mozna
to bude otevienym sklenikem, pomérn¢ razantnim snizenim teploty ¢i mensi efektivnosti
zavlahy, ktera v uzavieném skleniku nezavlazuje rovnomérné vsechny sadbovace.
Nicméng, rostliny se zac¢inaji podobat t¢ém v Meclové a to velikosti listka a barvou stonk.
Na nékterych mistech se zac¢inaji ukazovat pavucinky, coz znaci vyskyt skadct, pozeraca.

Plisn¢ se nevyskytuji.

Obrazek ¢. 27

e TP
7 S s
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Dne 4. 7. 2019 prob¢hla kontrola rostlin ve skleniku. Rostlinam se ve skleniku kvuli
vysokému teplu nedaii. Vodni mlha je pomérné dobry systém zavlahy, ale jen v piipadg,
ze ve skleniku neproudi vzduch. Jelikoz je momentalné sklenik otevieny, vodni mlha je
pomérné malo ucinna a ve skleniku je v soucasnosti jen 75 rostlin. Zbytek diky
nedokonalému zavlazovani zvadl. Do otevieného skleniku bude lepsi jiny systém

zavlahy. Rostliny byly presazeny do nového substratu a zacinaji semenit.

Obrazek ¢. 28
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Dne 23. 7. 2019 prob¢hla dalsi kontrola rostlin. Rostliny ve skleniku rostou velmi
pomalu, avsak neschnou. Zda se, ze nastaveni zavlahy je momentalné optimalni. Rostliny
jsou zdravé a pomeérné silné, ale velikosti rostlin na poli se po dobu jejich vegetace ani
neptiblizi.
Jelikoz sklenik slouzil jen k vypéstovani sazenic na pole, pozorovani ve skleniku
bylo timto ukonéeno. Rostliny byly ve srovnani s pozemkem ZF JU v C.B. velmi slabé.
Ukazalo se, ze sklenik je vyborny k pfedpéstovani, ale ne k samotnému péstovant,

alespon za téchto podminek.

Obrazek ¢. 29
= -

S d

Eto: Vytiska Petr c.
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43. AZP

4.3.1. Ceské Bud&jovice (pro rok 2013)
Obrazek ¢. 30

Ve 100% '9 v phv, 0 [Viab, | [ Limiti » Nejistota PouZita
Ukazatel suliné lhmm& d ‘ sufiné | Jednotka Lrhrnglnggliugpi L méteni | metoda
| draslik (K) 111 | 94,6 110 Lomg/kg | | 220% (A)SOP 42
| fosfor (P) 130 | 111 1129 L me/ke | | a0% (A)SOP 43-2
|hofdik (Mg) 86,6 | 74,0 | 860 | _mgkg | L s13% (A) SOP 42
| vapnik (Ca) 907 '7"< 901 | _mgkg | | _220% (A)SOP 42
pH (CaCla) _ »» | | 625 | ; | 1 (A) SOP 44
V pav. I | Limitni ® | Nejistota |
Ukazatel A 0t J hmotd& | Jednotka | _hodnota (typ) | méreni | Pou2itd metoda
susina T 854 | % | L s1s% L(A) SOP 39-2

Seznam pouZitych metod:
(A) SOP 42 JPP AP I kap. 3
(A) SOP 39-2 CSN ISO 11465
(A) SOP 44 JPP AP | kap. 2.3, CSN 1SO 10523, CSN 1SO 10390
(A) SOP 43-2 JPP AP | kap. 3

Zdroj: Bernas (2018)

4.3.1.1. Vyhodnoceni podle metodického pokynu ¢.9/SZV

Hodnota drasliku v ptivodni hmotg je 94,6 mg.kg™. Dle tabulky ¢.10 metodického

pokynu ¢.9/SZV je obsah drasliku v pid¢ nizky.

Hodnota fosforu v piivodni hmotg je 111 mg.kg™. Dle tabulky &.10 metodického

pokynu ¢.9/SZV je obsah fosforu dobry.

Hodnota hoi¢iku v pivodni hmotg je 74,0 mg.kg™. Dle tabulky ¢&.10 metodického

pokynu ¢€.9/SZV je obsah hoic¢iku nizky.

Hodnota vapniku v ptivodni hmoté je 775 mg.kg™. Dle tabulky &.10 metodického

pokynu €.9/SZV je obsah vapniku nizky.
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4.3.2. Meclov (pro rok 2019)
Obrazek ¢. 31

Vel00% ~  [Vpiv." | Viab. Limitni * | Nejistota| Pouzita |
| Ukazatel | sufiné  |hmoté'” | suiné | Jednotka | hodnota (typ) | méfeni | metoda |
| fosfor (P) [ 150 | 125 | 148 | mgkg | | 0% | (A)SOP43-2 |
| hoi¢ik (Mg) [ 217 | 181 | 214 | mgkg | | s15% | (A)SOP42 |
| draslik (K) [ 219 | 182 | 216 | mgkg | | s | (A)SOP42 |
| vapnik (Ca) _ 1540 | 1280 | 1520 | mgkg | | 0% |(A)SoP42 |
pH (CaCl) " [ 5,65 - | sonpH | (A)SOP44 |
V piiv. Limitni ” | Nejistota o
| Ukazatel | hmoté |  Jednotka hodnota (typ) | méfeni | Pouzita metoda
susina [ 83,2 | % 25 % | (A) SOP 39-2
Seznam pouZitych metod:
(A) SOP 42 JPP AP I kap. 3
(A) SOP 44 JPP AP I kap. 2.3, CSN ISO 10523, CSN ISO 10390
(A)SOP39-2  CSNISO 11465
(A)SOP43-2  JPP APIkap. 3
Zdroj: AGRO-LA spol. s.r.o.
4.3.2.1. Vyhodnoceni podle metodického pokynu ¢.9/SZV

Hodnota drasliku v ptivodni hmoté je 182 mg.kg™. Dle tabulky &.10 metodického
pokynu ¢.9/SZV je obsah drasliku v pidé dobry.

Hodnota fosforu v piivodni hmotg je 125 mg.kg™. Dle tabulky &.10 metodického
pokynu ¢.9/SZV je obsah fosforu vysoky.

Hodnota hoi¢iku v ptivodni hmoté je 181 mg.kg™. Dle tabulky &.10 metodického
pokynu €.9/SZV je obsah hoiciku dobry.

Hodnota vapniku v ptivodni hmoté je 1280 mg.kg™. Dle tabulky &.10 metodického
pokynu €.9/SZV je obsah vapniku vyhovujici.

V AZP je zna¢ny rozdil. Pida v Meclové je bohat§i na Ziviny neZ plida na
pozemku ZF JU v C.B., kde je mensi obsah viech ptistupnych Zivin a vyssi pH.

Pozemek ZF JU v C.B. byl na podzim zorany. Na jafe byl zorany znovu a poté
byl zvlacen. Hnojeny pozemek nebyl.

V Meclovské zemédélské probéhlo nékolik jednani o piipravé pudy, jejim
hnojeni, agrotechnickém zpracovani a sklizni. Pivodné bylo naplanované padu vyhnojit,
ovSem po vysledcich z AGRO-LA spol. s.r.o. bylo od veskerého hnojeni upusténo.

Puda v Meclové nebyla tedy pro kotvicnik nijak hnojena ¢i oSetfena. Jeji lepsi
pomer zivin je zpusobeny tim, zZe na pozemek o velikosti asi 10 art, kde kotvi¢nik byl

pestovany, byla navezena ptda z poli, na kterych Meclovska zemédélska a.s. hospodaii.
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4.4, Pocasi v Meclové
Obrazek ¢. 32
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4.4.1. Pocasi pro Meclov za 50 let

44.1.1. Uzemni teploty
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4.4.1.2. Uzemni srazky

Graf ¢. 2
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45. Péstovani v Meclové

Pted vysetim rostlin Vv Meclové byla navezena piida z poli Meclovské zeméedélské a.s. na
celkovou plochu 10 arii. Z této plochy se vyélenilo 80 m? pro péstovani kotviéniku. Cela
plocha byla nékolikrat zvlacena, zejména kvuli odstranéni kamen a pleveld. Po
predchozi domluvé bylo rozhodnuto, Ze pouziti jakéhokoli pesticidu bude na celé plose
zakazané po celou dobu péstovani.

Dne 20. 5. 2019 probghl vysev 1300 rostlin na parcelu o velikosti 72 m? Meclove.
Parcela byla pokryta netkanou textilii, do které byly vyfezany diry. Do téch byly vlozeny
rostliny. Rostlin mélo byt ptivodné pouze 1000 kusti a celkova plocha, na které se rostliny
m¢ély péstovat byla 1 ar.

Rostlin bylo celkem 1300 kust a cca 300 z nich bylo srostlych k sobé&, po dvou az
Ctytech rostlinach, diky tomu, ze sazena byla cela souplodi.

Rostliny byly zasazeny stiedni zemédélskou Skolou, skterou Meclovska

zemédéElska a.s. spolupracuje.

Obrézek ¢. 33

Foto: autor
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Dne 11. 6. 2019, tedy 2 tydny po vysevu na poli v Meclové se rostlinam daii vyborné.
Rostliny nemaji tendenci rist do vysky, ale misto toho poléhaji a velmi pekné se vétvi.
Asi 0,2 % rostlin se neujalo a to sice ty nejmensi. VétSina rostlin ma skuteéné hezké,
hnédé, tvrdé, uz spise dievité stonky. Listky u nejvétsich rostlin maji téméf 1 cm a jsou
syté zelené. Venkovni podminky rostlindm ocividné svéd¢i. Plevele, i pres to, Ze je na
zemi netkana textilie, se vyskytuji na 3 % celkové plochy, ale nijak nevadi ani nestini
rostlinam. Zda se, ze fadky 60 X 15cm kotvi¢niku velmi sv&dci. Rostliny se piekryvaji a
misty tvofi “koberec”. Nejvetsi rostliny maji kolem 50 cm. Zda se, Ze umrtnost rostlin na
nasledky vngjsich vlivii je mensi nez 0,1 %. Skudci zatim nejsou Zadni, rostliny jsou

zdravé a prosperuji. Asi 30 % rostlin kvete, a zhruba 5 % semeni.

Obrazek ¢. 34

Foto: autor
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Dne 4. 7. 2019 se kotvi¢niku v Meclové dati vice nez dobie. Rostliny jsou pomérné
veliké, silné, dievnaté, velmi dobie vyvinuté a stonky misty maji i 1 cm primér. Vytvorily
dokonaly koberec, rozdil oproti posledni navstévé Méclova je neskutecny. Plevel ted’ jiz

nema viubec zadnou Sanci k ristu. Kotvi¢nik je v plném kvétu, plné semeni. Plody jsou

veliké, zatim zelené.

Obrazek ¢. 35
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Foto: auor'
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Obrazek ¢. 39

Foo: utor

azek ¢. 40

Obr

Foto: autor
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Dne 18. 7. 2019 prob¢hla sklizeii rostlin kotviéniku v Meclové. Sklizen trvala ptiblizné
2 hodiny. Rostliny se ostiihaly ru¢né na velikost asi 20 cm. Sklidilo se celkem 300 kg
hmoty + 10 Kg.

Obrazek ¢. 41

Fot: autr

Foto ¢. 42

Foto: autor
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Dne 3. 8. 2019 po 17 dnech od sklizn¢ v Meclové rostliny vypadaji opravdu velmi dobie.
Obrostly, v priméru maji kolem 80 cm, sktidci nejsou zadni a plevel se také nevyskytuje.

Rostliny jsou zdravé, zacinaji kvést.

Obrazek ¢. 43

Foto: autor

Obraz

i/

ek ¢. 44

. W 4
Foto: autor
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Dne 17. 8. 2019 rostliny kotvicniku v Meclove nemaji tak silné a difevnaté lodyhy, jako
pted prvni sklizni. Lodyhy jsou spi§ zelené, poslednich asi 5-10 cm je zdfevnatélych.
Rostliny rostou pomérné¢ dobie. Plevel se skoro nevyskytuje, rostliny utvaii koberec.
Netrpi nedostatkem vody, jsou zdravé. Semena jsou jesté nedozrald, velika, zelena.

Nejvetsi rostliny maji kolem 2 m.

Obrazek ¢. 45

Foto: autor v

Dne 12. 9. 2019 provedena posledni kontrola pied sklizni v Meclové, ktera bude 25. 9.
2019. Rostliny jsou zdravé, poslednich par studenych a vlhkych dni jim nijak neuskodilo.
Plevele ani nemoci se stale nevyskytuji.

Plody pomalu dozravaji, jsou uz z ¢asti hnédé. Nejveétsi plody maji cca 1,2 cm
v pruméru. Rostliny maji pofad slabsi lodyhy nez pted sklizni. Poslednich asi 15 cm lodyh
je zdievnatélych, jinak jsou zelené a asi 2-3 mm silné. Ty nejvétsi rostliny maji 7 part

listki a maji vice nez 2 m.

Obrazek ¢. 46

Foto: autor
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Obrazek ¢&. 47

Foto: autor

Obrazek ¢. 48

Foto: autor

Obrazek ¢. 4
TP |2

(o

Foto: autor
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Dne 25. 9. 2019 prob¢hla druhd a zaroven posledni sklizeni kotviéniku v Meclové.
Rostliny zacaly vadnout diky $patnému pocasi, ovSem jen asi 10% a to sice jen ty, které

byly na “koberci” nejvyse.

Obrazek ¢. 50

Foto: autor
Obrazek ¢. 51
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Obrazek ¢. 52

tOZ autor

Presnou hmotnost sklizené naté nebylo mozné urcit, protoze porost byl mokry a
“nacucany’ vodou. Lze ale predpokladat, Ze se sklidilo stejné mnozstvi naté jako pfi prvni

sklizni, tedy 300 kg.

Obrazek ¢. 53

Foto: autor

69



Kromé toho, ze nékteré rostliny zacaly vadnout se nevyskytly zadné plisn€, nemoci ¢i
jakykoliv druh sktudct. Kotvicnik uz odkvetl, semena zacala dozravat, byla uz tmavé
zelena, v priméru zhruba 1 cm a s ostny velkymi do 0,5 cm.

Semena se sklidila z tkaniny i s veSkerymi necistotami, zejména s hlinou a zbytky

rostlin. Hmotnost takto sklizenych semen byla 32 kg.

Obrazek ¢. 54

Foto: autor

Rostliny mély v priiméru 2 m, nejvétsi kolem 2,5 m.

Obrazek ¢. 55
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4.6. Schéma postiiku pozemku ZF JU v C.B.

Tabulka €. 1 schéma postiiku

ASA (109) ASA (109 ASA (109 ASA (109) ASA(107)
ASA (10°) NanoFyt Si® NanoFyt Si® | Voda Voda

Celkem bylo 10 parcelek, kdy na kazdé bylo 10 rostlin. Na vSech parcelkach bylo tedy
100 rostlin.

Posttik byl vzdy proveden na dvou parcelkach, a to v terminech 4. 7., 27. 7. a
20. 8. 2019.

Rostliny byly vysazeny do sponu 60 x 10 cm, kdy mezi kazdou parcelkou byl

ochranny pas Siroky 50 cm.

4.6.1. Potasi Ceské Budéjovice
Obrazek ¢. 56
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4.6.1.1. Potasi pro Ceské Budé&jovice za 50 let
4.6.1.2. Uzemni teploty

Graf ¢. 3

1970
1971

1972
1673
1974
1975
1976
1677
1978
1978
1980
1981
1982
1983
1984
1985
1086
1987
1988
1689
1980
1981
1082
1083
1984
1985

225

=

2,25

-
wm

6,75

72



g |

1097 ..

1998 ————————————

1900 o

3000 I

3001 —.

2002 ———————————————————

2003 |

3004 .

2005 T

3008 e —

2007 I —

3008 Iy

3009  EE—————E

3010 e

2011 B ——

2012 ————————————»

3013 T

2014 L aaa

3015 I

2016 B ——

17 I

2018 e

3010 It
25 0 25 ; 15 10

I = teplota vzduchu [°C],|| = dlouhodoby normal teploty vzduchu 1981-2010 [°C],
- = odchylka od normalu [°C]

73



4.6.1.3. Uzemni srazky
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4.6.2. Péstovani na pozemku ZF JU v C.B.

Dne 12. 6. 2019 bylo vysazeno na pozemek ZF JU v C.B. 100 rostlin kotviéniku zemniho.
Vysazené rostliny vypadaly velmi dobie. Rostliny byly vysazeny pomérné malé,

s m¢kkymi stonky.

Obrazek ¢. 57

Foto: autor

Dne 4. 7. 2019 probéhla kontrola a postiik rostlin. Rostliny se navzdory velkym
suchiim ujaly dobfe. Maji tmavé zelené listky a pevnéjsi, dievnatéjsi stonky zbarvené do
hnéda. V rostlinach je plevel, ale kotviénik ohrozuje naprosto minimalné. Rostliny
vypadaji zdrave, kvetou, semeni, plody jsou jesté pomérné malé a zelené a i pies veliké
sucho se jim dafi dobfe.

Postiik probéhl c¢asné zrana. Na 20 rostlin se pouzilo 0,75 | kyseliny
acetylsalicylové (ASA) v nizké, stiedni a vysoké koncentraci. NanoFyt Si® (1 ml

komér¢niho preparatu na 10 | vody) taktéz v mnozstvi 0,75 | a voda taktéz.
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"

Orézek ¢.5

Dne 15. 7. 2019 byl provedeny odbér vzorki zpozemku ZF JU v C.B.

k analyzam, které se budou délat na katedie aplikované chemie ZF JU v C.B. Rostlinam
se dafi dobie, zapleveleni je uz pomérné vysoké, ovSem rostliny nijak neohrozuje ani
neomezuje. Radky uz nejsou vibec vidét, oviem jednotlivé parcelky jsou stale

rozpoznatelné.
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Obrazek ¢. 59

Foto:

autor

78



Obrazek ¢. 60

Foto: utor
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Dne 27. 7. 2019 byl ¢asn¢ z rana
provedeny druhy postfik rostlin,
kyselinou acetylsalicylovou
(ASA), NanoFytem Si® a vodou.

Spotieba kyseliny
acetylsalicilové (ASA),
NanoFytu Si® a vody byla 0,51 od
kazdé koncentrace.

Kotvi¢nik roste velmi
uspokojivé, ovSem pole je
pomémé¢ malo udrzované a
vyskytuje se zna¢né zapleveleni,
které¢ ale stale rostliny nijak
neohrozuje. Jednotlivé parcelky
uz skoro nejsou rozpoznatelné,
tim jak se kotvicnik rozrostl a

nijak se nesklizel.



Dne 20. 8. 2019 probéhla kontrola rostlin na pozemku ZF JU v C.B. Parcelky jsou
pomérné Spatné rozpoznatelné, tim jak jsou uz rostliny velké. Zapleveleni je jiz pomérné
silné, je potieba pro pfisti vysev pouzit Cernou tkaninu, tak jako v Meclové. Jinak jsou
ale rostliny zdravé, bez viditelného poskozeni Skiidci a maji dostatek vody.

Rostliny byly potieti oSetieny kyselinou acetylsalycilovou (ASA) a NanoFytem
Si®.
Pouzilo se 0,51 ASA na kazdou koncentraci a 0,51 NanoFytu Si®.

Obrazek ¢. 61

¥ -

Foto: ytiska Petr Bc.

Dne 2. 9. 2019 jsou rostliny na pozemku ZF JU v plném kvétu. Jsou slabsi, nez pted prvni
sklizni. Lodyhy jsou potad zelené, nejsou dievnaté. Plazi se po sobé do vysky asi 50 cm.
Rostliny se zdaji byt vétsi nez byly pfi prvni sklizni, jsou zdravé, lodyhy jsou pomérné
tenké, uzsi nez pred prvni sklizni. Semena maji 1 cm Vv priméru, nejsou jesté zrala.

Rostliny jsou Gplné€ zdravé, bez znamek posSkozeni ¢i napadeni sktdci.

2

Fto: autor
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Dne 1. 10. 2019 probé¢hla sklizen kotviéniku na pozemku ZF JU. Rostliny byly jako
vV Meclové nenapadené skidci, plisnémi ¢i houbami. Diky méné destivému pocasi zvadlo
1 % rostlin. Porost byl ale jinak zdravy, pted koncem vegetace. Rostliny odkvetly, semena
byla zelena, ne pln¢ zrald, velikd od 3 milimetri do 1 centimetru. Nejvétsi rostliny
doristaly jednoho a pul metru, lodyhy byly od 2 do 5 mm silné, zelené barvy,

nezdievnatélé.

Obrazek ¢. 63

Foto: autor
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4.7. Vysledky
4.7.1. HPLC analyza ZF JU v C.B.

Stanoveni sledovanych latek prob&hlo na katedfe aplikované chemie ZF JU v C.B podle
metodiky “A simple method for determination of protodioscin in Tribulus terrestris L.
and pharmaceuticals by high-performance liquid chromatography using diode array
detection” (Shishovska et al. 2015).

Odebralo se 10 vzorka o hmotnosti 50 g z rostlin poprvé oSetfenych kyselinou
acetalsalicylovou a NanoFytem Si® z pozemku ZF JU v C.B.(nat), rostlin ze skleniku ZF
JU vCB. (kofen a nat) a zMeclova (naf), které byly usuSeny a v laboratofi
zhomogenizovany.

Nésledné se navazilo 0,24 g od kazdého vzorku ve Ctyfech opakovénich. Poté se
nadrcené rostliny smichaly s 10 ml acetonitrilu a byly vlozeny na 20 min do pfistroje
s ultrazvukem. V dalsim kroku se vzorky vlozily na 20 min do odstfedivky. Po vyndani
se doplnila hladina acetonitrilu po rysku a nasledné probéhla filtrace. Vzorky byly

oznacené 1-8 TT, opakovani byly ve vétsing pripada 4.

1-1 0,24569 3-1 0,2408g 5-1 0,2412g 7-1 0,2483¢g
1-2  0,25269 3-2 0,2462g 5-2 0,2441g 7-2 0,2481g
1-3  0,2437g 3-3 0,2480g 5-3 0,2422g 7-3 0,2447g
1-4  0,2437g 3-4 0,2432g 5-4 0,24629 7-4 0,2413¢g
2-1 0,2437g 4-1 0,2243¢ 6-1 0,2428¢g 8-1 0,2453¢g
2-2 0,2413g 4-2 0,2438g 6-2 0,2485¢g 8-2 0,2408g
2-3  ------ 4-3 0,2415¢ 6-3 0,2421g 8-3 10,2429
2-4  ------ 4-4  0,24669 6-4 0,2472g 8-4 0,2471g
Kdy: 1-1 az 1-4 = vzorek nadzemni hmoty rostliny ze skleniku

2-1 az 2-4 = vzorek kotent rostliny ze skleniku

3-1 az 3-4 = vzorek rostliny z pozemku ZF JU osetiené vodou

4-1 az 4-4 = vzorek rostliny z pozemku ZF JU osetiené NanoFytem Si®
5-1 az 5-4 = vzorek rostliny z pozemku ZF JU osetieny ASA 10° mol.I*
6-1 az 6-4 = vzorek rostliny z pozemku ZF JU osetieny ASA 10 mol.I*
7-1 az 7-4 = vzorek rostliny z pozemku ZF JU ogetfeny ASA 107 mol.I
8-1az 8-4 = vzorek rostliny z Meclova
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Stanoveni biologicky uUc¢innych latek se katedie aplikované chemie nepodafilo, diky

Spatné zvolené metodice stanoveni.

Vzorky ke stanoveni na VSCHT byly odebrany jen z rostlin sklizenych, tedy po

tretim postiiku a to z divodu nedostatecného mnozstvi vzorkt. Kdyz vyslo najevo, ze

vysledky z postiiku 1 nebudou, bylo pozdé na odebrani vzorka z postiiku 2, protoze bylo

tésné po postiiku 3.

Obrazek ¢. 64

Kotviénik Meclov (nat)
Kotviénik H20 (nat)
Kotviénik Nanofit Si (nat)
Kotviénik ASA vysoka (nat)
Kotviénik ASA stfedni (nat)
Kotviénik ASA nizka (nat)
Kotvicnik Meclov (plod)
Kotvi¢nik H20 (plod)
Kotvi¢nik Nanofit Si (plod)
Kotvi¢nik ASA vysoka (plod)
Kotvi¢nik ASA stiedni (plod)
Kotvi¢nik ASA nizka (plod)

LoQ
diosgenin
protodioscin

Zdroj: Bafa VSCHT, Praha 2020

Hg/g

0,5
0,5

diosgenin
He/g
3,24
6,16
1,08
1,73
1,36
2,21
23,70
2,39
4,09
4,25
4,94
2,66

protodioscin

RSD (ug/g) He/g
0,19 0,52
0,48 1,71
0,06 0,89
0,15 0,87
0,08 0,51
0,18 0,56
0,91 1,22
0,21 1,58
0,33 0,99
0,34 0,88
0,37 1,11
0,06 1,36

RSD = relative standard deviation (relativni smérodatna odchylka).

RSD (ug/g)
0,03
0,13
0,09
0,09
0,05
0,04
0,07
0,08
0,09
0,07
0,08
0,14

Smérodatna odchylka vypovida o tom, nakolik se od sebe navzajem typicky lisi

jednotlivé piipady v souboru zkoumanych hodnot. Je-li mala, jsou si prvky souboru

vétSinou navzdjem podobné, naopak velka smérodatnd odchylka signalizuje velké

vzajemné odliSnosti.

LOQ = limit of quantification (mez stanovitelnosti)

Urcuje jaké mnozstvi analytu Ize s definovanou pfesnosti jesté stanovit.
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4.7.2. Meclov

Graf ¢. 5 diosgenin v nati a plodu

r 7
diosgenin pug/g

KOTVICNIK MECLOV (NAT)

KOTVIENIK MECLOV (PLOD)

| 4

Nejvétsi obsah diosgeninu z celého pokusu byl namétfeny V plodech kotvi¢niku
pestovaném v Meclové. Druhy nejvétsi obsah diosgeninu z celého pokus byl naméteny
v nati. Rostliny byly vysazeny jako sazenice na pole, na kterém byla poloZzena ¢erna
netkana textilie aby se co nejvice zamezilo risti plevelt. Spon, ve kterém byly rostliny

pestované, mél rozméry 15 X 60 cm.
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Graf ¢. 6 protodioscin v nati a plodu

protodioscin pg/g

MECLOV (NAT)

Obsah protodioscinu, jak v nati tak i plodech kotviéniku péstovaném v Meclove, byl

V porovnani se v§emi vysledky primérny.
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4.7.3. Maloparcelkovy pokus ZF JU v C.B.

Graf ¢. 7 diosgenin v nati a v plodu

diosgenin pg/g

KOTVICNIK ASA NizZKA (NAT)

KOTVIENIK ASA STREDNI (NAT)

KOTVIENIK ASA VYSOKA (NAT)

KOTVIENIK NANOFIT SI (NAT)

KOTVIENIK H20 (NAT)

KOTVIENIK ASA NizZKA (PLOD)

KOTVIENIK ASA VYSOKA (PLOD)

KOTVIENIK AsA STREDN! (pLoD) | S

KOTVICNIK NANOFIT SI (PLOD)

KoTVIENTK H20 (pLoo) |

Z grafu ¢&islo 7 vyplyva, Ze nejvétsi vliv na obsah diosgeninu v nati kotvi¢niku mél

kontrolni postiik vodou. Kyselina acetylsalicylova (ASA) ve vSech koncentracich a

NanoFyt Si® obsah diosgeninu v nati, oproti kontrolnimu postfiku vody, sniZily.
Nejvétsi obsah diosgeninu Vv plodech kotvicniku byl naopak pozorovany u

posttiku kyseliny acetalsalicylové (ASA) ve stiedni koncentraci 10 mol.I™.
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Graf ¢. 8 protodioscin v nati a plodu

protodioscin pg/g

KOTVICNIK ASA NizZKA (NAT)

KOTVICNIK ASA STREDN/ (NAT)

KOTVICNIK ASA VYSOKA (NAT)

KOTVICNIK NANOFIT SI (NAT)

KOTVICNIK H20 (NAT)

KOTVIENIK ASA NizZKA (PLOD)
KOTVIENIK ASA STREDNI (PLOD)

KOTVICNIK ASA VYSOKA (PLOD)

KOTVICNIK NANOFIT SI (PLOD)

KOTVIENIK H20 (PLOD)

Z grafu cCislo 8 je patrné, Ze nejvétsi vliv na obsah protodioscinu v nati a plodech
kotviéniku mél kontrolni postiik vody. Kyselina acetylsalicylova (ASA) ve vsech
koncentracich a Nanofyt Si® obsah protodioscinu v nati a plodu, oproti kontrolnimu

postiiku vody, snizily.
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4.7.4. Porovnani Meclova a maloparcelkového pokusu na pozemku ZF JU v C.B.

Zde jsou uvedeny grafy, které znazoriuji protiodioscin a diosgenin v nati a plodu
Z Meclova a pokusného pozemku ZF JU v C.B.

Porovnat rostliny mezi témito dvémi lokalitami nelze, protoZze podminky
pestovani byly odlisné, puida ve které rostliny byly péstované byla odli$na a pocasi se také
ligilo.

Graf ¢. 9 protodioscin v nati a plodu
protodioscin pg/g

protodioscin pg/g

Meclov - nat 0,52
Voda - nat
Nanofit Si - nat
ASA vysoka - nat
ASA stfedni - nat

ASA nizka - nat

protodioscin ug/g

protodioscin pg/g

Meclov - plod

Voda - plod

Nanofit Si - plod

ASA vysoka - plod

ASA stredni - plod

ASA nizka - plod
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Graf ¢. 10 diosgenin v nati a plodu

diosgenin pg/g

ASA NizZKA (NAT)
ASA STREDNI (NAT)
ASA VYSOKA (NAT)

K NANOFIT SI (NAT)

diosgenin pg/g

ASA NiZKA (PLOD)
ASA STREDNI (PLOD)
ASA VYSOKA (PLOD)

K NANOFIT SI (PLOD)

ECLOV (PLOD)
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2.7.4. VIiv vegetacni faze rostliny na obsah biologicky aktivnich latek

Rozdilné obsahy latek 1-7 v nadzemni hmoté€ rostliny jsou zavislé na rustové fazy
rostliny.

Pro porovnani byly pouzity vzorky rostlin z Bulharska (Plovdivu) a Iranu
(Mashhad) byly pouzity pro porovnani. Vysledky z téchto od sebe vzdalenych zemi jsou
si podobné.

Obsah saponint 1-5 vzrostl kvetenim rostliny a trval po celou dobu kvétu. Po
odkveteni se obsahy sloucenin 1-5 snizily a dosdhly svého minima pfed zacatkem
semenéni. V prubéhu tvorby semen se obsahy znovu zvysily. Na konci vegetace se
zejména obsah protodioscinu v kotviéniku v franu vyrazné snizil.

Nejvetsi akumulace sledovanych latek byla v dobé kvétu, co se Bulharského
kotvi¢niku tyce.

U kotviéniku zIranu byla nejvétsi koncentrace zaznamenana v dob& pied

kvetenim.

Obrazek ¢. 65 obsah saponinti 1-6 a rutinu (7) v nati kotvi¢niku

Content of saponins 1-6 and rutin (7) in the aerial parts of T. terrestris depending on the stage of plant development (pg/g of dry wt)

Sample Stage 1 2 3 4 5 6 7
Bulgaria, Plovdiv — glabr. fr.

29.05.05 Pre-flowering 3506.2 35474 2144 162.2 211.5 579 4432
28.06.05 Flowering 3749.5 3580.4 144.0 185.5 548.1 15.0 404.2
25.07.05 Flowering-seeding 2240.7 2615.3 89.5 126.7 382.1 2.2 113.5
23.08.05 Flowering-seeding 1956.7 1977.7 4.7 37.7 51.8 11.8 111.5
27.09.05 Seeding 2069.0 2713.7 61.1 70.6 86.4 14.7 118.0
Iran, Mashhad — hirsur. fr.

02.07.05 Pre-flowering 5090.3 3645.7 1.5 30.4 45.6 106.9
01.08.05 Flowering-seeding 1060.1 874.5 1.4 10.4 13.9 - 923
20.09.05 Seeding 2270.3 2614.5 7.9 437 63.6 2.0 233
20.11.05 Seeding 268.3 1663.3 30.3 167.1

Zdroj: Dinchev et al. (2007)

Obrazek ¢. 66

Compound Genin Name R . R
A - E———— Zdroj: Dinchev et al.
a—L—ll{;lu (2007)
2 1 prototribestin —B-Glc*>-o—Rha
OJS()_;Nu
3 || pseudoprotodioscin —B—D-G!c‘—a—L—Rhu
(x—L—R;m
4 m dioscin —B-D-Glc*o—1=Rha
a—L—R;Iu
5 mn tribestin —B-Glc’-0—Rha
(;S()lNu
6 v tribulosin —B-D-Gal*B-D~Glc-B-D—Xyl

o~L=Rha B-D-Xyl
7 Vv rutin —B-D-Glc®-0.-L-Rha
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2.7.5. Vliv sklizné na obsah sledovanych liatek v Meclové a na pozemku ZF JU
v C.B.

Z obrazku ¢. 65 obsah saponint 1-6 a rutinu (7) v nati kotvi¢niku je ziejmé, Ze obsah
saponint v kotvi¢niku velmi zavisi na dob¢ sklizné.

Lze tedy predpokladat, ze sklizen v Meclové, ktera byla provedena 25. 9. 2019,
kdy rostlina uz vytvorila plody a byla na konci vegetace, m¢la vyrazny vliv na obsah
sledovanych latek, protodioscinu a diosgeninu. Jelikoz rostliny byly vzristové vétsi a
byly vysety diive nez rostliny na pozemku ZF JU v C.B., lze ¥ici, Ze diky této skute¢nosti
mély rostliny vétsi obsah diosgeninu v plodu.

Rostliny kotviéniku z pokusného pozemku ZF JU v C.B. byly sklizeny
1. 10. 2019, je pravdépodobné, Ze nizky obsah latek byl zptisobeny pozdnim terminem
sklizng, kdy rostliny byly na konci vegetace.

Ing. Petr Barto§ ve své diplomové praci rostliny sklizel 8. 9. 2014, coz bylo 0 17
dni diive nez byla sklizefi v Meclové a 24 dni pred sklizni na pozemku ZF JU v C.B., Ize
predpokladat, ze diky v¢asné sklizni, kdy rostlina nebyla na konci vegetace, ale teprve
pted jejim koncem, mélo vliv na obsah sledovanych latek v rostling.

Dalsim diivodem mutize byt i rozdilny ptivod semen, o kterém se ale Ing. Bartos ve
své praci nezminuje. Rostliny z riznych oblasti maji velmi vyznamné rozdily ve slozeni

biologicky aktivnich latek.
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4.8. Navrh péstovani pro malou farmu pro nejvétsi vynos nadzemni hmoty

Z této prace plyne, Ze nejlepSim zptisobem péstovani je péstovat rostliny na poli
s netkanou textilii. Péstovani kotvi¢niku je spiSe zélezitosti rucni prace, protoze diky
tvaru plodu je velmi téZké kotviénik zasit strojové. Plody v padé navic Kli¢i velmi
neochotné. Sklidit strojoveé kotvi¢nik je také pomérné slozité. Navic, kotviénik ma velmi
malou konkuren¢ni schopnost Vv rané fazi ristu, proto je idealni pouzit netkanou textilii,
aby se zamezilo vyskytu pleveld, jako tomu bylo pfi péstovani na pozemku ZF JU v C.B.

Prvni krok by tedy mél byt vysadit rostliny ve skleniku. Az rostliny vzejdou,
Vv zavislosti na pocasi, je piesadit na pole. Je potieba aby se rostliny vysadily na pole az
po prejiti poslednich rannich mraziki, jinak nepfeziji.

Pole na které rostliny budeme vysazovat je dobré na podzim zorat, aby se
provzdusnila pida a ptes zimu vymrzli $kudci a plevele. Hnojit neni potieba. Tésné pied
vysevem je potieba pudu zvlacet a natahnout ¢ernou netkanou textilii.

Rostliny nasledné sit ve sponu 15x60 cm. Pokud to je mozné, zasazené rostliny
thned zalit vodou, aby mély dostatek vlahy, nez zapusti koteny do ptdy.

Terminy sklizné pro kotvi¢nik nejsou. Porost mizeme sklidit 2 — 3x za vegetaci
jako tomu bylo v Meclové.

Kotviénik nema smysl péstovat na veliké plose. Neni to timto zptisobem ani
mozné, jak z finan¢niho hlediska tak i z hlediska lidskych sil. Idealni plocha, kterou
zvladne obhospodafit par lidi je asi 5 arti. Coz by mohlo byt teoreticky 5 000 rostlin,
pokud budeme vychazet z péstovani v Meclové. Pokud bude kli¢ivost jako v této praci,
budeme muset vysit zhruba 27 800 kust semen. Na to bude potieba sklenik o velikosti
ptiblizné 60 m?, pokud budeme vychazet z velikosti skleniku a poétu vysazenych semen
V této praci.

Na rozdil od Meclova se vysadi 1 000 rostlin na 1 ar. To ve vysledku bude 5 000
rostlin.

Pokud spocitame vynos v Meclové, kdy se z 1 300 rostlin sklidilo 300 kg nati, zjistime,
ze z'1 000 rostlin ziskame asi 230 kg Vv jedné sklizni. Pokud budeme postupovat jako
V Meclove, za dvé sklizné sklidime 460 kg hmoty z jednoho aru. Z péti art tedy sklidime
2 300 kg cerstvé hmoty. Pokud bude pomér sesychani 1:5, vysledné mnozstvi bude

460 kg. Jedno kilo suché naté 1ze prodat az za 6 000 K¢ (viz Jikl.cz). Potencialni hruby
vydélek tedy z 5ti arti je 2 760 000 K¢&. Samoziejmé za piedpokladu, Ze takové mnozstvi

bude realné na tak malém trhu v Ceské Republice prodat.
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Pokud budeme chtit znat redlnou Cistou ¢astku, musime dopocitat naklady na
zpracovani pudy, semena, substrat, sadbovaci misky, netkanou textilii a zaméstnance.
Naklady na zpracovani pudy, podle ceniku spole¢nosti AGRODOS spol. s r.o.
bude potieba vynalozit: podmitka - 560 K¢/ha
hluboka orba - 1400 K¢/ha
predsetova piiprava - 600 K¢/ha
celkem tedy - 2560 Ké/ha -> 5 a =128 K¢
Na plochu 5 a bude potieba 5000 rostlin. Pii kli¢ivosti 18,88 % bude potieba potidit cca
26 500 ks semen. Zahradnictvi Jikl prodava 20 ks semen za 30 K¢. To odpovida 1325
balicktm pti cené 30 K¢ za kus. Tedy celkem 39 750 K¢ za semena. Jako substrat zvolime
ten nejlevnéjsi — Agro substrat zahradnicky 75 | scenou 149 K¢. Pofidime pouze
vysevnou misku TK3040 F s rozméry 39 x 29 x 5,5 cm, objemem cca 6 | a cenou 25 K¢
za kus. Do kazdé této misky vysadime 100 semen. Budeme tedy téchto misek potiebovat
265 s cenou 6 625 Ké&. Celkem do téchto misek budeme potiebovat 1590 I substratu, coz
je 21,2 pytle s cenou 3 159 K¢&. Na takové mnozstvi vysevnich misek bude potieba sklenik
o velikosti alespoii 40 m?. V p¥ipadé, ze takovy sklenik je potieba koupit, cena bude
44 167 K¢ (sklenik Volha 12 x 3,3m, 8 mm polykarbonat). Pokud bude sazet jeden
zaméstnanec, stravi nad zasetim semen alespon 3 pracovni dny. Jelikoz je toto prace
dilezita a musi byt provedend precizné, pocitejme s odménou 200k¢ na hodinu. To je
celkem 22,5 h s vyslednou ¢astkou 4 500 K¢&. Netkana textilie Meclov stala 15 K¢ za
jeden Gtvereéni metr, tedy 5 a = 500 m?. Cena netkané textilie bude tedy 7 500 K¢&.
V prvnim roce péstovani budou naklady na vypéstovani: 128 + 39 750 + 6 625 +
3159 +44 167 + 4 500 + 7 500 = 105 829 K¢
S alespon 2 skliznémi je potifeba pfipocitat praci zaméstnancii. 4 zaméstnanci za
jeden den sklidi a ususi rostliny. To je 7,5 h x 4 -> tedy 30 h pti odméné 200 K¢ na hodinu
to je 6 000 K¢ za prvni a 6 000 K¢ za druhou sklizen.
V prvnim roce péstovani i se sklizni ¢ini celkové naklady 105 829 + 6 000 + 6 000
=117 829 K¢.
Vydélek z 5 a po odecteni nakladti bude tedy 2 760 000 — 117 829 = 2 642 171 K&.
V druhém roce péstovani i1 se sklizni budou naklady mensi o semena, sklenik,
vysevni misky a netkanou textilii. Tedy teoreticky Cisty vydélek bude 2 740 213 K¢&.
Je potieba vzit v uvahu, ze kotviénik se prodava od 1000 K¢ za 1 kg do 6000 K¢
za 1 kg ususené nati. V realit€ je mozné prodat kotvi¢nik po odecteni nakladt mezi

440 213 a2 740 171 K¢.
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4.9. Statistické zpracovani dat

4.9.1. Diosgenin v nati kotvi¢niku

cvwr

Pokud jsou dvé (nebo vice pismen) u jedné hodnoty, pak to znamena, ze mezi variantami,

které sdileji jedno (nebo vice) pismen, neni pritkazny rozdil.

Graf ¢. 11 obsah diosgeninu v nati kotvi¢niku
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Zdroj: R core team (2019)

Obsah diosgeninu v nati kotvi¢niku je priikazn€ ovlivnén zvolenymi zpiisoby oSetfeni.
Testovano pomoci jednocestné analyzy rozptylu (ANOVA), [F .12) = 195.40, P = 4.6 x

10"1]. Porovnani jednotlivych variant bylo post-hoc provedeno testem TukeyC.
4.9.1.1. Statisticky neprikazny obsah diosgeninu v nati mezi oSetienimi

Obsah diosgeninu v nati kotvi¢niku neni prikazné rozdilny mezi oSetfenim

NanoFyt Si® (a) a ASA sttedni (ab). Dale mezi ASA vysoka (bc) @ ASA nizka (c).
4.9.1.2. Statisticky prukazny obsah diosgeninu v nati mezi oSetfenimi

ASA nizk4 (c): ASA stiedni (ab), Meclov (d), NanoFyt Si® (a), voda (e)

ASA stiedni (ab): ASA nizka (c), Meclov (d), voda (e)

ASA vysoka (bc): Meclov (d), NanoFyt Si® (a), voda ()

Meclov (d): ASA nizka (c), ASA stfedni (ab), ASA vysoka (bc), NanoFyt Si® (a),

voda (e)

NanoFyt Si® (a): ASA nizka (c), ASA vysoka (bc), Meclov (d), voda (e)

Voda (e): ASA nizk4 (c), ASA sttedni (ab), ASA vysoka (bc), Meclov (d), NanoFyt Si®
(a)
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4.9.2. Diosgenin v plodu kotvi¢niku

Graf ¢. 12 obsah diosgeninu v plodu kotvi¢niku
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Zdroj: R core team (2019)

Obsah diosgeninu v plodu kotvi¢niku je prikazné ovlivnén zvolenymi zpisoby oSetieni.
Testovano pomoci Welchova F-testu (jelikoz je zde velké riziko poruseni ptedpokladu
homogenity rozptylt), [F .4.93 = 235.24, P =7.3 x 10®]. Porovnani jednotlivych variant
bylo post-hoc provedeno testem TukeyC (vysledky viz vypis z R a graf).

49.2.1. Statisticky nepriikazny obsah diosgeninu v plodu mezi o$etienimi

Obsah diosgeninu v plodu kotvi¢niku neni prikazné rozdilny mezi oSetfenimi ASA nizka
(a) a voda (a). Dale mezi ASA sttedni (b) a ASA vysoka (b) a NanoFyt Si® (b).

4.9.2.2. Statisticky prukazny obsah diosgeninu v plodu mezi oSetienimi

ASA nizka (a): ASA sttedni (b), ASA vysoka (b), Meclov (c), NanoFyt Si® (b)
ASA stiedni (b): ASA nizka (a), Meclov (c), voda (a)

ASA vysoka (b): ASA nizka (a), Meclov (c), voda (a)

Meclov (c): ASA nizk4 (a), ASA stiedni (b), ASA vysoka (b), NanoFyt Si® (b),
voda (a)

NanoFyt Si ® (b): ASA nizké (a), Meclov (c), voda (a)

Voda (a): ASA stfedni (b), ASA vysoka (b), Meclov (c), NanoFyt Si® (b)
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4.9.3. Diosgenin - celek

Graf ¢. 13 obsah diosgeninu ve smési nati a plodl kotviéniku
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Zdroj: R core team (2019)

Obsah diosgeninu smési nati a plodi kotvi¢niku je prikazné ovlivnén zvolenymi zptsoby
oSetieni. Testovano pomoci jednocestné analyzy rozptylu (ANOVA), [F 5,12 = 751.3, P

=1.52 x 10™*] Porovnani jednotlivych variant bylo post-hoc provedeno testem TukeyC.
4.9.3.1. Statisticky neprikazny obsah diosgeninu Vv nati a plodu mezi oSetienimi

Obsah diosgeninu v nati a plodu, v kotvi¢niku jako celku, neni prikazné rozdilny mezi
oSetfenimi ASA nizk4 (a) a ASA stiedni (a) a ASA vysoka (a) a NanoFyt Si®.

4.9.3.2. Statisticky prukazny obsah diosgeninu v nati a plodu mezi oSetfenimi

ASA nizka (a): Meclov (¢), voda (b)
Meclov (c): ASA nizka (a), ASA stiedni (a), ASA vysoka (a), NanoFyt Si® (a), voda (b)
Voda (b): ASA nizka (a), ASA stfedni (a), ASA vysoka (a), Meclov (c), NanoFyt Si® (a)

4.9.4. Diosgenin — interakce rostlina x oSetieni

Obsah diosgeninu je u kotvi¢niku prikazné ovlivnén interakci mezi rostlinou a osettenim.
Osetifeni ma tedy u kotvicniku jiny efekt na obsah diosgeninu v nati a v plodech.
Testovano pomoci dvoucestné analyzy rozptylu (two-way ANOVA), [F 524y = 593.1,

P <2 x 1079,
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4.9.5. Protodioscin v nati kotviéniku

Graf ¢. 15 obsah protodioscinu v nati kotvi¢niku
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Zdroj: R core team (2019)

Obsah protodioscinu v nati kotvi¢niku je prukazné ovlivnén zvolenymi zpisoby oSetieni.
Testovano pomoci jednocestné analyzy rozptylu (ANOVA), [F (s,12) = 105.7,
P=1.71 x 10"°]. Porovnani jednotlivych variant bylo post-hoc provedeno testem TukeyC.

4.9.5.1. Statisticky nepriikazny obsah protodioscinu v nati mezi oSetienimi

Obsah protodioscinu v nati neni prikazn¢ rozdilny mezi oSetfenimi ASA nizka (a) a
ASA stedni (a) a Meclov (a). Dale mezi ASA vysoka (b) a Nanofyt Si® (b).

4.9.5.2. Statisticky prikazny obsah protodioscinu v nati mezi oSetfenimi

ASA nizk4 (a): ASA vysoka (b), NanoFyt Si® (b), voda (c)

ASA stedni (a): ASA vysoka (b), NanoFyt Si® (b), voda (c)

ASA vysoka (b): ASA nizka (a), ASA stiedni (a), Meclov (a), voda (c)

Meclov (a): NanoFyt Si® (b), voda (c)

NanoFyt Si® (b): ASA nizka (a), ASA stiedni (a), Meclov (a), voda (c)

Voda (c): ASA nizka (a), ASA stiedni (a), ASA vysoka (a), Meclov (a), NanoFyt Si®,

voda (c)
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4.9.6. Protodioscin v plodu kotvi¢niku

Graf ¢. 16 obsah protodioscinu v plodu kotvi¢niku
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Zdroj: R core team (2019)

Obsah protodioscinu v plodu kotviéniku je prikazné¢ ovlivnén zvolenymi zplsoby

oSetfeni. Testovano pomoci jednocestné analyzy rozptylu (ANOVA), [F (5,12) =22.87 P

=9.47 x 10°®]. Porovnani jednotlivych variant bylo post-hoc provedeno testem TukeyC.

4.9.6.1. Statisticky neprikazny obsah protodioscinu v plodu mezi oSetienimi

Obsah protodioscinu v plodu neni prikazné rozdilny mezi oSetienimi ASA nizka (cd) a
ASA stiedni (ac) a Meclov (bc) a voda (d). Dale mezi ASA vysoka (a) a ASA stiedni (ac)

a NanoFyt Si® (ab).
4.9.6.2. Statisticky prukazny obsah protodioscinu v plodu mezi oSetienimi

ASA nizka (cd): ASA vysoka (a), NanoFyt Si® (ab)

ASA stiedni (ac): voda (d)

ASA vysoka (a): ASA nizka (cd), Meclov (bc), voda (d)

Meclov (bc): ASA vysoka (a), voda (d)

NanoFyt Si® (ab): ASA nizka (cd), voda (d)

Voda (d): ASA stiedni (ac), ASA vysoka (a), Meclov (bc), NanoFyt Si® (ab)
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4.9.7. Protodioscin - celek

Graf ¢. 17 obsah protodioscinu ve smési nati a plodt kotviéniku
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Zdroj: R core team (2019) ‘

Obsah protodioscinu ve smési nati a plodi kotvi¢niku je prukazné ovlivnén zvolenymi
zpisoby oSetfeni. Testovano pomoci Welchova F-testu (jelikoz zde je zde velké riziko
porudeni predpokladu homogenity rozptylt), [F (s5.16) = 54.46, P = 1.87 x 10-*]. Porovnani

jednotlivych variant bylo post-hoc provedeno testem TukeyC.

4.9.7.1. Statisticky neprikazny obsah protodioscinu v nati a plodu mezi

oSetienimi

Obsah protodioscinu v nati a plodu, v kotviéniku jako celku, neni prikazné rozdilny mezi
oSetfenimi ASA nizk4 (b) a ASA vysoka (ab) a Meclov (ab) a NanoFyt Si® (ab).

4.9.7.2. Statisticky prukazny obsah protodioscinu v nati a plodu mezi oSetienimi

ASA nizka (b): ASA stiedni (a), voda (c)

ASA sttedni (a): ASA nizka (b), voda (c)

ASA vysoka (ab): voda (c)

Meclov (ab): voda (c)

NanoFyt Si®: voda (c)

Voda (c): ASA nizk4 (b), ASA stiedni (a), ASA vysoka (ab), Meclov (ab), NanoFyt Si®
(ab)

4.9.8. Protodioscin - interakce rostlina x oS$etreni

Obsah protodioscinu je u kotviéniku prikazné ovlivnén interakci mezi rostlinou a
oSetfenim. OSetfeni ma tedy u kotvicniku jiny efekt na obsah protodioscinu v nati a v
plodech. Testovano pomoci dvoucestné analyzy rozptylu (two-way ANOVA),

[F 5,24 = 33.60, P = 4.40 x 1019].

99



5. Diskuze

5.1. Porovnani pusobeni elicitoru s literaturou

Kyselina acetylsalicylova (ASA) byla pouzita na nepifeberném mnozstvi rostlin, kdy byl
jasn¢ prokazany jeji pozitivni u€inek na zvySeni obsahu sledovanych latek.

Jednou z nich byla i tfapatka nachova, u které byly po vystaveni kyseliné
acetylsalicylové (ASA) sledovany vyssi obsahy flavonoidi, zejména kyseliny cichorové,
kaftarové a kavové. Vliv elicitace se projevil zejména v kofenech rostliny, pfi pouziti

nizké 10" mol.I* a stiedni 10 mol.I* (Sramek 2007).

Kontrolni vzore| v r r 4
anisoncermses | Graf €. 18 procentudlni zastoupeni
O Stfedni koncentrace
BVysoka koncentrace

kyseliny kavové v kotfenech trapatky

nachové (Sramek 2007).

2002 2003 2004

Dal$i zrostlin, na které byly pozorovany pozitivni ucinky kyseliny
acetylsalicylové (ASA) byl ostropestfec mariansky. Elicitace probéhla ve tfech
koncentracich. Pfi aplikaci vysoké 10° mol.I'* koncentrace kyseliny acetylsalicylové
(ASA) se obsah silymarinu zvysil o 16 %, pfi aplikaci nizké 10 mol.I* koncentrace
kyseliny acetylsalicylové (ASA) se zvysil obsah silymarinu o 9 %, pfi aplikaci stiedni
10 mol.I" koncentrace kyseliny acetylsalicylové (ASA) byl nartist o 4 % (Gramanova
2009).

Silymarin content depending on the elicitor ASA Graf &. 19 obsah si|ymarinu \Y/
concentration

zavislosti na koncentraci ASA ze
1 N 0,30

semen ostropestice marianského

(Gramanova 2009).

medium [ LRk
[ N 37,53

Concentration

CELLC I, 34,67

30,00 32,00 34,00 3600 3800 40,00 42,00
[mg/g]
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% Graf ¢. 20 je znazornéni, jak ruzné koncentrace

80 4 [l(onbol DSASuM B@SA20pM DOSA100uM *

kyseliny salicylové (SA), v podani v rizny cas
ovlivnily ~ obsah  produkci alkaloidd ve
sladkovodni  sinice  (Arthrospira  platensis)
(Hadizadeh et al. 2019).

Hg of AE/mg of extract

Time (days)
Graf ¢islo 20 popisuje aplikaci riznych koncentraci salicylové kyseliny (SA) na

produkci alkaloidd, S pozitivnim t¢inkem na sinici.

u Control OSAS uM BSA20uM DSA100 uM Graf ¢. 21 efekt I'IOlZl’l}”Ch koncentraci

. salicylové  kyseliny na usuSenou

biomasu sladkovodni sinice

DW (g/100 ml)

(Arthrospira platensis) (Hadizadeh et
al. 2019).

Time (days)

Elicitory maji své vyuziti i na zvySeni biomasy, ne jen na zvySeni obsahu
biologicky aktivnich latek. To popisuje graf Cislo 21. Rizné koncentrace kyseliny

salicylové (SA) ovliviuji pfiznivé mnozstvi biomasy sinice (Arthrospira platensis).

Graf ¢. 22 vliv salicylové kyseliny
o | 3 2 L .7 (SA) na Cerstvou hmotu smutnéje
: (Phyllanthus pulcher) (Danaee et
, al. 2015).

Graf ¢islo 22 znazornuje Gcinek salicylové kyseliny (SA) na zvySeni Cerstvé
hmoty u smutnéje, kdy se projevuje lehké zvyseni biomasy S pouzitim koncentrace do

5mg.I
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Graf ¢. 23 vliv salicylové kyseliny
(SA) na suchou hmotu smutnéje
(Phyllanthus pulcher) (Danaee et
al. 2015).

Dvacaty tfeti graf zndzoriiuje piisobeni rtiznych koncentraci salicylové kyseliny

(SA) na suchou hmotu smutnéje, kdy nejvetsi narist byl pozorovany u koncentrace 5 a

20 mg.I™.

SA (mg)

TFC*

TPC"

AX

0
0.625
1.25
25

5

10

20

30
40

2.335 + 0.007"
2.444 + 0.055%
2.678 + 0.006'
3.131 + 0.008¢
3.232 4+ 0.007°
3.747 + 0.008"
4.824 + 0.010°
2766 + 0.019°
1.249 + 0.008'

1.360 + 0.001"
1.406 + 0.001¢
1.481 + 0.002¢
1.613 + 0.005°
1.635 + 0.004°
1.950 + 0.005"
2.554 % 0.003°
0.935 + 0.0178
0.674 + 0.018"

89.164 + 0.149¢
89.137 + 0.145¢
89.900 + 0.096¢
90.084 + 0.132°4
91.110 + 0.164°
98.001 + 0.430°
98.159 + 0.158"
92.609 + 0.237°
79.748 £ 0.101°

Graf ¢. 24 vliv riznych koncentraci
salicylové kyseliny (SA) na koncentrace
flavonoidit (TFC), fenold (TPC) a
antioxidantt ~ (AX) ve  smutnéji
(Phyllanthus pulcher) (Danaee et al.
2015).

Dvacaty ¢tvrty graf porovnava vliv kyseliny salicylové (SA) na obsah flavonoidu,

fenoli a antioxidantti smutngje. Nejvétsich hodnot bylo dosazeno aplikaci 20 mg.I?

tohoto elicitoru.
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5.1.1. Porovnani naméienych hodnot - protodioscin

Obrazek ¢. 67 obsah protodioscinu v kotvi¢niku zemnim podle statu (ug/g)

Sample/plant 1 2 3 4 5 6 7
parts
Bulgana
Haskovo hirsut, fr

wp 65198 22660 384.1 100.6 4.1 77.3 14552

Fruits 5679 280.6 4420 26.1 92 265 7629

Leaves 10003.5 7317.5 357.6 895.7 6273 7.9 20373

Stems 1933 4088 1575 8.7 277 1.7 924
Pomorie hirsut, fr

ap 1917.2 13464 0.7 9219 22664 1.8 419
Petrich hirsut. fr.

ap 4305.6 1899.1 414 587.1 6238 1.1 21969
Svistov hirsut. fr.

a.p 3619.2 3319.1 89 201.3 6926 49 4500
Ropotamo hirsut. fr.

Fruits 5499 2172 78.7 612 46 167.2
Smokinia glabr. fr.

Fruits 5975 2263 442 561 219 121.2
Turkey
Marmaris hirsut. fr

a.p. 34269 39484 409 1292 286.1 03 1703

Fruits 2549 7270 18.6 109 2879
Marmaris glabr. fr.

a.p. 3439.1 27104 929 66.1 84.0 10.2 84.0

Fruits 1703 595 831 219 5.5 1244
Ankara

a.p. 10270.3 4989.1 748.7 934 68.9 174 349.1

Fruits 652.6 1873 122 217 9.5 14 2408
Ayvalak hirsut. fr.

a.p. 3126.8 3698.2 30.7 1119 1317 22 5246
Yatagan glabr. fr.

a.p. 4649.2 37819  38.6 130.5 1365 118.7
Greece
Rhodes hirsut. fr.

a.p. 7968.7 3463.2 801.3 311.7 2443 130 12136
Kalambaka glabr. fr.

a.p. 2265.7 1526.7 302.5 260.3 04 24.0 1007.7
Macedonia
Novo Selo glabr. fr

a.p. 42309 19619 143 1357 738 408.6
Bogdanzi glabr. fr.

a.p. 9996.1 7429.0 1049.3 158.6 106.7 6.8 1620.5
Serbia
Nish

a.p. 20334 1698.3 1989 879.5 21518 224 8010
Georgia
Thillissi hirsut. fr.

a.p. 5661.9 2419.1 5343 80.1 672 5.6 1287
Vietnam

a.p. 327 - 1.3 04 - 220.5 48
Fruits 13.0 - 39 4196.9 241
India
Rajasthan hirsut. fr.

Fruits 24 1.1 11.2 4645

Leaves 14.0 10.0 6442.1 76.8

Stems 4.0 1850.8 110.7
Bangalore hirsut fr.

Fruits 6.5 109 762

* Not detected.

Compound Genin Name

1 I protodioscin

2 I prototribestin

3 1} pseudoprotodioscin
4 n dioscin

5 n tribestin

6 v tribulosin

7 Vv rutin

Zdroj: Dinchev et al. (2007)

Nameétené hodnoty v této diplomové praci se
nejvice blizi  hodnotdm protodioscinu
Vv Indickém kotvi¢niku.

Nameéfené hodnoty  z diplomové
prace Ing. Petra BartoSe se podobaji
rostlinam ptavodem =z Bulharska, z oblasti

Smokinya.
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5.2.  Porovnani s diplomovou praci Ing. Petra BartoSe (2016)
5.2.1. Porovnani primérnych teplot 2014 x 2019

Obrazek ¢. 68
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20 25
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15
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5
5
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—— Zafi 2014 —— Zafi 2019

Zdroj: c-budejovice.cz
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5.2.2. Porovnani srazek 2014 x 2019

Obrazek ¢. 69
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Zdroj: c-budejovice.cz

Ing. Barto$ se v diplomové praci kromé doby sklizné o pocasi nezmiiiuje a nepopisuje
rostliny které vypéstoval. Neuvadi ani jejich piivod, stejné jako v této préci, kdy ptivod
semen neni zndmy, protoze byla pofizena na ebay.com a jejich ptivod neni doloZitelny.
Z t&chto ditvodti neni mozné porovnat rostliny péstované na pozemku ZF JU v CB v roce
2019 s rostlinami péstovanymi v roce 2014.

Bez téchto znalosti neni mozné s jistotou fici, zda pocasi, tedy teplota a srazky,
mély vliv na obsah latek v kotviéniku péstovaném na pozemku ZF JU v C.B. v roce 2019

a v diplomové praci Ing. Petra BartoSe.
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Rozdilné obsahy sledovanych latek, mohou byt podle dostupnych informaci,
zpusobeny nejspise rozdilnym ptivodem. Rostliny péstované pro ucely této diplomové
prace se svymi obsahy podobaji rostlinam pivodem z Indie (podle obrazku ¢. 67) a
rostliny z diplomové prace Ing. Petra BartoSe se podobaji rostlinam ptavodem

z Bulharska, oblasti Smokinya tedy co se obsahu protodioscinu tyka.
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5.3.  Porovnani vysledku s diplomovou praci Ing. Petra BartoSe

Graf ¢. 25 protodioscin v plodu
25 —

20,13
20

16,71

14,40

13,33

® Protodioscin

voda ASA 10 moll  ASA 10" mol/l  ASA 10 mol/
Bartos (2016)

Graf ¢. 26 protodioscin v plodu

Meclov - plod
Voda - plod
Nanofit Si - plod
ASA vysoka - plod
ASA stredni - plod

ASA nizka - plod

protodioscin pg/g

Z grafu ¢islo 25 vyplyva, Ze nejvétsi vliv na obsah protodioscinu v plodu kotviéniku méla
kyselina acetylsalicylova (ASA) ve stfedni koncentraci 10* mol.I* a poté kontrolni postiik
vodou.

V této praci, podle grafu ¢islo 26 byl nejvice G€inny postiik vodou, zbyla osetieni

rostliny snizily obsah protodioscinu.
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Graf ¢. 27 protodioscin v nati

700,00
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300,00 = protodioscin

200,00
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0.00 .
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Bartos (2016)

Graf ¢. 28 protodioscin v nati

Meclov - nat
Voda - nat
Nanofit Si - nat
ASA vysoka - nat
ASA stfedni - nat

ASA nizka - nat

protodioscin pg/g

V grafu ¢islo 27 muZzeme vidét, Ze Vv praci Ing. BartoSe méla nejvétsi vliv na obsah
protodioscinu Vv nati kyselina acetylsalicylova (ASA) v nizké koncentraci
10" mol.I"* a nejmensi u¢inek mél kontrolni postiik vodou.

Vysledky pro tuto diplomovou praci, podle grafu ¢islo 28 ukazuji, ze nejvétsi vliv
na obsah protodioscinu v nati mél kontrolni postiik vody, zbyla oSetieni rostliny snizily

obsah protodioscinu.
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Graf ¢. 29 diosgenin v plodu

45

40

35 33,51

30

25,58
25

20

m diosgenin
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voda ASA 107 mol/l  ASA 10 mol/l  ASA 10° mol/l

Bartos (2016)

Graf ¢. 30 diosgenin v plodu

Meclov -
Voda -
Nanofit Si -
ASA vysoka -
ASA stfedni -

ASA nizka -

10

diosgenin pg/g

V grafu ¢islo 29 miizeme vidét, Zze nejvétsi vliv v praci Ing. Bartose na obsah diosgeninu
Vv plodu mél postiik kyseliny acetalsalicylové (ASA) ve stfedni 10 mol.I"* a poté v nizké
10° mol.I* koncentraci.

Graf ¢islo 30 naopak znazorfiuje, Ze nejvice diosgeninu V této praci v plodu
kotvi¢niku bylo v rostlinach, které nebyly viibec oSetfené elicitorem, tedy v rostlinach z
Meclova. Pokud bychom ale pfihlédli pouze k elicitorim, zjistime, Ze nejvysSich obsahi

bylo dosazeno, stejné jako v grafu ¢islo 24, kyselinou acetylsalicylovou (ASA) ve stfedni
10* mol.I"* koncentraci.
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Graf ¢. 31 diosgenin v nati
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Graf ¢. 32 diosgenin v nati

Meclov - nat
Voda - nat
Nanofit Si - nat
ASA vysoka - nat
ASA stredni - nat

ASA nizka - nat

diosgenin pg/g

Podle grafu ¢islo 31 nejvetsi vliv na diosgenin v nati méla kyselina acetylsalicylova
(ASA) ve stfedni 10 mol.I* koncentraci a poté ve vysoké 102 mol.I* koncentraci.
Graf c¢islo 32 znazoriiuje nejvetSi obsah diosgeninu v nati oSetfené pouze

kontrolnim roztokem, vodou. Zbyla oSetieni rostliny snizily obsah diosgeninu.
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5.4.  Naplnéni platnosti pokusnych hypotéz

Z vysledkt poskytnutych Laboratofi forenzni analyzy biologicky aktivnich latek
VSCHT Praha je statisticky prikazné, Ze kyselina acetylsalicylova (ASA), V porovnani
s kontrolnim posttikem vody, zvysila obsah diosgeninu v plodech kotvi¢niku ve stiedni

koncentraci 10* mol.I"1.
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6. Zavér

Cilem prace bylo studium vlivu technologie péstovani kotvi¢niku zemniho (Tribulus
Terrestris L.) na kvalitu produktu, tedy na obsah vybranych sledovanych latek, kterymi
byly protodioscin a diosgenin.

Dale vypracovat literarni resersi na zadané téma a provést maloparcelkovy pokus
S pestovanim kotvi¢niku zemniho.

Statisticky vyhodnotit vliv pouzité technologie na obsah vybranych biologicky
aktivnich latek v produktu a ziskané vysledky diskutovat a porovnat s publikovanou
literaturou.

Soucasti prace bylo popsat pestovani této rostliny, coz zahrnuje péstovani ve
skleniku a nasledné vysazeni na pole. Na poli byla pouZzita kyselina acetylsalicylova
(ASA) ve ttech koncentracich, nizké 10° mol.I"}, stfedni 10 mol.I* a vysoké 10 mol.I
! a komeréni preparat NanoFyt Si® v koncentraci 1ml na 10 | vody, ktery ptisobi na
rostliny také jako elicitor.

Pomoci metody UHPLC (Ultra High Pressure Liquid Chromatography) a
metodiky poskytnuté Laboratoii forenzni analyzy biologicky aktivnich latek, pod
vedenim pana Ing. Martina Kuchafe Ph. D. VSCHT Praha byly stanoveny latky
protodioscin a diosgenin.

Podle vysledku z analyz vyslo najevo, Ze obsah protodioscinu v tomto pokusu
podobal obsahu této latky v rostlinach rostoucich v Indii.

Pokud porovname obsah protodiscinu a diosgeninu v této praci s praci Ing.
BartoSe z roku 2016 je zjevné, ze oproti jeho vysledkim jsou vysledky z této prace
podprimérné.

Statistické zpracovani dat prokazuje, Ze piisobeni kyseliny acetylsalicylové (ASA)
v jednotlivych koncentracich a NanoFytu Si®, v porovnani mezi sebou, prokazatelné
ovlivituje obsah protodioscinu a diosgeninu v analyzovanych ¢astech rostliny.

Tato diplomova prace dosla k zadvéru, ze pisobeni kyseliny acetylsalicylové
(ASA) bylo v maloparcelkové pokuse provedeném na pokusném pozemku ZF JU v C.B.
statisticky prukazné. ASA méla vliv na zvySeni obsahu diosgeninu v plodech kotviéniku,
pfi pouiti stfedni koncentrace 10 mol.I,

Stredni koncentrace 10 mol.I* ASA a jeji statisticky pritkazné plisobeni na obsah
vybranych biologicky aktivnich latek naplituje a potvrzuje cile a hypotézy zformulované

v kapitole 3. — cil prace a definice pracovnich hypotéz.
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