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1 UVOD

Rostlinné invaze nejsou zaddnym vydobytkem moderni doby. Se zminkami
o ne¢ekaném nalezu vyskytu neptivodnich rostlin se setkdme jiz ve zpravach z cest po jizni
Americe, kde se Charles Darwin jiz vroce 1833 setkal se dvémi plvodné kulturnimi
rostlinami ze Stfedozemi: artyCokem kardovym (Cynara carduculus) a ostropesticem
marianskym (Silibum marianum). Za historickou kolébku biologickych invazi je
povazovano Stfedozemi a jejich hnaci silou kulturné historické procesy. (PYSEK
a SADLO, 2004). Pocatky procesu invazi viak sahaji az do neolitu, doby kdy ¢lovék zaéal
ptirodu pretvaiet k uspokojeni svych vlastnich potfeb. Druhy starého svéta maji vyssi
invazni potencial nez druhy zjinych kontinentd. Ziskaly jej béhem vyvoje po boku
Cloveéka, ktery je vystavil ¢astym riiznorodym jevim narusSujicim jejich stanovisté a diky
pozitivni zpétné vazbeé, jez si na tyto jevy vytvorily. Prilomem v oblasti rostlinnych invazi
pak bylo objeveni Ameriky. Nésledné se oteviela cesta mnohym druhtim, protoze doslo
k prolomeni bariéry odd€lujici biogeografické oblasti.

V soucasné dob¢ jsou biologické invaze pravem povazovany za jeden z hlavnich
globalnich problémt svéta. Mnoho druhi, které se $ifi jako invazivni, je schopno
v neptivodnim aredlu napéachat nevratné skody v ekosystémech. Invaze jsou ilustrativnim
prikladem dé&ju, které v dnesni ptirod€ probihaji, a které ji rychle a zdsadné méni. Jsou totiz
zarovenl motorem krajinnych zmén 1 jejich dil¢im disledkem.

[ 2.5 ExtrakReynoutria patti v Ceské republice k nejvice nebezpe¢nym invazivnim
rostlindm. Jednd se o karanténni plevele a boj s nimi stoji velké mnozstvi ¢asu, ndmahy
1 penéz. Zpusoby likvidace téchto rostlin se zabyvd mnoho praci, avSak zatim nebyl
upfesnén jednotny a vysoce ucinny postup. Tyto rostliny jsou vSak ve své domoviné
v oblastech Asie povazovany za velmi uzitecné ,,pomocniky* s moznosti riiznorodého
vyuziti, naptiklad v 1écCitelstvi.

Hlavnim pilifem uspéSnosti boje s témito rostlinami je tedy dokonalé prostudovani
faktorti, které jejich populace v plavodnim aredlu udrzuji na ustileném poctu
bez expanzivniho Sifeni.

Neméné dilezité jsou také faktory, jez témto rostlindm pfindsi vyhody
v mezidruhovém konkurenénim boji. U druhd rodu Reynoutria je to v prvé fedé velice
masivni rist biomasy, ohromna regenera¢ni schopnost oddenkt a také alelopatické ucinky
nekterych sekundarnich metabolith (predevSim na kli¢ivost semen okolnich rostlin).

Rostliny pottebuji k zivotu prostor a alelopatie je tedy jednou ze strategii boje mezi druhy



o tento prostor. Je to typ chemické kompetice, ktery kiidlatky uzivaji pfi expanzi na
novych stanovistich.

V laboratornich podminkach byla alelopatie prokdzana u celé fady rostlin: ofeSak
¢erny (Juglans nigra), pajasan Zlaznaty (Ailanthus altissima), ¢irok (Sorghum), pelynék
pravy (Artemisia absintium), smrk obecny (Picea abies), trnovnik akat (Robinia
pseudoacacia), pyr plazivy (Elytrigia repens). V ptirodé jsou vSak celkové zivotni
napf. nékteré inhibitory riistu mohou byt v ptidé inaktivovany adsorpci na ptidni koloidy
(MACHOLAN, 2003). Alelopatické vztahy mohou byt slozité, mohou zahrnovat interakci
rozdilnych chemikalii: fenolické slouceniny, flavonoidy, terpenoidy, alkaloidy, steroidy,
aminokyseliny. Jejich obsah v jednotlivych rostlinnych ¢astech mize byt zna¢né rozdilny.
Navic byla prok4zéna i genotypova odliSnost v produkci alelochemikalii a jejich odlisna
ucinnost na rizné rostlinné druhy a na rizné genotypy té¢hoz druhu.

Rostlinné fenolické slouceniny jsou jednou z vyznamnych skupin sekundarnich
metabolitil podilejicich se podstatnou roli na alelopatickém plsobeni. Jejich vliv v rdmci je
sledovan pfedevsim z hlediska inhibi¢niho plsobeni pfirozeného ristu. Fakt, Ze takové
latky mohou mit v budoucnu pestré uziti, Ize dokladovat na ptikladu objeveni acylpyrinu.

V soucasné dobé méame jiz n€kolik moznosti uziti vhodnych biotestii na ovéteni
biologické aktivity fenolickych latek, zjisténi vlivi plidnich a biotickych faktorii
k pochopeni uc€inkli a interakci fenolickych sloucenin v ekosystémech. Mame moznost
uziti takovych technik, jenz ndm umozni pfesnou identifikaci fenolickych latek
a poskytnou informace o struktufe téchto latek. Tyto poznatky o fyziologickych
vlastnostech a ucincich téchto latek ndm piindsi potencidlni moznost jejich budouciho
vyuziti jako pfirodnich k zivotnimu prostiedi SetrnéjSich pesticidl a riistovych regulatort.

Cilem mé prace bylo prokazat biologickou aktivitu vybranych fenolickych latek
ziskanych z extrakti z kofenti nebo listi druhti kiidlatek (rod Reynoutria). Tyto latky
pravdépodobné negativné ovlivituji kli¢ivost semen a rist semenackl. Alelopatické
pusobeni bude prokazovano pomoci testl toxicity se semeny hoicice bilé (Leucosinapis

alba).



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Kridlatky

2.1.1 Zastupci rodu kiidlatka

Mezi asi deset piedstaviteli rodu Reynoutria Houtt. (kiidlatka, synonima: Fallopia
sect. Reynoutria (Houtt.) Ronse Decraene, Polygonum sect. Pleuropterus (Turcz.)
(Bentham et Hooker)) jsou fazeny ndmi sledované tfi druhy (NORSETI, 2005). Jsou to
nazvoslovi je pfevzato podle KUBATA et al. 2002:

e kiidlatka japonska (R. japonica (Houtt.) Ronse Decr.), ktera se v Evropé
vyskytuje ve dvou varietach a to jako kiidlatka japonska prava (R. japonica
var. japonica) a kiidlatka japonska tuha (R. japonica var. compacta)

e kiidlatka sachalinska (R. sachalinensis (F. Schmidt) Nakai)

e kiidlatka ¢eska (R. x bohemica (Chrtek et Chrtkova)), ktera je jejich
ustalenym ktizencem

Diky neustdlenému vyvoji v poznani biologického materialu, poznavani novych

vztahi mezi piibuznymi druhy atd., byl vyvoj taxonomického ftazeni, a tudiz

1 pojmenovani druhu pomérné slozity. V 80. letech minulého stoleti byl pro ktidlatky

vyclenén zvlastni rod ,kridlatka® (Reynoutria), pouzivany zejména ve Stiedni Evropé

(ANONYMUS, 2004).

2.1.2 Pivodni areal

Kiidlatka japonska (Reynoutria japonica) se ptivodné vyskytovala jenom v oblasti
vychodni Asie (Japonsko, Korea, Cina). Do Evropy byla dovezena roku 1825 jako okrasna
a medonosna rostlina. Puvodni areal vyskytu kiidlatky sachalinské (R. sachalinensis) je
Sachalin. Roku 1869 k nam byla dovezena jako ozdobna zahradni rostlina (HAVRANEK,
2001). K rozsifeni kiizence kridlatky ceské (R. x bohemica) v pivodnim aredlu neni
mozno fici nic jistého (tdaje v literatufe chybi), kromé toho, Ze se vyskytuje v severnim
Japonsku. Tedy tam, kde se spolecné vyskytuji oba rodicovské druhy (ANONYMUS,
2004). Ani soucasné rozsifeni tohoto kiiZzence neni ve svété ptili§ zndmé, nebyva totiz
biology odliovan od svych rodi¢t. V Ceské republice je tento druh znaéné rozsifeny

a pravdépodobné nejinvazivngjsi ze viech kiidlatek (PYSEK et al., 2001).



2.1.3 Historie a rozSifeni

Nepivodni aredl zahrnuje vétSinu Evropy, Severni Ameriku a Novy zéland.
V Ceské republice se kiidlatky vyskytuji v mistech osidleni, v blizkosti fek, podél silnic,
zeleznic a v parcich. Obvykle se rostliny vyskytuji od nizin az do vysky 700 m nad moiem.
Dobie rostou na puidach pis¢itohlinitych az po oblazkovy stérk (HEJNY a SLAVIK, 1993;
VYDROVA, 2000).

I ptes velikou variabilitu stanovistnich a padnich charakteristik, které uptfednostiiuje
kiidlatka, je zfejmé, ze jako jedna z mdla invazivnich druht, vyZzaduje pro svij riist a vyvoj
dobré zéasobeni zivinami, pfedevS§im pak dusikem a bazickymi kationty. Je tedy mozné
predpokladat vyskyt kiidlatky v§ude tam, kde je pravdépodobnost vyplavovani dusi¢nani
do vod. Z tohoto divodu lze vyskyt kiidlatek oznacit za indikator eutrofizace. Znacna
odolnost kiidlatek (napf. k acidifikaci) umoznuje jejich Sifeni i v podminkach kyselych
pud, coz je dalsim faktorem zlepSujicim jejich celkovou kompeticni schopnost

(MANDAK, 2004).

2.1.4 Alelopatické ucinky taxonu rodu Reynoutria na invadovanou vegetaci
MANDAK (2004) uvadi, e vliv taxont rodu Reynoutria na invadovanou vegetaci
byl testovan pomoci vlivu vyluhu z listi a oddenki kiidlatek a simulovanym zastinem list
(zelena folie) na druhy Urtica dioica a Calamagrostis epigejos. Podle autora vysledky
ukazuji, ze kliceni semen obou sledovanych druhi nebylo inhibovdno simulovanym

zastinem listt, ale bylo inhibovéano vyluhy z listi kiidlatek.

2.1.5 Zpisoby likvidace kiidlatek
Podle BIMOVE et al. (2001) nejefektivnéjsi zptisob likvidace je kombinace zryti
porostu a nasledného chemického oSetieni Roundupem. Zminéna metoda se da pouzit
v ptipadé druhd R. japonica a R. sachalinensis, kdy dojde k Gplnému zni¢eni porostu.
Bohuzel v pripad¢ kiizence R. x bohemica nebyla nalezena vhodna metoda likvidace.
V planech péée o invadovana uzemi Krkonosského NP uvadi JIRISTE (2000) tti
zékladni zplsoby likvidace porosti kiidlatek:
e mechanické: pokos, vyrypani oddenku, paleni zbytku
e chemické: aplikace herbicidu Roundup na list
e Dbiologické: neni znam tento ucinny zptisob hubeni
Za nejefektivnéjsi zplsob revitalizace porostu povazuje jednordzovy postiik

herbicidem Roundup v ucinné koncentraci 15%, pfi€emz termin zasahu zaleZi predevSim
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na poloze stanovisté a pribéhu pocasi. Jako nejvhodnéjsi postup uvadi postiik biologickym
herbicidem Roundup, odstranéni zbytku nadzemnich a podzemnich ¢ésti a nasledné oseti
a mulovani ploch mistnimi druhy rostlin (JIRISTE, 2000).

Dalsi autor uvadi jako biologickou metodu likvidace moznost spasani ovcemi nebo
skotem, jez se ukazuje jako u¢inna metoda regulace vyskytu kiidlatky. Pastva se na dané
lokalit¢ musi zahgjit vcCas, aby rostliny nebyly pierostlé a zvifata je pfijimala.

(MORAVKOVA, 2003).

2.2 Alelopatie

Vsechny zivé rostliny bez vyjimky jsou vuzké dialektické vazbé se svym
prostiedim biotickym i biotickym. Faktorem, ktery vzajemné vztahy mezi rostlinami
a mezi nimi a prostfedim vyrazné ovliviiuje, je relativni stalost rostlin v biotopu, jejich
upevnéni v pidé (LASTUVKA, 1986).

Piida je otevieny dynamicky systém, ve kterém probihd vyména energii a hmoty
s prostfedim. Je nositelkou rostlinného a Zzivocisného Zzivota; ovliviiuje vyvoj nejen
vegetace, ale vSech suchozemskych cenoz. Diilezitou vlastnosti pidy je jeji urodnost, jez je
dana schopnosti zajistovat vysSim rostlindm dostatek vody, vzduchu, zivin a poskytnout
moznost upevnéni v piidé (NOVOTNA, 2001).

U autotrofnich organismi (pfedev§im fytolithotrofli) jsou velmi dilezité pravé
vazby na toto biotické prostiedi. Proces utvareni vazeb se nedéje sua sponte, ale na zékladé
informaci, tedy 1,, poznani‘ parazita ¢i symbionta nebo vzajemného rozpoznani organismu
v populaci. Pienos téchto informaci se uskutecituje pomoci specifickych chemickych
sloucenin, které jsou organismem vylucovany do prostfedi (nadzemnimi i podzemnimi
&astmi rostlin, pokozkou, exkrementy atd.) (KEJDUS a KUBAN, 1999). Vymezeni vztaht
a vazeb je v praxi dulezité pro tvorbu a ochranu kulturnich cenoz, poznani Zivota biocenoz
a jejich vyuziti (BURKHOLDER, 1952). Vzijemné vztahy mezi rostlinami a mezi
rostlinami a prostfedim mizeme rozdélit do tii kategorii — akce, reakce a koakce a obecné
je zahrnout pod pojem alelopatie (vzajemné ovlivnéni) (KLEJDUS a KUBAN, 1999).

NOVOTNA (2001) tento pojem uréuje, jako vzajemny vztah mezi organismy ve
spoleCenstvu, kdy jeden jedinec vytvaii a vylucuje do prostfedi toxické latky negativné
ovliviyjici jedince jiného druhu, poptipadé stejného druhu (autoalelopatie). KUBAYSHI
(2004) upftesiiuje termin alelopatie, jako produkci specidlnich sekundarnich metabolit,
kde biomolekuly, produkované rostlinou, se dostavaji do jejiho nejblizSiho prostiedi a zde

nasledné ovliviiuji rist a rozvoj sousednich rostlin.
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Vyznamnym rysem alelopatie je tedy pfitomnost tzv. alelopatik, jez funguji jako
pfenasede informaci (KLEJDUS a KUBAN, 1999). Mezi alelopatika zatazujeme obecng
vSechny latky vesmés sekundarniho metabolismu napf. blastokoliny, nivotoxiny,
fytoalexiny, eleiny, exohormony, koliny, ferohormony, fytoncidy atd. (LASTUVKA,
1986). Alelopatické ucinky jsou mimotfadné vyznamné pro vzijemné vztahy mezi
rostlinnymi druhy jak v pfirozenych ekosystémech, tak v agroekosystémech (KLEJDUS
a KUBAN, 1999).

2.3 Sekundarni metabolismus

2.3.1 Sekundérni metabolity

Podle SEBANKA, PROCHAZKY a LASTUVKY (1989) mtizeme sekundarni latky
definovat jako rostlinné latky, vzniklé ¢i odvozené od sacharid, bilkovin a tukdl, jez byly
diive dosti Casto povazovany za nezpracované zbytky metabolismu, bez zjevné funkce.
AvsSak podle autord byla tato hypotéza zcela mylnd, nebot’ maji zcela zjevné misto
v obrannych mechanismech buiiky a rostlin.

Metabolismem (latkovym a energetickym) rozumime soubor regulovanych
biochemickych reakci zajiStujici stavebni latky a nezbytnou energii pro jejich funkce.
Jednotlivé reakce jsou fazeny do reakénich fetézcii — do tzv. metabolickych drah. Ty
mohou slouzit bud’ k biosyntéze latek (anabolismus), nebo k jejich Stépeni (katabolismus).
Zakladni metabolické drahy, jako je glykolyza, fotosyntéza, pentosovy cyklus lze zahrnout
pod pojem primarni metabolismus. Od n¢j se pak odviji biosyntéza a degradace latek
zahrnovanych dnes do sekundarniho metabolismu (MACHOLAN, 2003).

Rozdéleni metabolitd na primarni a sekundarni ziejmé pochazi od rostlinnych
fyziologl, ktefi tak chtéli odlisit latky vznikajici bézné u vSech rostlin (bilkoviny,
sacharidy, lipidy, chlorofyl) od téch, které lze dokazat jen u nemnoha ¢eledi nebo druht,
a které nemaji obecnéjSi metabolicky vyznam (terpeny, glykosidy, alkaloidy)
(MACHOLAN, 2003). Poget znamych zastupcti je znaény (LASTUVKA, 1986). Maji
velmi rozmanitou chemickou strukturu, zplisoby jejich tvorby byly objasnény az
s rozvojem metod vyuZzivajicich latek znagenych izotopy '“C, ?H, °H, '*0, N, 3?P, 3°S
(MACHOLAN, 2003).

I pti obrovské rozmanitosti téchto latek je obdivuhodné méalo metabolickych cest
jejich syntézy (LASTUVKA, 1986).

Metody studia biosyntézy sekundarnich metabolitli je obecné mozno shrnout do

Sesti etap:



- 1solace metabolitu a urceni jeho struktury prostiedky organické chemie

- narys molekularni architektury na zaklad¢ srovndni struktury podobnych
latek
- urceni prekursoru pomoci isotopicky znacenych latek

- nastin biogenese — véetné modelovych syntéz
- enzymologicky vyzkum dil¢ich reakénich krokli metabolickych drah
- studium regulace syntézy a odbouravani daného metabolitu

Jednim z cilt experimentalnich praci v oblasti sekundarniho metabolismu je urceni
mista v primarnim metabolismu znéhoz vychdzi syntéza dané slouceniny, jde tedy
o urceni prekursoru — latky od niz se odviji pfislusna specifickd metabolickd draha
(MACHOLAN, 1998).

LASTUVKA (1986) uvadi dvé hlavni cesty syntézy sekundarnich latek: pies
pyruvat a acetat a druha pres kyselinu Sikimovou a aminokyseliny. Existuji ovSem i latky
vzniklé spojenim obou cest, napt. flavonoidy.

Mnohé prirodni latky lze fadit do biogenetickych skupin charakterizovanych
jednim typem prekursoru, jiné vSak ke svému vzniku vyZzaduji dva ¢i vice prekursort.
Napt. flavonoidni pigmenty obsahuji dva aromatické cykly, znichz jeden pochézi
z kyseliny p-kumarové (metabolit fenylalaninu) a druhé ze tfi molekul kyseliny octové

(polyketidova syntéza) (MACHOLAN, 1998).

2.3.2 Biologicky aktivni sekundarni metabolity

WHITTOKER a FLENY (1971) in LASTUVKA (1986) zahrnuli alelopatika pod
pojem alelochemikélie a rozdé¢lili je na dvé skupiny, fungujici jednak mezi druhy
(alelochemicky efekt: allomony, kairomony a depresanta), jednak uvnitf druhu
(interspecificky chemicky efekt: autotoxiny, adaptivni autoinhibitory a feromony).

Existuji velmi pfesné poznatky o funkci vétSiny hlavnich sekundarnich latek, tedy
latek nikoli vyZivné povahy, ve fyziologickych reakcich rostlin (LASTUVKA, 1986).

V nékterych piipadech vSak jejich funkce v rostlinach nejsou jesté zcela
prozkouméany (VRCHOTOVA, SERA a TRISKA, 2005). Sekundarni latky maji tlohu
informaéni nebo jsou fyziologickou souéasti procest obrany a Gtoku (LASTUVKA, 1986).
Bylo zjisténo, Ze pii ptisobeni stresovych faktorii (napt. houbové a virové nakazy, zvyseni
UV zafeni) se v téle zvySuje obsah nékterych sekundarnich metaboliti. Tyto diky svym
fungicidnim, antibakteridlnim a antioxidacnim vlastnostem chrani rostliny pred

poskozenim (VRCHOTOVA, SERA a TRISKA, 2005).



Rostliny se diky neuvéfitelnému mistrovstvi syntézy téchto latek ve srovnani
s zivotichy (SCHWARZE, 1958 in LASTUVKA, 1986) mohly adaptovat na nejriizngji
trofické ¢i jiné vazby a vytvofit na kazdy podnét z prostfedi odpovidajici geneticky
determinovanou odpovéd’.

Zkoumani riznych forem biotickych vztahii vedlo ke pojmenovéni kazdé skupiny
alelopatik, fungujicich v dané formé (LASTUVKA, 1986).

Tak GRUNER (1955) in LASTUVKA (1986) pro oblast alelopatického ovlivnéni
mezi vy$§imi rostlinami navrhuje pro G¢inné latky termin koliny. Navic vSak existuji latky,
jez jsou funkéné rovnocenné s alelopatiky a jsou zahrnuty pod pojem blastokoliny, tj. latky
inhibujici kli¢eni semen (LASTUVKA, 1986). Sem bychom mohli zahrnout latky z rostlin,
vylucujici alelochemikalie, které v poc¢ate¢nim stadiu vyvoje retarduji kli¢eni semen nebo
vyvoj jinych rostlin ve svém okoli. Tak si pro sebe zabezpecuji energii a ziviny. Tyto
chemické latky jsou produkovany v riznych organech s riznou intenzitou (jak v prostoru,
tak ¢ase) a mohou byt kumulovany v riznych rostlinnych ¢astech (KLEJDUS a KUBAN,
1999).

2.4 Rostlinné fenolickeé latky

2.4.1 Chemické vlastnosti fenolickych latek
Tato skupina sloucenin je chemicky zna¢né rtiznoroda a v diisledku toho jsou pestré
1 vlastnosti a biologické Uc¢inky. Fenolické skupiny vnasSeji do téchto latek polaritu, ktera

ovliviuje:

rozpustnost ve vode¢ ( v zavislosti na poméru poctu téchto skupin k velikosti
uhlikového skeletu)

tvorbu vodikovych mustki

slabé kysely charakter
Fenolické skupiny umoznuji vznik esterovych a etherovych vazeb. Pokud jsou
navzajem v polohach ortho- ¢i para- , snadno se oxiduji na chinony (KALAC, 2001).
Fenoly jsou latky blizce pfibuzné s enoly. Maji skupinu -OH pfipojenou piimo na
aromatické jadro. Fenolickd hydroxylova skupina je véazédna na uhlik zapojeny
do mesomerniho aromatického systému. Fenoldtovy ion ma tak k dispozici tadu
mesomeriich forem; fenoly jsou proto slabymi kyselinami. Nejjednodussim z nich je fenol.

Jeho fenolickd hydroxylova skupina miZe tvofit estery a étery (KARLSON, 1981).



Obr. €. 1: Vzorec fenolu (KARLSON, 1981).
2.4.2 Struktura a vyskyt fenolickych latek

Do této skupiny patii latky od jednoduchych derivati benzenu, kyseliny benzoové
a skoticové, prez flavonoidy, anthokyany a kumariny az po latky tak slozité, jako jsou
tfisloviny nebo lignin (PROCHAZKA, SEBANEK a kol., 1997).

Ttisloviny (taniny, ang. tannins) jsou rostlinné polyfenoly rozpustné ve vodg,
majici schopnost srazet bilkoviny (BUCHAR a kol., 1973). Vyznacuji se trpkou chuti. Déli
se na tfisloviny kondenzované a hydrolyzované a jejich chemickd struktura je odli$na.
Hydrolyzované ttisloviny jsou typické pro duby (kira, dievo, dubénky) a fadu léCivych
bylin. Patii sem napt. kyselina galovd. Kondenzované tfisloviny se odvozuji od zékladniho
skeletu flavonu. Substituci na obou aromatickych jadrech vznikd napf. katechim, jako
molekulové hmotnosti piipadaji 2 — 3 fenolické skupiny. Kondenzované ttisloviny se
vyskytuji €astéji. Jsou soucasti mnoha volné€ rostoucich rostlin, predevsim dvoudéloznych
bylin, nékterych picnin, ovoce a zeleniny (KALAC, 2001).

Ligniny ( z lat. lignum = dfevo) je nazev pro slozité polyfenoly jednotného slozeni.
V nenarusenych bunéénych sténach je lignin kovalentné vazan na hemicelulosy (KALAC,
2001). Je soucasti rostlinnych vldken, dava jim tuhost a pevnost (REJMAN, 1966).
Ptibuzné lignini jsou lignany, jsou to dimery az oligomery pfitomny napi. jako
antioxidanty v kvétech, semenech, stoncich, listech i kofenech (ANONYMUS, 2001).

Flavonoidy (anthoxanthiny) jsou zlut¢ az oranzové latky kvétt, listd a ploda
prevazné¢ dvoudé€loznych rostlin (flavus = 7Zluty). Piikladem flavonolu s jednou
hydroxylovou skupinou vdzanou na benzenovém jadre je napft. kvercetin .

Anthokyany vznikaji biochemickou redukeci flavonoidl; barviva cervenych,
fialovych az modrych kvétd, listd a plodi ¢etnych rostlin. Jsou obsazeny v bunéénych
vakuolach a jsou téz vazany na pektiny. Jsou to glykosidy, jejichz aglykony se nazyvaji
anthokyanidiny, jejichz redukci vznikaji katechiny, jeZ jsou pfirozené¢ obsazeny v cCaji,

smrkové kute a dubové kufe(nazev od kefe Acacia catechu). Jsou to bezbarvé latky, které



snadno polymeruji na hnédé produkty — tzv. kondensované tfisloviny. Jsou slabé
kancerogenni.

Kumariny se tvofi z o-hydroxiskoficovych kyselin pfes svoje glukosidy jako
meziprodukty (viin€ sena). Jsou regulatory kliceni semen (blastokolinovy u¢inek — kliceni
nastava az po jejich vyplaveni vodou) a jsou zname svym antagonismem k vitaminu K
(MACHOLAN, 2003).

Stilbeny maji své misto vochrané rostlin proti bakteridlnim a houbovym
patogentim, ptisobi jako inhibitory kliceni (ANONYMUS, 2001) . Napft. resveratrol a jeho
derivaty patfi mezi UCinné alelochemikélie (ovliviiuje kli¢ivost a rist rostlin
(VRCHOTOVA,SERA a TRISKA 2005).

K dal$im rostlinnym fenoliim lze zatadit bézné fenolické kyseliny odvozené od:

- benzoové kyseliny (kys. gallova, kys. vanilinové a dal.)

- trans skoficové kyseliny ( fenylpropeny, fenylpropanoidy: kys.
p-kumarova, kys. sinapova, kys. kadvova a dal.) (KALAC, 2001).

Kyselina benzoova (kys. benzenkarboxylovda, CsHsCOOH) je nejjednodussi
a soucasn¢ nejdéle znamd arylkarboxylova kyselina. V piirod¢ je pfitomna v zZivici
a ¢cernouhelném dehté. Ma silné antiseptické ucinky (BUCHAR a kol., 1973). Jeji derivaty:

Kyselina gallova (kys. 3,4,5-trihydroxybenzoova) (KLEJDUS a KUBAN, 1999)
patii mezi nejdéle zndme a soucasné¢ nejrozsirenéjsi rostlinné organické kyseliny. V ptirode
se nachéazi predev§im ve formé esterti a glykosidi. Vyskytuje se 1 v dubénkéch, dubové
kute, v listech cajovniku apod., kde je pravé hlavni slozkou tiislovin (BUCHAR a kol.,
1973).

Kyselina vanilova (kys. 3-hydroxy-4-methoxybenzoova) je dalsi biologicky aktivni
latkou; derivatem kyseliny benzoové .

Kyselina syringova (kys. 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoova)

Kyselina protokatechova (kys. 3,4-dihydroxybenzoovd) (KLEJDUS a KUBAN,
1999) je posledni zminovanou z fady derivatii odvozenych od kyseliny benzoové. Derivaty
této kyseliny byly identifikovany v rostlinach rodu Oxalis a jsou fazeny mezi G¢inné
turgoriny, které jsou schopny zajistit v rdmci tigmonastie Sifeni vzruchu chemickym

signalem (SCHILDKNECHT, 1983 in PROCHAZKA, SEBANEK a kol., 1997).
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kyselina 4-hydroxybenzoova
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HO kyselina protokatechova
HO,

HO ‘ COOH
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HO— COOﬂ

kyselina vanilova

CH,0

Obr. &. 2: Derivaty kyseliny benzoové (KLEJDUS a KUBAN, 1997).

kyselina syringova

Kyselina skoficova (kys. trans-fenylakrylovd , CéHs-CH=CH-COOQOH) se nachdazi
v piirodé bud’ volna, nebo jako ester v nékterych silicich, pfedevS§im vSak v silici
skoticové, proto se takto nazyva. Tato kyselina i jeji derivaty jsou pro své vlastnosti hojné
uzivany ve vyrob¢ parfémii (BUCHAR a kol., 1973). Jeji derivaty:

Kyselina p-kumarova (kys.4-hydroxyskoticova)

Kyselina kavova (kys. 3,4-dihydroxyskoticova)

Kyselina ferulova (kys. 4-hydroxy-3,5-dimethoxyskoficova)

(KLEJDUS a KUBAN, 1999)
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OCEHZH-COOH
kyselina skoricova
HO—O—CH=CH—C00H
kyselina p-kumarova

Ho CH=CH-COOH

HO kyselina kavova

CH,0

HO O CH=CH-COOH

CH,0

kyselina felurova

Obr. &. 3: Derivéty kyseliny skoficové (KLEJDUS a KUBAN, 1997).

V soucasné dob¢ je znamo asi osm tisic vyznamnych rostlinnych fenola (ang. plant
phenolics) (KALAC, 2001).

Fenolicky hydroxyl je pro buiiky toxicky, proto byva Casto blokovan glykosilaci
a methylaci. Tak lze dospét od skoficové kyseliny k variantdm, které mohou byt
prekursory dalsich latek (MACHOLAN, 2003).

Fenolické latky jsou rozsifeny obecné v celé rostlinné fisi, vyskytuji se Casto ve
znaén& vysokych koncentracich, vétsinou ulozeny ve vakuolach (KALAC, 2001). Jejich
vyskyt je znam obecné viadé rostlin (medunka, Salvéj, mata, zemédym) volné
1 konjugované (napft. kyselina rosmarinova je esterem kyseliny kdvové a mlécné). Jsou jim
ptipisovany lécivé, hlavné antioxidaéni Gcinky, ¢asto srovnatelné s vitaminem E. N¢které

z nich lze fadit do skupiny regulatort ristu (MACHOLAN, 2003).
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Tabulka €. 1: Nejbéznéjsi typy fenolickych latek v rostlinach sefazené podle poctu uhlika

(HARMATHA, 2005).

Slozeni Pocet Typy fenolickych litek Piiklady
uhlika

Cs 6 jednoduché fenoly, benzochmony katechol, hydrochmon
Ce-Cy 7 fenolické kyseliny / aldehydy kyselina salycilova
Cs-Ca 8 acetofenony, benzofurany 1sobenzofuranon
Ce-C;y 9 fenylpropanoidy, benzopyrany (kumariny)  viz obr. 7, chromen
Cs-Cy 10 naftochinony juglon, plambagin
Ce-Cs 11 ageratochromeny (prekoceny) prekocen I, II
{Csh 12 dibenzofurany, dibenzochinony, bifenyly  difenyleter, PCB
CsC1-Cs 13 dibenzopyrany, benzofenony. xantony difenylmetan, fluoren
Cs-Ca-Css 14 stilbeny, antrachinony, fenantreny resveratrol, emodin
CsC3-Cs 15 flavonoidy, izoflavony, chalkoty, aurony kvercetin, genistein
Cs-Cy-Cs 16 norlignany (difenylbutadieny) viz obr. 6, hinokiresmol
Ce-Cs-Cs 17 notlignany (conioidy) viz obr. 8, sugiresinol
{Cs-Cadz 18 lignany, neolignany vizobr1,5.8a9
{Cs-C3-Csh a0 biflavonoidy amentoflavon
{Cs-C3-Cshy n kondenzované tamny (flavolany) gallotaniny, ellagitaniny
{CsCa)y n lLigniy viz obr. 7
{Cs)y n katecholmelaniny rostlinné pigmenty

2.4.3 Metabolismus fenolickych latek

Lidské télo nedokédze tvofit latky sbenzenovym jadrem, proto jsou napf.

fenylalanin a tryptofan esencidlni. V rostlindich a mikroorganismech se vSak benzenové

jadro muize biosynteticky tvotit dvojim zplisobem:

-z cukernych metaboliti drahou Sikimatovou

- linedrni kondenzaci kyseliny octové (drahou polyketidovou)

- popftipadé kombinaci obou vyse uvedenych drah

Napft. obé moznosti vystavby aromatického jadra se uplatituji spolec¢né pii tvorbé
fenylchromovych glykosidt, které tvoii nevelkou skupinu barviv kvéta, listd a ploda
dvoudéloznych rostlin. Ptikladem je biosyntéza zlutého barviva kvercetinu (ptv. objeven
v kiife dubu — Quercus). Postranni aromatické jadro se tvoii Sikimatovou cestou pies
fenylalanin, kyselinu skoficovou a p-kumarovou, kterd je startérovou molekulou pro
vytvotfeni triketidu zkyseliny octové. Cyklizaci vznikd druhé aromatické jadro
intermedialniho chalkonu. Uzavienim benzopyronového cyklu a hydroxylacemi dojdeme

ke kvercetinu (MACHOLAN, 2003).
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Obr. &. 4: Biosyntéza kvercetinu (upraveno dle MACHOLANA, 2003)

Syntéza fenolickych latek vychazi z fenylalaninu, ktery je za katalyzy enzymem
fenylalaninamoniaklyazou (PAL) pfeménén na kyselinu skoticovou, do jejiz molekuly se
pak zavadéji hydroxylové a metoxylové skupiny (HOHLBROCK a SCHEEL, 1989 in
PROCHAZKA, SEBANEK a kol., 1997). Tyto latky mohou byt polymerizovany na lignin,
suberin a tfisloviny, ale mohou z nich vzniknout i kumariny, flavonoidy apod. VétSina jich
je pravdépodobné transportovdna ve formé glykosidii. Degradace neni pftili§ prostudovéana
— rostlinna pletiva mohou hromadit dosti vysokd mnozstvi fenolickych latek a neni jasné,
do jaké miry jsou tyto latky v rostlingé degradovany (PROCHAZKA, SEBANEK a kol.,
1997).
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T Ho Wt
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Obr. €. 5: Schéma biosyntezy derivati kyseliny skoficové, flavonoidil, antokyant a ligninu
(upraveno dle Prochézky, Sebanka a kol., 1997).
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Ob¢ biosyntetické cesty vystavby aromatii maji svoje spole¢né zakladni etapy:
nejprve se vytvari zdkladni skelet, ktery je pak nasledné¢ modifikovan event. transformovan
pomoci nékolika malo specifickych enzymi do kone¢né podoby casto velmi podobnych
metabolitl tvoficich tzv. metabolickou sit’ (metabolit grid), jeZ representuje soubor
paralernich transformaci, katalyzovanych enzymy se $irsi substratovou specifikou. Tak lze
pomoci 3 az 4 enzyml dospét z jednoho substratu k velkému poctu produktii

(MACHOLAN, 2003).

2.4.4 Fyziologické ucinky fenolickych latek

Rostlinné fenolické slouceniny maji funkci v obrané rostlin pfed poSkozenim,
k tomu vyuzivaji svych fungicidnich, antioxida¢nich a antibakteridlnich vlastnosti
(VRCHOTOVA, SERA a TRISKA, 2005).

Nékteré fenolické latky, zejména derivaty kyseliny skoticové (p-kumarova, kavova,
ferulovd) benzoové a nékterych flavonoida inhibuji pfirozeny a dlouzivy rist indukovany
IAA (kys. idoly-3-octova; auxin), coz je rostlinny hormon, stimulujici rast rostlin. Tyto
ucinky se nejcastéji vysvétluji vlivem zminénych fenoli na peroxidazou katalyzovanou
degradaci IAA, kterd je in vitro stimulovana monofenoly a m-difenoly a inhibovéana
0- a p- difenoly. Jiné vysvétleni je v tom, ze derivaty kyseliny skoficové, zejména kyselina
felurova, jsou pfimym prekurzorem stavebnich jednotek ligninu a lignifikace omezuje
dlouzivy rist (PROCHAZKA, SEBANEK a kol., 1997).

Vsechny alelochemikdlie vSak vur¢itém rozmezi koncentraci fyziologicky
ovlivityji (stimuluji ¢i inhibuji) rGst a vyvin rostlin. Cela fada jich ma tedy vliv na kli¢eni,
jiné zpusobuji depresi transpirace rostlin nebo inhibuji fosforylaéni mechanismus. Jiné
depolarizuji membranovy potencial bunky, méni strukturu a vlastnosti membran a tim
piijem Zivin (KLEJDUS A KUBAN, 1999).

Obecné rozsifené¢ fenolické latky maji své misto 1 vobrané rostlin pred
mikroorganismy, pro néZ jsou zpravidla toxické jiz ve velmi malych koncentracich (10 —

10°M) (MACHOLAN, 2003).

2.4.5 Faktory ovliviwyjici alelopatické u€inky biologicky aktivnich
fenolickych latek
2.4.6

Abiotické faktory: nejdilezitéjSim abiotickym faktorem je podle KLEJDUSE

a KUBANE (1999) piida, jako slozity fyzikalni, chemicky a biologicky systém. Jednotlivé

fenolické biologicky aktivni latky vstupuji do piidniho systému, jsou vystaveny procesim
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jako retence, transformace a transport. Na alelopatické pusobeni téchto latek maji vliv
rovnéz pidni charakteristiky jako vodni rezim, obsah Zivin, teplota, pH a obsah organické
hmoty.

Alelopatika se do pudy dostavaji bud’ aktivnim vyloucenim z kotent rostlin, ¢i se
pasivné uvoliuji z rostlinnych ¢asti listl, stonkl, plodi a semen vymyvany destém, jako
latky ve vodé rozpustné nebo pti dekompozici a postupné humifikaci rostlinnych zbytkl
(LASTUVKA, 1986).

Biotické faktory, k nimz patfi: napi. hustota porostu, riistova stadia, mikrobidlni
aspekty a stafi rostlin, se vyznamné podili na aktivité fenolickych sloucenin. Je prokazano,
ze koncentrace fenolickych slouc¢enin vpidé je vyznamnym faktorem pro rist
a diferenciaci rostlin. Pokles fytotoxicity vzrlstd s hustotou porostu (plant denzity),
ponévadz pii vys§i hustoté pfijimd kazdd rostlina mens$i mnozstvi potenciondlni
alelochemikalie (KLEJDUS a KUBAN, 1999). Je tieba rozlisit, zda ma dan4 latka letalni &i
neletalni u¢inky (LASTUVKA, 1986). Je taktéz dilezité, Ze obsah alelochemikélii se
v rostliné méni v rizném rastovém stddiu (GALLET a LEBRETON in KLEJDUS
a KUBAN, 1999). Autofi uvadéji, ze pouze jedna az tii minoritni fenolické slougeniny
ziskané ze zelen¢ho listi, byly také nalezeny v hnédém listi. Kyseliny protokatechova
a p-kumarova byly zastoupeny v hnédém listi z20 — 30% z pivodniho obsahu. Nékteré
dalsi zhnédého listi upln€ vymizely. Dokonce 1 metabolity pfevazné puadnich
mikroorganismt sehravaji dulezitou roli ve fytotoxicité zbytkli rostlinnych organt

(KLEJDUS a KUBAN, 1999).

2.5 Extrakce, izolace a identifikace fenolickych alelochemikalii

Ptirodni organické latky byvaji jen ziidka Cisté (chemicka individua). Zpravidla
metodami (BUCHAR a kol., 1973).

Vétsina fenolickych sloucenin, identifikovanych jako alelochemikalie, byla
extrahovana zrostlinného materialu (KLEJDUS a KUBAN, 1999). Pojem extrakce
vysvétluje (REJMAN, 1966) jako vyluhovani; pfevedeni latky z jedné faze do druhé.

Metody extrakce a izolace fenolickych latek z rostlinného materialu jsou zalozeny
prevazné na acidité karboxylovych a hydroxylovych skupin vazanych na aromatickém
jadie (KLEJDUS a KUBAN, 1999).

K oddé¢lovani jednotlivych ¢asti latek, je mozno obecné uzit metody dvojiho typi:
fyzikalni a chemické. Z fyzikalnich metod pouzivame k Cisténi a izolaci organickych
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sloucenin napft. jednoduché promyvani, filtraci, odstfed'ovani, sublimaci a destilaci. Za
velmi jednoduchou, avSak G¢innou je povazovéana tzv. chromatografie. Daji se tak délit
1 komplikované smési organickych latek na zékladé jejich rtizné adsorpce rozli¢nymi,
vétSinou organickymi materialy.

Z chemickych metod uzivame k ¢isténi nekterych latek srazeni na zakladé zmény
pH roztoku nebo na zdkladé tvorby nerozpustnych slouc¢enin. Napiiklad nekteré organické
kyseliny a z4sady nerozpustné ve vod¢ tvoii soli ve vod¢ dobte rozpustné. Roztoky téchto
soli se daji Cistit filtraci, krystalizaci apod. Pfidanim kyseliny nebo zasady k roztoku se ze
soli uvolni pfislusna nerozpustna kyselina nebo zdsada, kterou je mozno izolovat
(BUCHAR a kol., 1973). Izolace je zchemického hlediska pochod, jimz se z dané
soustavy latek vylucuje jedna slozka (REJMAN, 1966).

U riznych matric pevnych vzorki, jako jsou pida a rostliny, byva v prvni fazi
provadéna ucinna a rychla ultrasonifikace, prosta extrakce kapalinou, né¢kdy pouze digesce
rozpoustédlem, v némz jsou vzorky dobie rozpustné.

V posledni dobé se stdle vice vyuziva kombinace separacnich a obohacovacich
technik, které zajiStuji prekoncentraci sledovanych analyti a pifipadné i1 odstranéni
nezadoucich komponent z analyzovaného materialu. Pevné misto v této oblasti zaujima
extrakce tuhym sorbetem (Solid Phase Extraction — SPE). Pii této technice piecisténi
a izolace fenolickych latek z rostlinného materialu se uziva SPE kolonek plnénych riznymi
sorbenty.

Koncentrace fenolickych sloucenin miize byt stanovena jak chemickou metodou,
ktera vyuziva redoxni reakce kovové vazby a postupy zalozené na specifické chemické
aktivité, tak tzv. protein — ,,binding essay®, kterd vyuziva stanoveni tanninové kapacity
fenolickych sloucenin.

Pro stanoveni celkového obsahu fenolickych sloucenin v pidé byva vyuzito adice
fytotoxickych latek a srovnani jejich koncentrace v pudé pred touto adici. Autofi poukazuji
na moznost negativniho ovlivnéni vysledku extrakce pouZzitim organickych rozpoustédel
a mletim vzorku pro extrakci. Podle nich mlze napf. dojit k uvolnéni takovych latek
(enzym, soli atd.), které nemohou byt jinak uvoliilovany béhem ptirozenych podminek.

Pro separaci fenolickych sloucenin z piidy je k dispozici fada metod. Napt. pro
extrakci volnych a reversibilné vazanych fenolickych sloucenin je mozno uzit vodu
a EDTA. Dalsi metodou je alkalickad hydrolyza s pouzitim 0,5 % roztoku Ca(OH):2 a 2-M
NaOH. Metoda, ktera se vyuziva pro urceni ptritomnosti aktivnich fenolickych sloucenin

v pid€ vyuziva extrakci z neutrdlniho prostiedi s pouzitim vody a NA2EDTA o pH 7,5

17



jako chela¢niho cinidla. Spravny vybér metody extrakce je dualezity pro ziskani
relevantnich vysledkti (KLEJDUS a KUBAN, 1999).

Stupné Cistoty organické slouCeniny se zjiStuji uréenim specifickych fyzikéalnich
konstant, jako je teplota tani, varu, hustota, index lomu apod. Latku je povazovana
povazovat za chemicky Cistou, jestlize se hodnoty uvedenych konstant dal§im ¢iSténim
neméni (BUCHAR a kol., 1973).

Strategickou roli v alelopatickém vyzkumu hraje detekce a identifikace aktivnich
latek. Mezi orientacni techniky patii chromatografie na tenké vrstvé TLC popft. na kolon¢
CC (KLEJDUS a KUBAN, 1999). Papirova a tenkovrstva chromatografie jsou vhodné
zejména pro déleni a predbéznou identifikaci latek; jsou casto uzivany v kombinaci
s biotesty €i pro preparativni U€ely. Chromatografie na tenké vrstvé ma vyhodu rychlého
provedeni, ostfejsiho oddéleni a vétsiho vybéru detekénich &inidel .Castou nevyhodou pii
preparativnim postupu jsou dosti vysoké ztraty. Detekeni limit téchto metod byva okolo
stovek pmol. (PROCHAZKA, SEBANEK a kol., 1997).

Pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni jednotlivych fenolickych sloucenin v ptidé
a rostlinnych extraktech ¢i kofenovych exudatech jsou s tspéchem pouzivany predevsim
chromatografické a elektromigra¢ni metody — HPLC, GC a CE (ve srovnani s plynovou
chromatografii je HPLC univerzalngjsi; lze stanovit i latky netdkavé, (MACHOLAN,
1997), hmotnostni spektrometrie (MS) a nuklearni magnetickd rezonance (NMR). Je
vyuzivano nékolika typd sorbentl. Detekce jednotlivych latek se po probé&hlé
chromatografii provadi napt. spektrofotometricky v UV oblasti (220 — 300 nm).
Identifikace jednotlivych latek pak spoCivd v porovnani retencnich ¢ast s €asy standardd,
coz podle autora vede v mnoha ptipadech k omylim. Vysledky identifikace silné z&visi na
G¢innosti extrakénich techniky a postupu a citlivosti detekce (KLEJDUS a KUBAN,
1999).
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3 METODIKA
3.1 Obecny pristup

Alelopaticky uc¢inek biologicky aktivnich rostlinnych fenolickych latek je
v pfirozeném prostfedi zavisly na fad¢ faktorti. K stanoveni alelopatick¢ého potencidlu
v laboratornich podminkach mohou byt pouzity rozdilné typy laboratornich metod mezi
které fadime napf.: testy semichronické toxicity na semenech Leucosinapis alba, testy
akutni toxicity na referencnich latkach atd. Pro prokazani pfitomnosti biologicky aktivnich
fenolickych latek a jejich alelopatického potencidlu v extraktech rostlinnych ¢asti rodu
Reynoutria bylo pouzito prvnniho jmenovaného zpusobu a to jednoduchého testu kliceni
semen. Testovan byl vliv extrakti na kliceni semene, rist hypokotylu (¢lanku
naddélozniho) a rast kofene (klicku) u kli¢icich semen hotcice bilé (Leucosinapis alba)
v pocatecnich stadiich vyvoje.

Prvy test byl provadén na dvou testovacich organismech, hot¢ici bilé (Leucosinapis
alba) a salatu setém jarnim (Lactuca sativa). Semena salatu vSak v dobé odeétu vykazovala
nizkou kliCivost a vysokou zaplisnénost a tak bylo od testovani na tomto organismu
odstoupeno. Zarovenl byla také upravena délka kultivace (z pivodnich 78 hodin) na 48
hodin a to z téhoz divodu, nebot’ se na kulturach 3. den kultivace objevovala plisen.

Test kontrolou klicivosti spoc¢iva v kultivaci semen na podlozkadch nasycenych
roztoky extrakti ve srovnani se semeny, které rostou na podlozce nasycené destilovanou
vodou. K témto ucelim je mozno pouzit jednak extrakty pfipravené z celych rostlin nebo
jejich ¢asti nebo piimo izolované chemické slouceniny nebo jejich smési. V naSem piipade
bylo uzito extraktl ze susenych a zivych listi ¢i podzemnich ¢asti kiidlatek a roztokd
standardu kvercetinu.

Vybrané¢ extrakty byly analyzovany metodou vysokotlaké kapalinové
chromatografie (HPLC) a timto zptisobem v nich byly identifikovany vybrané biologicky

aktivni fenolické latky.

3.2 Charakteristika druhi rodu Reynoutria

Kfidlatka japonska (R. japonica) je vytrvala bylina s dlouhymi, silnymi a bohaté
rozvétvenymi podzemnimi oddenky. Lodyhy jsou piimé, kiehké a duté v horni casti
vétvené, Casto Cervené skvrnité. Dortstaji az do vysky 2,5 m. Listy jsou fapikaté,
podlouhle az Siroce vejcité, Cepel listu je Siroce trojuhelnikovitd. Kvéty jsou malé, bilé,

slabé rizové nebo zelenobilé a vytvareji kvétenstvi, tzv. latu. Kvete od Cervence do zafi.
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Plodem jsou nazky. Kiidlatka sachalinska (Reynoutria sachalinensis) se od kiidlatky
japonské 1i8i pfedev§im mohutnéjSim vzristem a velikosti a tvarem listi. Lodyhy dortstaji
do vysky 4 m. Az 30 cm dlouhé¢ listy vyrtstajici na kratké stopce maji podlouhle ovalny
tvar, na bazi jsou mélce srdcité, ke Spicce zuzené. Kiidlatka ¢eska (R. x bohemica) je
kiizencem kiidlatky japonské a sachalinské. Byla popsana ze stiednich Cech a $ifi se
rychleji neZ rodiCovské druhy. Jednotlivé rostliny nejsou jednotného vzhledu, ale tvofi
fadu prechodnych forem (MORAVKOVA, 2006).

Kfidlatka sachalinskd ma mnoho spolecnych znakt s kiidlatkou japonskou. Hlavni
rozliSeni je v listech. Kridlatka sachalinska (Obr.6) ma vétsi listovou Cepel, vétSinou

podlouhlého vejgitého tvaru, v dolni &asti je Sepel srdéita (PYSEK a MANDAK, 2001).

R. Japonica Reynoutria x bohemica R.sachalinensis

Obr. ¢. 6: Listy druht rodu Reynoutria

3.3 Charakteristika testovaciho organizmu

Hoi¢ice bila, (Leucosinapis alba (L.) Spach, synonyma: Sinapis alba L.,. Brassica
alba L.) patii do celedi brukvovitych (Brassicaceae). Je to jednoleta, ¢asn¢ jarni rostlina,
v zemedélstvi vyuzivand jako olejnina.

V pidé setrvava tenkym vietenovitym kotfenem. Lodyhu mé vzptimenou, az 150
cm vysokou s listy jasné zelené barvy. Kvéty jsou oboupohlavné. Pfi jarnim vysevu
kvétiny kvetou v kvétnu az Cervenci, pti letnim 1ze kvetouci hoicice vidét az do pozdniho
podzimu. Plody jsou odstalé, bile stétinaté SeSule. Kvetouci rostliny jsou opylovany
hmyzem, nejCastéji v€elami, jimz poskytuji pastvu v letnim a podzimnim obdobi. Péstuje
se predev§im pro semeno. Olej, kterého obsahuje semeno 24 - 32 %, je vyuZivan
v potravinarském pramyslu i pro technické ucely na vyrobu mydel, ve farmaceutickém
a kosmetickém pramyslu.
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Hoicice pochazi zjihovychodniho Stiedomofii, kde byla péstovana starovékymi
civilizacemi jiz 2000 let pied nasim letopoctem. V Evropé zacala byt péstovana v ranném
stiedovéku. Nejvétsi plochy hoi¢ice bilé jsou v Rusku, Indii a Cing.

Semeno rostliny je na brukvovité rostliny pomérné velké, je zluté nebo bélave zluté
kulovitého tvaru. Dosahuje priméru 1,5 — 4 mm, hmotnost tisice semen HTS se pohybuje
od 3 do 6,8 g. Po vykli¢eni vyrlsta jednoduchy koten s hypokotylem (Obr. 7). Pozdé&ji je
kulovity a bohaté¢ vétveny. Rostliné se nejlépe daifi na stfedné hlinitych nebo
hlinitopis¢itych ptidach, dobie hnojenych, s dostatkem véapniku a sneutrdlni az mirné
alkalickou padni reakci (KOCT et. al., 2001).

Pro nas experiment byla pouzita semena hoicice bilé (zlata), coz je dle distributora
plastickd, stfedné¢ pozdni odriida vhodna pro vSechny oblasti, ptfindSejici vysoky vynos
zelené hmoty i semene, odolné proti poléhani. HTS je pomérné vysoka (7,2 — 8g), semena

maji okrové zlutou barvu.

A
hypokotyl

h J
F

kofen

Obr. €. 7: Nakres mladé rostlinky hot¢ice bilé ( dle autora)
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3.4 Sbér a uprava rostlinného materialu

Pro jednotlivé testy bylo pouzito extraktii ze dvou hlavnich ¢asti rostlin kiidlatek
(listh a podzemnich ¢&asti) s predpokladanym nejvyssSim obsahem alelopaticky u¢innych
latek.Rostlinny materidl pro pfipravu extrakti byl odebran na rtznych lokalitach
standardnim zplsobem.

Podzemni casti kiidlatky japonské a sachalinské byly odebrany z rostlin rostoucich
na lokalité Slavkov u Ceského Krumlova, podzemni organy kiidlatky eské byly odebrany
z rostlin rostoucich v lokalité Cesky Krumlov. Sbér byl provadén na konci 1éta 26.8. 2003.
Byly odebrany mladsi, jesté ne piili§ zdevnat&lé asti. Cerstvy material byl rozemlet na
nozovém mlynku na kusy velikosti asi 1 cm a zmrazen. Nésledné byl lyofilizovan (zptisob
suSeni materidlu, kdy se z n¢j ve vakuu pii teplot¢ -50°C odpatfuje voda — pfistroj
lyofilizator) a az do doby uziti byl uchovavan v mraznicce pii teploté -20°C.

Podzemni ¢asti kiidlatky japonské byly odebrany z ctyfech rostlin pticemz kazdy
vzorek byl suSen a uchovéavan zvlast. Pro pfipravu extrakti byl vytvofen smésny vzorek,
k jehoz ptipravé bylo smichano 0,5g suSeného materialu z kazdé rostliny. Podzemni ¢asti
kiidlatky sachalinské 1 ¢eské byly odebrany ze tii rostlin a smésny vzorek byl pfipravovan
shodnym zptsobem (opé€t 0,5 g z kazdé rostliny), jako tomu bylo u kiidlatky japonské.

Listy kiidlatky japonské uréené na suSeni byly sbirdny z jedné rostliny na lokalité
Slavkov. Sbér listi se uskutecnil na pocatku 1éta 31.5. 2002, v suchém slunném pocasi,
v pozdnich rannich hodinach (cca. 10° hod), kdy na rostlinich jiz nebyla rosa. Byly
sbirany pouze takové listy, které nejevily zndmky zasychani, okusu ¢i jiného poSkozeni.
Tyto listy byly néasledné suSeny pti pokojové teploté po dobu 48 hodin. Material byl
rozdrcen na mlynku a uchovavan v plastovych ¢i sklenénych vzorkovnicich bez ptistupu
svétla az do doby uziti.

Cerstvy rostlinny material (listy kiidlatky japonské) byl odebran z rostlin
rostoucich v arealu AV CR na BraniSovské dne 21.6. 2005 a tento byl ihned pouzit

k extrakci a ptipravé vodnych zivnych vyluhi.

3.5 Priprava extraktu

Pro jednotlivé testy byly piipraveny extrakty zlistd ¢i oddenkt kiidlatek popf.

roztoky standardu kvercetinu, které byly uzivany pro kultivaci semen hoi¢ice.
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3.5.1 Ptiprava extrakti ze suSenych list kiidlatky japonské

bylo navdzeno 2 g smé&sného vzorku (viz 2.3. Sbér a uprava rostlinného
materialu) susenych listi kiidlatky japonské

k navazce bylo pfilito 40 ml vrouci dest. vody

smés byla dvé hodiny extrahovana za Castého protiepavani

po dvou hodinach byl extrakt ptefiltrovan pies sklenény filtr, zbytek byl

promyt destilovanou vodou a ptefiltrovan

byl zméfen vysledny objem extraktu (35 ml) a takto pfipraveny extrakt byl
pouzit pti kultivaci semen hoicice

3.5.2 Piiprava extraktl z Cerstvych lista kiidlatky japonské

listy byly lehce oplachnuty destilovanou vodou
nasledné byly natrhany na mensi ¢asti (ast cca. 10 cm? ) a piesné zvazeny

vaha Cinila 18,6 g

rostlinny materidl byl zalit 400 ml vrouci destilovanou vodou a 10 minut
pozvolna vatren

povareny material byl rozmixovan mixérem a ponechan 2 hodiny odstat

nasledné byl extrakt ptefiltrovan ptes papirovy filtr a pouzit pro kultivaci
semen hoicice

3.5.3 Ptiprava extraktll z podzemnich casti kiidlatek japonské, sachalinské a

Ceské

byly navazeny jednotlivé navazky smésnych vzorkid (viz 2.3.Sbér a uprava
rostlinného materialu)

k navazkam byla pfilita vrouci destilovana voda a to takto:

- kiidlatka japonska: 2g vzorku + 35 ml destilované vody
- kiidlatka sachalinska: 1,5g vzorku + 26 ml destilované vody
- kiidlatka ¢eska: 1,5g vzorku + 26 ml destilované vody

sm¢s byla dvé hodiny extrahovana za Castého protiepavani
po dvou hodinach byl extrakt piefiltrovan ptes sklenény filtr, zbytek byl
promyt destilovanou vodou a piefiltrovan

byl zméfen vysledny objem extraktu (32 ml k. japonska, 24 ml k.
sachalinskd a 24 ml k. Ceskd) a takto pfipraveny extrakt byl pouzit pfi
kultivaci semen hoicice

23



3.5.4 Ptiprava roztoku standardu kvercetinu

e roztoky kvercetinu byly pfipraveny ve dvou fedénich o rlGznych
koncentracich standardu

e bylo navdZeno 4 mg a 40 mg standardu kvercetinu

¢ jednotlivé navazky byly rozpustény v 8 ml metanolu (CH3OH)

e takto pfipravené roztoky kvercetinu (Q 4mg a Q 40 mg) byli uzity
k nanaseni na filtra¢ni papir v Petriho miskach

3.6 Testy klicivosti

Kazdy extrakt ucinnych latek byl testovan Ctyfmi paralernimi stanovenimi (na
¢tyfech Petriho miskach), kontrola byla testovana dvémi paralernimi stanovenimi (na dvou
Petriho miskach).

Do Petriho misek o priméru devét centimetrit byly vlozeny tfi kusy filtraéniho
papiru (KA4). Na vrstvu filtracniho papiru byl rovnomérné nanesen roztok extraktu ¢i
destilované vody (u kontroly) o objemu 6 ml a nasledn¢ byla do Petriho misky dle Sablony
rovhomeérné vlozena semena hoicice bilé v poctu 30 kusi na misku. Takto nasazena
semena byla kultivovana po dobu 48 hodin za stalé laboratorni teploty bez ptistupu svétla.

U testd kli¢ivosti provadénych s roztoky standardu kvercetinu bylo z ditvodu jeho
Spatné rozpustnosti uzito k rozpusténi metanolu. Pfipravené roztoky byly naneseny na
Petriho misky v objemu 2 ml. Nésledné byly misky umistény na dobu 30 minut do temna,
aby doslo k odpafeni metanolu. Po odpatfeni metanolu byl na filtra¢ni papir v kazdé misce
pfidana destilovana voda o objemu 6 ml. Do misek byla vloZzena semena a test toxicity dale
probihal za shodnych podminek, jaké uvadim vySe. U tohoto experimentu byla navic
krom¢ standardni kontroly s 6 ml destilované vody zatfazena specialni kontrola, ve které
bylo uzito 2 ml methanolu a po jeho odpafeni 6 ml destilované vody. K tomuto bylo
pfistoupeno, aby byl otestovan mozny vliv methanolu na vysledek testu. Tento vliv vSak
nebyl prokazan. Testovaci podminky jsou shrnuty v tabulce €. 2.

Po uplynuti kultiva¢ni doby 48 hodin byla u kazdého semene zmétena presna délka
kotene a hypokotylu. Kromé délky obou segmenti bylo sledovédno i procento rostlin, které
nevyklicily viibec. Dale bylo sledovano, zda se na kulturach objevuji zdvazné zmény, jako
je pritomnost plisni ¢i hniloby. Zmétené hodnoty byly zaznameniny do pfipravenych

tabulek a zpracovany na pocitaci v programech EXCEL a STATISTICA.
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Tab. €. 2: Souhrn testovacich podminek

Testovaci organismus Sinapis alba

Barva semen Okrové zluta

Pocet semen v jedné Petriho misce 30 ks

Sledovana odezva Rist kofene a hypokotylu ve srovnani s
kontrolou

Podminky testu Stala teplota 20 °C, temno

Pocet paralernich stanoveni 4 pro extrakt, 2 pro kontrolu

Objem testované koncentrace 6 ml na 1 Petriho misku

Doba expozice 48 hodin

Chemikalie: Vychozi roztok testovaného  extraktu,
destilovana voda, metanol, kvercetin

3.7 Pristroje a pomiicky

Seznam uzitych laboratornich pomtcek: kadinky, odmérné valce, sklenéné filtry,
odmérné banky, pipety, stficky, filtracni papir (KA4) prim. 90mm, Petriho misky
o vnitinim pram. 90 mm.

Seznam uzité techniky a pfistroji: predvazky, analytické vahy, mixér, noZovy
mlynek, ptistroj HPLC.

Ptistroj HPLC: pumpa HP1050, DAD detektor Agilent1100, kolona Phenomenex
Luna 3n C18(2).

3.8 Chemikalie

Seznam uzitych chemikalii: destilovana voda, methanol a acetonitril (LiChrosolv

MERCK) , kvercetin (Aldrich), kyselina orthofosforecna.

3.9 Vyhodnoceni namérenych hodnot

Nameétené hodnoty délek kotenti a hypokotylii byly zpracovavany za pouziti bézné
vypocetni techniky. K vytvoreni kvalitnich a dostatecné vypovidajicich statistickych
vystupt, tabulek a obrazkl (grafli) byly uzity dva standardni softwerové programy EXCEL
a STATISTICA.
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3.9.1 Zpracovani v programu EXCEL

Pfi zapisovani a nasledném zpracovani dat bylo vychazeno ze zakladni pracovni
tabulky (Tab. 3). Jednotliva paralelni méfeni (2 pro kontrolu, 4 pro vzorek) byla slouc¢ena
a byla vypoctena jejich primérna hodnota a smérodatnd odchylka. Z téchto hodnot byl
vytvoren sloupcovy graf, ktery nazorné zobrazuje rozdil délek kotfenti a hypokotylti mezi
kontrolou a testovanym extraktem. K tomuto grafu byla vytvofena chybova usecka dle
vypoétenych SMODCH (smérodatnych odchylek). Pro ucely slovniho zhodnoceni bylo

dale v programu EXCEL vypocteno procento semen, které nevykliCily viibec.

3.9.2 Zpracovani v programu STATISTIKA

V tomto programu byly pocitany zékladni statistické parametry métenych hodnot
(prameér, median, standardni odchylka, standardni chyba a variance). Bylo zjisténo, ze
rozlozeni namétenych hodnot je bliz§i normalnimu rozlozeni nez jaké je u téchto dat po
jejich logaritmovani. Proto nebyla pied statistickym hodnocenim zadna data logaritmicky
transformovana.

Pro zjisténi signifikantni odliSnosti mezi rliznymi urovnémi jednotlivych méteni
a kontrolou byl pouzit balik Basic Statiscic and Tables a statistické zhodnoceni bylo
provadéno témito testy: t-test pro zavislé soubory, jednocestnda ANOVA a Tukey HSD test,
a to na hladin¢ vyznamnosti a<0.05 (STATISTICA 1999). Grafické vystupy nebyly

v tomto programu generovany.

3.10 Méreni na HPLC

Analyza vybranych extrakti uzivanych ke kultivaci semen byla provadéna na
HPLC. Podminky analyzy: mobilni faze A (5% acetonitril + 0,1% kyseliny fosfore¢né +
H20), mobilni faze B (80% acetonitril + 0,1% kyseliny fosfore¢né + H20). Gradient: 2% B
—50% B ... 55. min; 50% B —90% B ... 65. min. Priitok 0,25 ml.min™'.

Zaznam byl provadén v celém rozahu spektra — 190 az 600nm. Chromatogramy jsou
uvedeny pii 220 nm a 315 nm.

Vyhodnoceni probihalo pomoci standarda Cistych latek, jako napt. epikatechin,

resveratrol, piceid.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Testy klicivosti

Obrazek ¢. 8 zobrazuje rozdily hodnot délek kofenil a hypokotyli u testu klicivosti
semen pfi jejich kultivaci extraktem ze suSeného listu kiidlatky japonské. Doba kultivace
u tohoto testu byla 96 hodin. JelikoZ se vSak u tohoto testu objevila tfeti den na kulturach
pliseni, byla doba kultivace u naslednych testl zkracena na 48 hodin. Kli¢ivost semen
v kontrole byla 100 %. Kli¢ivost semen v pokusu s extraktem kiidlatky japonské byla 71%.
Z obrazku je patrny zna¢ny rozdil v délkédch obou métenych ¢asti na kli¢icich semenech.
Byl prokazan znacny alelopaticky potencial u extraktl ze suSenych listt kiidlatky japonské
a to jak na délku hypokotylu, tak i kofene (t-test, P<0.05). Obdobné signifikantni rozdily
byly zaznamenany i u dalSich méfeni (viz Obr. 9-12).

Konstatovanim alelopatického potencialu rostlin rodu Reynoutria byly potvrzeny
vysledky, které uvadi MANDAK (2004) pti polnim pokusu s extrakty z kiidlatek (viz.

2.1.4 Alelopatické t¢inky taxond rodu Reynoutria na invadovanou vegetaci).

Vliv extraktu ze susSenych listl k. japonské na  kli€ivost
semen hofcice bilé (kliceni 4 dny).
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Obr. ¢. 8: Graf vlivu extraktu ze suchych listi kidlatky japonské v porovnani s kontrolou.

Na obrazku ¢islo 9 jsou zobrazeny rozdily hodnot délek métenych ¢asti semen u
testu s extrakty z Cerstvych listl kiidlatky japonské. Kultiva¢ni doba byla jiz 48 hodin.
Kli¢ivost semen v kontrole byla 100%. Kli¢ivost semen v testu byla 87,5%. Podle
jednotlivych hodnot klicivosti bylo mozno u testu se suSenymi a cerstvymi listy (po
pfepocteni na stejné odpovidajici koncentrace) kiidlatky japonské urcit, ze alelopaticky
potencial, neboli inhibi¢ni aktivita biologicky G¢innych sekundarnich metabolitli na rtst
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a kli¢eni semen, je vysSi u extraktli ze suchého materialu oproti materidlu z Cerstvych
rostlin.

Je zajimavé, Ze byl zjiStén tento signifikantni rozdil mezi vlivem zalivky ze
suchych a Cerstvych listl, mezi suSenymi listy a suSenymi kofeny, pficemz ale nebyl
potvrzen rozdil mezi zivymi listy a zalivkou z kotenil (one way ANOVA, Tukey HSD test,
P<0.05). Tedy alelopaticky vliv zalivky z ¢erstvych listl a kofentt mél obdobny vliv. Vliv
extraktu ze suSenych listii byl vyrazné vyssi a to jak na hypokotyl tak i koten kli¢icich

seémen.

Vliv extraktu z ¢erstvych listl k. japonské na kli¢ivost
semen hofcice bilé (kliceni 2 dny).
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Obr. €. 9: Graf vlivu extraktu z Cerstvych listt kiidlatky japonské v porovnani s kontrolou.

Obrazek 10 zobrazuje graf vytvoieny z naméfenych hodnot délek podzemnich ¢ésti
semen u testu s extrakty ze suSenych podzemnich ¢asti kiidlatky japonské. Kli¢ivost semen
v kontrole byla 100%. Kli¢ivost semen v pokusu 96,6 %. Kli¢ivost je tedy podstatné vyssi,
nez tomu bylo u pfedchozich testd ( obr. 8, 9) s extrakty z listii kiidlatky japonské. Tento
vysledek potvrzuje, Ze z hlediska alelopatického plisobeni v ptirozeném prostiedi jsou listy
povrch pudy, zde se rozkladaji a dochézi tak k rychlému a G¢innému uvoliiovani aktivnich
latek. Jak jiz bylo uvedeno vySe, i u tohoto testu byl statisticky prokazdn znacny

elelopaticky potencidl extraktu, ktery lze vy¢ist i z pfilozeného obrazku.
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Obr. €. 10: Graf vlivu extraktu z oddenk kiidlatky japonské v porovnani s kontrolou.

Na obrazku €. 11 je znazornén graf zobrazujici rozdily hodnot délek podzemnich

Casti semen u testu sextrakty ze suSenych podzemnich c¢asti kiidlatky sachalinské.

Kli¢ivost semen v kontrole byla pii tomto testu 95 %, pficemz se v miskach neobjevily

zadné znamky zaplesnivéni ¢i hniloby. SniZena kli¢ivost byla patrné zplisobena starnutim

semen. Kli¢ivost semen v pokusu byla prakticky shodna s kli¢ivosti semen kontroly

95,5%. 1 u podzemnich casti kiidlatky sachalinské, stejné jako u k. japonské, se potvrdil

predpoklad, ze vliv extraktli na celkovou kliCivost semen hoi¢ice je niz§i ve srovnani

s extrakty z listi.
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Vliv extraktu ze susenych podz. ¢asti k. sachalinské na
klicivost semen hofcice bilé (kli€eni 2 dny).
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Obr. €. 11: Graf vlivu extraktu z oddenkt kiidlatky sachalinské v porovnani s kontrolou.
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Obrazek €. 12 zobrazuje rozdily hodnot délek podzemnich ¢asti semen u testu
s extrakty ze suSenych podzemnich casti kiidlatky Ceské. Kli¢ivost semen v kontrole byla
pii tomto testu 95 %, pfi¢emz se ani v tomto piipad¢ v miskach neobjevily zddné znamky
zaplesnivéni ¢i hniloby. Kli¢ivost semen v pokusu byla 90,8 %. Je zde patrny rozdil oproti
kiidlatce sachalinské. Tento rozdil byl pravdépodobné zplsoben odliSnym obsahem
jednotlivych alelopaticky ucinnych latek u jednotlivych druht rodu Reynoutria. Na fakt, ze
mezi druhy kiidlatek je zna¢ny rozdil nejen v habitatu, ale i v obsahu fenolickych latek
v podzemnich organech upozoriiuje praice VRCHOTOVE a kol. (2005). Autoii zjistili, Ze
obsah resveratrolu a jeho derivati je v kiidlatce japonské az 70x vétsi nez v kiidlatce
sachalinské. Podle nich je zna¢ny rozdil i v obsahu dalSich sledovanych latek napf.
resveratrolu a jeho derivatl, katechinu a epikatechinu. Obecné uvadéji, Ze v podzemnich
castech k. japonské prevladaly stilbeny (resveratrol a jeho derivaty), zatimco u kiidlatky

sachalinské byly dominantni katechiny.

Vliv extraktu ze susenych podz. ¢asti k. Ceské na kli¢ivost
semen hofrcice bilé (kliceni 2 dny).
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Obr. €. 12: Graf vlivu extraktu z oddenkt kiidlatky ¢eské v porovnani s kontrolou.

Obrazek 13 zobrazuje rozdily hodnot délek sledovanych casti semen u testl
s roztoky standardu kvercetinu o dvou riznych koncentracich (znaceno Q 4 —to je 1 mg na
jednu Petriho misku; Q 40 — to je 10 mg na jednu misku; ¢tyfi opakovani a Cistd kontrola).
U tohoto pokusu byla zafazena navic druhd kontrola a to s methanolem (znac¢ena M., viz
Metodika). Celkova kli¢ivost ¢isté kontroly byla 96,7 %, klic¢ivost kontroly s metanolem
97,8 %, kli¢ivost roztoku se 4 mg kvercetinu (Q4mg) 98,3 % a kli¢ivost roztoku se 40 mg
kvercetinu (Q40mg) byla 99,3 %. Tedy pii vySSich koncentracich kvercetinu byla

zaznamenana vySsi kli¢ivost nez u Cisté kontroly (o0 2,6%).
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Pti pokusu byl prokazan vyrazny vliv obou testovanych koncentraci kvercetinu na
rust hypokotyli semen hoicice. Byl potvrzen rozdil v délkach hypokotylt (nikoli kotfent1)
semenackl mezi kontrolami a pokusnymi testy s kvercetinem (t-test, detailn&jsi vysledky
viz Tabulka ¢. 4). Pfi inhibi¢nim pusobeni na kli¢eni semen pravdépodobné dochazi
k tomu, Ze rostliny spise ,,ob&tuji* hypokotyl (zaruku nadzemni lodyhy a listl), nez kofeny,
které nutné potiebuji k ziskdvani Zivin a vldhy zplidy. Tedy obé&tuji budoucnost ve
prospéch nutné piitomnosti. Je pravdépodobné, Ze pii vyssich koncentracich (nez jaké byly
v pokusu pouzité) by doslo k alelopatickému ptisobeni i na kofeny.

Dale bylo zjistén signifikantni rozdil u hypokotyld mezi cistou kontrolou
a kontrolou metanolem, ale mezi kontrolou metanolem a kvercetinem rozdil zaznamenan
nebyl (Tabulka ¢.4). Metanol ma tedy ¢aste¢ny vliv na rist hypokotylu.

Ob¢ vyse zminéné problematiky budou podrobnéji feSeny v budoucich pokusech
(magisterska prace).

Kvercetin ma tedy vliv na kli¢eni a rGst podzemnich organi semenacka. V nasi
praci jsem viak testovala pouze dvé koncentrace kvercetinu. Jak uvadi KUBAN
a KLEJDUS (1999) je alelopaticky efekt biologicky aktivnich fenolickych latek zavisly
nejen na typu pritomné alelochemikalie, ale i na jeji koncentraci v rostlin€, nebot’ nékteré
latky mohou za rtznych koncentraci vykazovat protichidné ucinky. Latky mohou pfi
urc¢itych koncentracich inhibovat a pfi jinych stimulovat rist. Z tohoto diivodu je studium
alelopatickych ucinkd znac¢né slozité.

M¢la bych otestovat vétsi Skalu koncentraci, abych mohla ucinit §ir§i zavéry.

Otestovani vétSiho spektra koncentraci bude proto naplni navazujici magisterské prace.

Vliv roztokll standardu kevrcetinu na kliceni semen hofcice bilé
(kli€eni 2 dny)
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Obr. ¢. 13: Graf vlivl roztokil kvercetinu (Q4 a Q40) na délky kofent a hypokotyld ve
srovnani s kontrolami (K a M).
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Tab. €. 3: Vysledky T-testu pro pokus s kvercetinem ( p < 0,050)

Kofen hypokotyl
K K K K
M 0,317 M M 0,000 M
KQ4 0,366 0,951 HQ4 0,000 0,639
KQ40 0,322 0,989 HQ40 0,002 0,443

Vysvétlivky k Tab. €. 3: K — kontrola, M — kontrola s metanolem, KQ4 — koten Q4, KQ40
— koten Q40, HQ4 — hypokotyl Q4, HQ40 — hypokotyl Q40

Tabulka ¢. 4 uvadi zakladni statistické hodnoty naméiené v jednotlivych pokusech.

Dilezity je zde pfedevSim pramér, standardni odchylka a median. Hodnoty uvedené pod

RSRK a RSRP (viz.vysvétlivky) nebyly dale zpracovavany, i kdyZ se jednd o vyznamny

faktor sledovany predevsim v produkéni ekologii. Zpracovani a vyhodnoceni hodnot téchto

proménnych bude pfedmétem dalsi prace (magisterska prace).

Tab. €. 4: Zakladni statistické hodnoty namétené v pokusu

Statistické hodnoty namérené v pokusech s extrakty

KK KK KK KK KK
Means N Std.Dev. | Variance | Median
RJ LS 35 60 20 399 33
RJ LC 17 60 8 59 17
RJ KS 16 60 7 47 17
RS LS 0
RS LC 0
RS KS 17 60 8 61 20
RB LS 0
RB LC 0
RB KS 17 60 8 61 20
All Groups 20 300 13 178 20
KH KH KH KH KH
Means N Std.Dev. | Variance | Median
RJ LS 16 60 8 66 17
RJ LC 7 60 4 12 7
RJ KS 5 60 2 4 5
RS LS 0
RS LC 0
RS KS 4 60 2 6 4
RB LS 0
RB LC 0
RB KS 4 60 2 6 4
All Groups 7 300 6 39 6
PK PK PK PK PK
Means N Std.Dev. | Variance | Median
RJ LS 3 120 4 13 2
RJ LC 5 120 4 19 5
RJ KS 5 120 2 6 5
RS LS 0
RS LC 0
RS KS 4 90 2 5 4
RB LS 0
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RB LC 0
RB KS 4 120 2 4 4
All Groups 4 570 3 10 4
PH PH PH PH PH
Means N Std.Dev. | Variance | Median
RJ LS 1 120 3 7 0
RJ LC 2 120 2 5 1
RJ KS 2 120 1 2 2
RS LS 0
RS LC 0
RS KS 2 90 1 2 2
RB LS 0
RB LC 0
RB KS 2 120 1 1
All Groups 2 570 2 4 1
RSRK |RSRK| RSRK RSRK | RSRK
Means N Std.Dev. | Variance | Median
RJ LS 3 59 2 2 2
RJ LC 302 60 1305 1703605 2
RJ KS 137 60 649 421696 3
RS LS 0
RS LC 0
RS KS 548 57 2970 | 8819233 4
RB LS 0
RB LC 0
RB KS 548 57 2970 | 8819233 4
All Groups 304 293 1965 | 3859527 3
RSRP |[RSRP| RSRP RSRP | RSRP
Means N Std.Dev. | Variance | Median
RJ LS 1896 86 1976 | 3904453 | 2000
RJ LC 1126 105 1701 2894035 4
RJ KS 98 116 510 259981 3
RS LS 0
RS LC 0
RS KS 177 86 689 474169 3
RB LS 0
RB LC 0
RB KS 122 109 588 346177 2
All Groups 640 502 1401 1961475 3
Statistické hodnoty namérené v pokusu s kvercetinem
Valid
Means N Std.Dev. | Variance | Median
KK 17 60 10 101 21
KM 16 60 8 69 18
KG4 17 120 9 74 19
KG40 18 120 9 74 19
KE4 18 120 8 63 19
HK 8 60 4 16 8
HM 6 60 3 10 5
HG4 6 120 3 8 6
HG40 7 120 3 9 7
RSRK 90 57 391 152520 2
RSRM 3 57 2 2 3
RSRG4 139 118 905 818230 3
RSRG40 71 118 466 217216 3
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Vysvétlivky k Tab. €. 4:

RJ, RS, RB = k. japonska, sachalinska a ¢eskd, LS = list suSeny, LC = list Cerstvy,
KS = koten suseny, KK = kontrola koten, KH = kontrola hypokotyl, PK = pokus kofen,
PH = pokus hypokotyl, RSRK a RSRP = podil mezi kofenem a hypokotylem, MEANS =
pramér, N = pocet stanoveni, VARIANCE = variance, MEDIAN = median, STD. DEV.=
standardni odchylka (ostatni viz pfedchozi tabulka ¢. 3)

4.2 Chromatogramy

Extrakty z podzemnich ¢asti a suchych listh kiidlatky japonské byly analyzovany
metodou HPLC.

Na chromatogramu extraktu zpodzemnich casti kiidlatky japonské jsme
identifikovali nasledujici biologicky aktivni latky: katechin, epikatechin, derivat
resveratrolu, piceid, rasveratrol (Obr. ¢. 14). Vyhodnotili jsme pouze ty peaky, které
muzeme piesn¢ identifikovat pomoci standardii. Na chromatogramu jsou i dalsi

dominantni peaky. JelikoZ k nim nebyly k dispozici finanéné nakladné standardy, podle

kterych bych je mohla identifikovat, nebyly na chromatogramu oznaceny a vyhodnoceny.
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standardii byly metodou HPLC identifikovany tyto biologicky aktivni fenolické latky:
derivaty kyseliny kévové, epikatechin a derivaty kvercetinu.Volného kvercetinu je vSak

v rostlinach malo, zato je vSak hodn¢ jeho derivath a to predevSim derivati s cukry.
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5 ZAVER

Vsechny provedené experimenty potvrdily predpoklady mnoha autort
o alelopatickém potencialu vSech tfi druhti rodu Reynoutria (kiidlatka japonska, k.
sachalinskd, k. ¢eskd). Pomoci testl kliivosti byl prokazan vliv vyluht z jednotlivych
rostlinnych c¢asti kiidlatek (oddenky, listy) na kliceni semen i rist klickli a hypokotyla.
Vyluhy z listi se ukazaly z alelopatického hlediska ucinnéj$i nez vyluhy z podzemnich
¢asti rostlin. Tedy kli¢eni semen bylo nizsi nez u kontroly a délky kli¢icich organii semen
byly krat$i nez u kontroly. Pfi testovani vlivu roztokl cistého standardu kvercetinu na
kliceni semen byl také prokazan inhibi¢ni vliv na kli¢ici semena.

Metodou HPLC byly ve vybranych extraktech identifikovany nésledujici fenolické
latky: katechin, epikatechin, derivaty resveratrolu, piceid, resveratrol a derivaty kvercetinu

Dalsi vyzkum v oblasti alelopaticky aktivnich latek lokalizovanych u druhti rodu
Reynoutria by v budoucnu mohl pfinést vysledky v podob¢ herbicidii postavenych ¢isté na
biologickém zaklad¢, jenz by byly Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi.

Tato prace pfinesla nejen nové vysledky, ale 1 nastolila dalsi otdzky k feSeni, které

jsou specifikované v textu. Tato problematika bude naplni navazujici magisterské prace.
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7 PRILOHY

Semena hoi¢ice bil¢ ped kultivaci (kontrola)

Semena hof¢ice bil¢ pied kultivaci (pokus s 4 mg kvercetinu)
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Naklicena semena hotcice bilé — 2 dny kultivace (kontrola)

Nakli¢ena semena hotcice bilé — 2 dny kultivace (pokus s 40 mg kvercetinu)
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Sbér rostlinného materidlu kiidlatky sachalinské
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