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1. uvoD

Problém invaznich druhi rychle se siticich na nasem UGzemi je stale vice
diskutovanym tématem. Je to predevsim proto, ze tyto druhy vytlacuji pivodni vegetaci ze
stanovisté atim snizuji biodiverzitu v daném Gzemi. Z velmi nebezpecnych druha rostlin Ize
jmenovat napt. bolsevnik velkolepy (Heracleum mantegazzianum), kiidlatky (Reynoutria sp.)
a netykavky (Impatiens sp.).

Na Gzemi Ceské republiky se vyskytuje nékolik druht kiidlatek, z nichz dvé jsou zde
nepavodni (Manddk a kol., 2004). Zpocatku k nam byly kiidlatky dovézeny jako okrasné
a nektarodarné rostliny. Prvni zaznam o dovozu a nasledném péstovani kiidlatky sachalinské
pochézi z roku 1869, vyskyt kiidlatky japonskeé se datuje 0 néco pozdgji, od roku 1892 (Pysek
aTichy, 2001). Zaznamy o prvnim vyskytu kridlatky ¢eské jsou nejasné. Je to zpusobeno
predevsim tim, ze jeji determina¢ni znaky jsou velmi proménlivé. Nékdy mize znaéné
pripominat nékterdho z rodi¢t a tedy i uréeni, ze jde o novy druh, zde bylo slozitgjsi. Udaje
v literatuie poukazuji narok 1983, kdy byla nalezena lokalita k¥idlatky ¢eské nedaleko 1&zni
Béloves u Nachoda (Kéra a kol., 2005), naproti tomu podle studie Mandéka a kol. (2004) byl
tento druh determinovan jiz v roce 1950 v botanické zahradé Karlovy univerzity v Praze.

Kfidlatka se diky impozantnimu mohutnému vzhledu stala velmi oblibenou parkovou
a zahrédkarskou okrasnou rostlinou a rychle se rozsirovala do viech oblasti Cech a Moravy.
Jen malokdo tehdy tusil, ze se z té&to , krasky" pozdgji stane nebezpecny invazni nepritel. Dnes
je rozsitena prakticky po celém nasem Uzemi. Jgji vyskyt je ¢astecné mapovan a lokality
likvidovany.

V Japonsku jsou kiidlatky naopak velmi hojné vyuzivany v prirodni medicing.
Piedevsim se jednd o kiidlatku japonskou, kterd z této zem¢ pochézi. Z jejich podzemnich
Casti se pripravuji [écebné extrakty. V kiidlatkach byly izolovany nekteré fenolické latky,
mezi néz patii stilbeny (napt. resveratrol a jeho derivaty), antrachinony, derivaty kvercetinu,
katechin, ekipatechin, chlorogenova kyselina, kavova kyselina (Vrchotova a kol., 2004,
2005b), a dasi. Tyto biologicky aktivni latky jsou produkty sekundarniho metabolismu
avyskytuji se v riznych ¢astech rostliny s rozdilngm mnozstvi. Vykazuji antibikrobialni,
fungicidni a antioxidacni vlastnosti (Vrchotova a kol., 20053).

O dilbenech a antrachinonech nalezenych v kridlatkach je v literatuie jiz mnoho

zéznamu (pt. Vrchotova a kol., 2004; Zhang a kol., 2005; Lee a kol., 2003; Kimura a kol.,
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1995; atd.), avsak méalo prozkoumanou skupinou latek vyskytujicich se v kridlatkach stéle
jesté zastavaji katechiny, mezi které fadime i epikatechin.

Epikatechin patti mezi flavonoidy, presnéji, mezi flavan-3-oly a vyskytuje se ve
vsech castech téla kiidlatek (Vrchotova a kol., 20053d). Tento z medicinského hlediska
vyznamny antioxidant se dale nachazi napiiklad také v ¢ajovniku ¢inském (Chu a kol., 2006;
John a kol., 2006), vinné révé (Wang a kol., 2005), jablkach (Le Bourvellec a kol., 2004)
adalsim ovoci.

Hlavnim cilem mé préce bylo zjigtit, jak se lisi obsah epikatechinu ve vztahu k rizné
¢&sti rogtliny a k raiznému druhu rodu kiidlatek. Z metod, kterymi Ize stanovit flavonoidni
latky, byla pouzita vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance
Liquid Chromatography), kterd je v tomto sméru jedna z nejpouzivanéjsich. Dalsim cilem
bylo navrhnout mozné zptisoby omezeni Sifeni invaznich rostlin, zhodnotit G¢inky

flavonoidnich latek ajejich pripadného vyuziti v zemédelstvi.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Zastupci rodu k¥idlatky (Reynoutria)

Druhy rodu kiidlatky jsou pavodem z vychodni Asie. Odtud byly do Evropy
dovezeny v 19. stoleti jako okrasné rostliny. V Ceské republice je tento rod zastoupen
nadsledujicimi druhy: R. japonica (kiidlatka japonskd) a jeji dvé genetické varianty —
R. japonica Houtt. var. Japonica (kiidlatka japonska prava) a R. japonica var. compacta
Moldenke (kiidlatka japonska tuhd), dde R. sachalinensis (F. Schmidt) Nakai (ktidlatka
sachalinskd) a hybrid mezi R. sachalinensis and R. japonica — R. xbohemica Chrtek et
Chrtkova (kiidlatka ceskd), popsany poprvé v Ceské republice (Mandék a kol., 2004).

Pro druhy rodu ktidlatky nebyl vzdy jednotny ndzev Reynoutria. Béhem let, kdy byly
podrobnéji zkoumany a objevovany nové biologické poznatky o téchto druzich, se meénilo
i jgjich taxonomické ¢lenéni. Neékteri autori fadi kridlatky mezi rod Reynoutria (Webb,
Holub), jini mezi rod Fallopia (Ronse Decrane a Akeroyd, Bailey a Stace), nebo berou
v Uvahu rod Fallopia (zahrnujici Reynoutria) jako taxonomické synonymum rodu Polygonum

(Zika a Jacobsen). V soucasné dob¢ se pouziva oznaceni Reynoutria (Mandék a kol., 2004).

2.2. Piavodni vyskyt a nasledné rozsiieni rodu Reynoutria

Kridlatka sachalinska je pavodni na ostrové Sachalin, jiznich Kurilach a japonskych
ogrovech Hokaidé a Honsu. Kridlatka japonska zahrnuje oblast od Japonska pies Koreu
aCinu az k Taiwanu (Pysek a Tichy, 2001). Jejich hybrid je zde v Ceské republice pavodni,
aodtud také dostal sviij nazev — kiidlatka ceska. Vsechny vyse uvedené geografické oblasti
jsou znézornény namapé (Obr. 1.).

V nasich podminkéch se kridlatky extrémné rychle siii. Uspésnost sireni je zajisténa
predevsim jejich zpasobem reprodukce, ktery je odlisny od ostatnich invaznich druhu.
Pievl&da vegetativni typ rozmnozovani pomoci Glomka z oddenkd a lodyh se schopnosti
vytvaret rozséhly oddenkovy systém. Generativni rozmnozovani neni obvykle mozné kvili
nedostatku pylovych zrn v nékterych druzich nebo neschopnosti pieziti semenackt (Mandék
akol., 2004). Podle experimentdlni studie vegetativniho rozmnozovani kiidlatek (Bimova
akol., 2003) bylo zjisténo, ze nejvétsi regeneracni potencidl ma R. “bohemica (61%), dale
R. japonica var. compacta (52%). Ostatni druhy méli jiz vyrazné nizsi regeneracni potenciél

(R. japonica var. japonica 39% a R. sachalinensis pouze 21%). Dde bylo zjisténo, ze
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regenerace z lodyh je méné U¢inna nez regenerace z oddenku u vsech druht, kromé kiidlatky

sachalinské.

Podle Obr. 2. je zigjmé, ze nejvice jsou vyskytem kiidlatky postizeny tyto okresy:

21

Décin, Karlovy Vary, Sokolov, Praha — zépad, Hl.m. Praha, Plzen — sever, Plzen — mésto,
Semily, Trutnov, Brno — mésto, Brno — venkov, Frydek - Mistek, Bruntdl, Vsetin, Jesenik
aTabor. Nutno podotknout, ze spousta téchto lokalit se nachézi v chranénych krajinnych
oblastech — CHKO Beskydy, Jeseniky, Ceské sttedohoii, Luzické hory, Labské piskovce,
Ceské Svycarsko, a tedy boj skiidlatkou je zde slozitéjsi. Plati zde prisngjsi pravidia pro
pouzivani chemickych ptipravka, mechanickou likvidaci a kazdy krok je zde prisngji
sedovan a posuzovan. Je zde vyskyt vice vzacnych druhti nez na jinych lokalitach, a na tyto
druhy se musi brét bezpodminééné ohled. Dalsi studie se zabyvaji rozdily ve vegetativnim

rozmozovéni na z&kladé genotypové Urovné (Pysek a kol., 2003) a déale je zkouména

i geneticka variace mezi druhy (Mandak akol., 2003).
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Obr. 2. Vyskyt rodu Reynoutria na tzemi CR do roku 2000 (pievzato z prace Mandék a kol.,

2004)
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2.3. Monitoring a nasledna likvidace k¥idlatek

Monitoring zachycuje rizné promeénné slozky zivotniho prostiedi v danych ¢asovych
intervalech (mésice, roky). Sledovani a meteni je vétsinou dlouhodobé a systematické (meieni
ukazatelt fyzikalnich, chemickych, biologickych, atd.) a dlouzi pro zjistovani zmeén
charakteristik prostredi v ¢ase a predikce téchto charakteristik nebo jejich dalsiho vyvoje.
Komplexné jde o nékolikastupnovy a viceucelovy informacni systém pocingjici standardnimi
méficimi metodami (analyzami), pres sbér dat a jgjich dlozité datistické a pocitacové
zpracovani (Novotna, 2001).

Je velmi dalezité abychom méli piehled o vyskytu téchto invaznich druhi. Slouzi to
k pochopeni jejich ekologie a mizeme podle toho zpracovavat studie a navrhovat vhodné
opatteni proti dalsimu sifeni.

Na Obr. 2. jsou zmapovany lokality s vyskytem kiidlatek pouze do roku 2000.
Aktudlni celorepublikovy stav neni v tuto chvili k dispozici. Monitoring je sice provadén, ale
jen v nekterych oblastech a dosud chybi jakékoli centralizace. V chranénych krajinnych
oblastech je monitoring zakotven v tzv. , planu péce* pro dané tzemi. Napriklad v planu péce
0 CHKO Cesky r4j je uvedeno mezi prioritnimi Gkoly mapovani vyskytu invaznich druht,
tedy i kiidlatek a déle je zde popsan i postup likvidace (Anonymus, 20044). Z pravniho
hlediska m& monitoring kiidlatky provéadét rostlinolékaiska zprava podle zékona ¢. 326/2004
o rostlinolékarské péci.

Likvidace kridlatky je velmi ndro¢na jak financné, tak i ¢asove. V zédném pripadé to
neni zélezitost jednorézovd, ale nékolika let. Podle studie Bimoveé (2000), ktera se zabyvala
efektivnosti metod likvidace kridlatek, bylo nejlepsich vysledkd dosazeno u kiidlatky
sachalinské, kde k uplné likvidaci stacily pouze opakované mechanické zasahy. U kiidlatky
japonské bylo docileno vysokého stupné eliminace pouzitim kombinované metody naruseni
oddenkového systému s kombinaci aplikace herbicidu. Kiizenec R. x bohemica se ukazal byt
velmi rezistentni ke vsem zkousenym typum likvidace a ani po dvou letech nebylo dosazeno
uspokojivych vysledka.

Diky mohutnému oddenkovému systému kiidlatek nelze z mechanickych zptasobu
doporucit ryti nebo orbu, protoze by mohlo dojit k rozsekani oddenkt a k naslednému
namnozeni. Pouze v pripadé kombinace mechanické a chemické likvidace je mozné tyto
¢innosti proveést. Pak je vhodné oddenky narezat, nechat zregenerovat do vysky 50-100 cm
anasledné postifkat herbicidem. Uginek byva vysoky, ale je tieba dbéat zvysené opatrnosti pii

pohybu strojit mimo zasazenou lokalitu (kousky lodyh a oddenktt mohou ztstat prichyceny na

12
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mechanizacnim zatizeni). K zalozeni nového porostu kiidlatek staci kousek oddenku vézici
0,7g. Pri chemické regulaci se doporucuji herbicidy s obsahem glyfosatt (napr. Roundup).
Postiik se provadi vétsinou v srpnu az zéri. Pred provedenim postiiku je vhodné pokoseni
porostu kiidlatky (¢erven) a nasledny postiik v dobé, kdy nové vzesli jedinci dosahuji 80 —
100 cm. Bodova aplikace Roundupu je doporu¢ovana na citlivych stanovistich. Koncentrace
by v téchto pripadech neméla presahnout 50% a vhodné vyska porostu by méla dosahovat 40
— 60 cm. Po prvni aplikaci je vhodné postiik opakovat po 2-3 tydnech. Sucha biomasa se pali,
nebo se necha zetlit piimo na stanovisti nejlépe v igelitovych pytlich. Z biologickych zpusobu
by prichdzelo okrgjové v Uvahu spédséni, ¢i vyuziti nékterych druhi hmyzu, patogennich
organismi ¢i hub. Zde ade musi byt vzata v Gvahu rizika spojend s umélym rozsifovanim
amnozenim téchto druhi (H&kova a kol., 2003). Na Obr. 3. je zjednodusené schéma postupu
pii likvidaci kiidlatek.

Ze zkusenosti obyvatel obce Janovice v Moravskoslezskych Beskydech byl
k chemickeé likvidaci pouzit Roundup Biaktiv. Klasické metody jako koseni, vytrhavani apod.
zde selhali. Z pavodnich 70 lokalit (rok 1999) klesl stav na 48 (rok 2001) (Anonymus,
2006b).

Zjistit kterého ze tii zastupca likviduji

4 I 3
Kridlatka sachalinska Kridlatka japonska. k. Geska
1) Kosit 2x—3x za rok 1) Pokosit na pocatku vegetatni sezény, nechat zregenerovat a ve
nebo vvice ca 1m postiikat herbicidem. zopakovat jeité jednou
2) naruéit oddenkovy systém a v pribéhu téZe vegetaini sezdny
nasledné pokosit nebo postiikat herbicidem nebo
nebo 2) narusit oddenkovy systém, nechat zregenerovat a ve vysice ca
3) postiikat herbicidem 1x-2x za rok 1m postiikat herbicidem, popf. zopakovat jesté jednou do konce
Porost by mél byt zlikvidovan za dvé sezény vegetadni sezdmy
zdsahtl
Porost by mél byt zlikvidovan po dvou aZ tiech sezénach zasahi. u
k. ceské je moZna delsi rezistence

Obr. 3. Schéma postupu pii likvidaci kiidlatek (prevzato z Hakova a kol., 2003)

Pro likvidaci kiidlatky chemickou cestou jsou doporuc¢ovany tyto registrované
ptipravky: Bladex 50 (cyanazin 500 g/l), Casoron (dichlobenil 6,75%), Duplosan
(dichlorprop-P 600 g/l), Duplosan (mecoprop-P 600 g/l), Granstar 75WG (tribenuron 75%),
Harmony 75 DF (thifensulfuron 7n5%), Roundup (glyphosate 360 g¢/l), Roundup SG

13
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(glyphosate 420 g/l), Roundup BIAKTIV (glyphosate - 1PA 480 g/l), Starane 250 (fluroxypyr
250 g/l) (Sindlar akol., 2003).

2.4. Vyuiiti k¥idlatky do budoucna

Podle literatury je mozné vyuziti kiidlatky sachalinské a japonské jako
hyperakumulatory v kontaminované Cd pudé. Uvédi se, Ze kiidlatka sachalinska je schopna
odcerpat z jednoho hektaru pudy zarok 1,3 kg Cd, 24 kg Pb, 322 kg Zn (Kuzel, 2006).

Dasi mozné vyuziti je energetické. Jako nejperspektivnéjsi se jevi kridlatka
sachalinskd, dosahujici vynosi 50 - 60 t suché biomasy z 1 ha. Na rozdil od primého
spalovani suché hmoty, které neni bez problémi, autor navrhuje vyrobu bioplynu ze sklizené
zelené biomasy jako technologii zcela bezodpadovou. Z 1 kg susiny organické hmoty |ze
ziskat cca 280 - 320 | plynu (Kuzel, 2006).

Ovsem pii obou zminovanych vyuzitich musime mit poiad na mysli, ze se jedna
o velmi nebezpecny invazivni druh a tedy jakakoli prace snim vyzaduje velkou opatrnost,
dobrou informovanost a fadu jiz probehlych testi a piedevsim promyslet kazdy krok.

V Némecku byl registrovan prirodni fungicidni piipravek Milsana, ktery obsahuje
extrakt nadzemnich ¢asti kiidlatky sachalinské. Milsana je predevsim pouzivana pri osetreni
houbové choroby (padli) na okurkéch. Zptsoby ptsobeni pii aplikovani Milsany jsou
sledovany v mnoha studiich (Véchet a kol., 2005; Martinkova a kol., 2004; Wurms a kol.,
1999; atd.).

Dalsi oblasti vyuziti, jak jiz bylo naznateno v Gvodu, je vyuziti v prirodni medicing.
Jednd se piredevsim o vyuziti extraktu z podzemnich ¢ésti kiidlatky japonské. Na nasem trhu
se jiz vyskytuji potravinové dopliiky, které tento extrakt obsahuji. Napi. Balancer Klas (pri
hormondlni [&b¢), REGRAPEX-R, Hepacept, ze zahrani¢nich Ize uvést napi. Pomeratrol.

2.5. Rogtlinné invaze

Tato oblast zgmu byla pied lety pro mnohé z nés jen hodné vzdadlenym tématem.
Svij podil natom mela jisté i tehdejsi doba, kdy se o zivotnim prostredi a dalsich vécech moc
nemluvilo. Lidé byli informovéani jen ¢astecné a tak pro mnohé je pojem invazni druh né¢im
zcelanovym. V dnesni dobe, kdy se moznosti vyhledavani a ziskavani informaci rozsitily i na

elektronickou podobu a témeét kazdy ma pristup k internetu a tedy i k nes¢etnym informacim,

------
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invaznich druhi rostlin a k zivotnimu prostiedi vseobecné. Proto, aby mohla byt pochopena
podstata invazi, osvojime si nékolik z&kladnich termint a principu.

Vsechny invazni druhy patii mezi druhy nepavodni a v z§movém Gzemi se ocitly
v dasledku c¢innosti ¢loveka. Migraci definujeme proces, kdy rostliny méni hranice svého
rozsifeni prirozenou cestou bez prispéni ¢lovéka. Rozhodnout zda je urcity druh v daném
Gzemi pavodni ¢i ne, je velmi naro¢né a dlozité. Za puvodni byva povazovan pouze takovy
druh, jehoz vyskyt naUzemi nema s ¢innosti ¢lovéka nic spolecného. Pokud byl n¢jaky druh
rozsiren ¢lovekem jesté pred pocatkem neolitu, radime takovy druh také mezi puavodni.
Nepuvodni rostliny mizeme délit podle zpasobu zavleceni na imysiné ¢i neimysiné, podle
miry zdomacnéni (soucasti nejen synantropni, ae i polopiirozené vegetace), nebo doby
zavleceni. Toto hledisko je nejcastéji pouzivano. Rostliny zavlecené do konce stiedovéku
nazyvame archeofyty. Za neofyty povazujeme ty, které se k ndm dostaly az po objeveni
Ameriky (Pysek a Tichy, 2001).

Invaze jako takova je proces, béhem ne¢hoz zavlecené druhy prekonavaji prekézky
ajednotlivé faze tohoto procesu lze tudiz definovat pomoci bariér, jez se druhu podatilo
prekonat. Pokud rostlina prekonala pomoci ¢lovéka hlavni geografickou bariéru, pak ji
muzeme nazvat jako introdukovanou (zavlecenou). Za naturalizované druhy povazujeme ty,
které jsou bez zasahu ¢lovéka schopny v novém prostiedi reprodukce. Invazni druhy jsou
schopny se sifit na vétsi vzdaenosti, obsazovat dosazené lokality, pronikat na narusena ¢i
ptirozena stanovisté a vytlacovat z nich doméaci vegetaci (Pysek a Tichy, 2001)

Na nasem Uzemi je 2500 az 3000 pavodnich druhta. Podil zavle¢enych taxona na
flore Ceské republiky ¢ini 33,4 %. Bylo zde identifikovano 332 archeofyti a 1046 neofyti.
Vétsinu taxont, celkem 892, je povazovana za ndhodné se vyskytujici, 397 za naturalizované
a 90 zainvazni (Pysek a Sadlo, 2004).

2.6. Alelopatie

Kazdy jedinec se snazi zgjiit si optimalni podminky pro svou existenci. Pii tom
dochazi k interakci mezi jedinci, ostatnimi jedinci a prostiedim.

Vzaemny vztah, kdy jedna roslina ovliviiuje druhou se nazyva aelopatie
achemické latky, které komunikuji sostatnimi rostlinami a zpusobuji alelopatickou reakci
jsou ozna¢ovany jako alelochemikélie. Termin alelopatie byl vysloven Molischem v roce
1937 a je dozen z teckych slov allelon a pathos, coz v prekladu znamené navzgem a trpét
(Chaichi a Edalati-Fard, 2005).
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Za alelochemikalie jsou povazovany mnohé sekundarni metabolity, jako jsou fenoly,
flavony, isoflavony, alkaloidy, saponiny, fytoalexiny, fytosteroly, terpeny, polyacetyleny,
mastné kyseliny a dalsi douceniny (Klgjdus a Kubéan, 1999). Pokud jsou tyto latky
produkovany mikroorganismy oznacuji se jako antibiotika a pokud jsou produkovany vyssimi
rostlinami, pak mluvime o fytoncidech (Koc¢éarek, 2003).

Alelochemikdlie jsou vylucovany piedevsim prostienictvim vymeéskia podzemnich
¢ésti, déle vyluhovanim, vyparovani, smyvem z nadzemnich ¢asti, pii rozkladu rostlinnych
zbytki, a dalsimi procesy (Ferguson a Rathinasabathi, 2003).

V soucasné dob¢ je alelopatie predmétem zgmu biologi, botanikd, biochemiku,
zemeédélcu, a dalsich vzhledem k moznosti vyuziti alelochemikalii jako prirodnich herbicidi,
nebo jinych pesticida (Khalid akol., 2002).

Ve Vetsing pripadi se alelopatické pusobeni projevuje inhibiéné. V  nékterych
ptipadech byl v§ak zaznamenan stimulaéni Gcinek. Byl proveden pokus s vyluhy ze zelenych
a hnédych (mrtvych) listi béznych trav — je¢men mysi, jilek vytrvaly, pyr plazivy a kosttava
obrovskd, kdy se zkoumal Ucinek na rist bakterii Bacillus subtilis a Escherichia coli. Vyluhy
ze zelenych listi vesmés rast stimulovaly, z hnédych naopak inhibovaly (Lastivka a Rypécek,
1986). Inhibi¢ni Gcinek je zprostredkovan produkci chemickych laek rostlinami
salelopatickymi vlastnostmi. Vliv alelopatie se projevuje jednak zpomalenim az inhibici
Kliceni semen ostatnich druht rostlin nebo zpomalenim az zastavenim rustu a vyvoje jiz
vyklicenych rostlin. U nekterych druht rostlin byl zjistén autoinhibi¢ni  U¢inek,
prostiednictvim kterého dochézi k zabranéni vykli¢eni vlastnich semen v dosahu matecné
rostliny. Ztéchto druhi Ize jmenovat Helianthus rigidus, Antennaria fallax, Aster
macrophyllus, Erigeron pulchellus, atd. (Lastivka a Rypécek, 1986) Témito mechanizmy si
rostlina zgjistuje misto pro svou existenci. Experimenténé, v laboratornich podminkéch byla
zjisténa alelopatie u celé fady druha rostlin (viz napt. rostliny uvedeny vyse). V prirodé jsou
pomery ponekud dlozitéjsi, nebot nekteré chemické inhibitory mohou byt v puadé
inaktivovany adsorpci na pudni koloidy (Mikulka a kol., 2006). V Tab. 1. jsou zndzornény
priklady rostliny, které pusobi aelopaticky a jsou zde uvedeny aelochemikdlie, které
vylucuji.

Bylo zjisténo, ze pii pusobeni stresovych faktorda se v téle rostliny zvysuje obsah
nékterych sekundarnich metaboliti. Tyto metabolity diky svym fungicidnim, antibakteridlnim

a antioxidacnim vlastnostem chrani rostliny pred poskozenim (Vrchotova a kol., 2005c).
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Stresové faktory mohou byt zpisobené jinymi organismy vyvolané nadbytkem
nedostatkem chemickych ¢i fyzikalnich cinitela (Piterkova, 2004).

Rostlina Alelochemikdie
Datura stramonium L. tropanové alkal oidy — hyoscyamin, skopolamin
Avenasatival. kysdinaferulova
Mélilotus alba Desr. kumarin
Medicago sativa L. saponiny
Chenopodium ambrosioides L. askaridal, afa-terpinen, gamma-terpinen
Trianthema portulacastrum L. kofein, kyselinaferulova

Tab. 1. Alelochemikdlie produkované rostlinami (prevzato z prace Khalid a kol., 2002)

2.7. Flavonoidni latky

Flavonoidni Iatky neboli flavonoidy jsou velice rozsahlou a riznorodou skupinou
rogtlinnych fenolu, jejichz vyzkum v poslednich letech znaéné vzrostl. V soucasné dobé je
jich zndmo vice nez 4000 a stale se nachazeji dalsi slouceniny. Flavonoidy jsou vyznamnou
soucédsti antioxidacniho systému, zabranuji peroxidaci lipida, likviduji volné kyslikove
radikaly, mohou vézat a inaktivovat nekteré prooxidacni kovové ionty (zelezo, meéd)
(Dadakova, 2006).

2.7.1. Chemicka struktura flavonoida

Jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slou¢eniny flavanu (Obr. 4.), tvoieného
dvéma benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym pyranem. Jedna se tedy o usporadani
Ce — C3 — Cgs (Velisek, 1999). Bezné byvaji vsechny tii kruhy substituovany
hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami a jednotlivé derivaty se lisi pouze stupném
substituce a oxidace. Rozezndvdme nésledujici zékladni struktury flavonoidu: katechiny,
leukoanthokyanidiny, flavanony, flavononoly, flavony, flavonoly a anthokyanidiny
(Dadékova, 2006).

Obr. 4. Struktura flavanu

17


http://www.docu-track.com/index.php?page=38
http://www.docu-track.com/index.php?page=38

2.7.2. Uginky avyskyt flavonoidi

Pusobi jako silné antioxidanty (zavislost na po¢tu a poloze hydroxylovych skupin v
molekule, vliv ma i jejich glykosylace), vyznamné mohou piispét pii prevenci chorob
majicich svij puavod v oxidacnim poskozeni biologickych struktur (atherosklerdza,
kardiovaskularni onemocnéni), magji antikarcinogenni Ucinky. Vhodny zpasob stravovani a
ptijem potravin s vyssim obsahem flavonoidi by mohl pomoci pti prevenci téchto chorob
(Slaninaa Taborské, 2004).

Obecné jsou pritomny ve vsech rostlinach. Jejich mnozstvi a zastoupeni se vsak lisi.
Ovliviuji charakteristické vlastnosti - barvu, vani a chut’. Pfi zpracovani rostlin se mohou
dogtavat do potravin. Muzeme je tedy nalézt v dienich, ¢gjich, stavach, dzusech, pivu, vinu,
atd. (Skerikova akol., 2004).

Jgjich mnozstvi a zastoupeni se vsak lisi. Vyuziti G¢inka flavonoidnich latek jako

napr. prirodnich fungicida jsou jiz zminény v kap. 2.4.

2.8. Epikatechin

Epikatechin fadime do jiz zminénych flavonoidi, piesnéji mezi flavan-3-oly (Obr.
5.), které maji na tretim uhliku substituovanou hydroxylovou skupinu. Tyto chemické
slouceniny vznikaji tzv. sikimétovou cestou (Obr. 9.).

Epikatechin (Obr. 6., 7.) spolu s katechinem, epikatechingallatem, pigalokatechinem,
epigallokatechin gallatem tvori tzv. skupinu katechint (Obr. 8.). Katechin se od epikatechinu
odlisuje pouze prostorovou izomerii (geometricka izomerie). Oba dva maji své optickeé
izomery: (-) katechin, (+) katechin, (-) epikatechin, (+) epikatechin (Schroder, 2002).
V piirodé se vyskytuji (+) katechin a (-) epikatechin. V priloze 1. je ukézka spektra
epikatechinu.

“‘x,-fo

= OH

Obr. 5. Schématicky vzorec flavan — 3 — olu
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2.8.1. U¢inky ahlavni vyznam epikatechinu
Uginky mizeme rozdélit do dvou skupin:

- ucinky na populace rostlin

- u¢inky na lidsky organismus

Epikatechin se dostdva sogatnimi sekundarnimi metabolity do okolniho prostiedi
apuasobi na kliceni a vyvoj jinych druhu rostlin. Otézka, ktery ze sekundarnich metabolitt je
odpovédny za alelopaticke vlastnosti kiidlatek je nevyjasnéna. Nemusi to byt jen jedna latka

Navic miaze dochazet k synergickému Ucinku riznych latek.

Y Y

antimikrobidné (Vrchotova akol., 2005c).

2.8.2. Vyskyt epikatechinu
Epikatechin je obsazen napiiklad v kakaovniku (Theobroma cacao) - zdroj
kakaovych bobii, ze kterych se vyrébi okolédda. Podle Copikové (2001), bylo zjisténo
mnozstvi (-)- epikatechinu v susenych kakaovych bobech 1,6 — 2,75 g/100g a v prazenych
0,03 — 0,05 g/100g. Zde se vyskytoval i opticky isomer epikatechinu, tedy (+)- epikatechin.
Vyskyt epikatechinu byl také prokazén v jable¢nych a vinnych octech, které jsou
bohatym zdrojem fenolovych l&ek (Horékova a Jirovsky, 2005). Vseobecné se vyskytuje téz

v piveé (slad, chmel), ving, jablkach, ¢erném rybizu, ovoci, atd.

2.9. Extrakce rostlinnych fenolickych latek

Pii extrakci zélezi na polarité slouc¢eniny. Polarni latky extrahujeme z rostlinného
materidlu polérnimi rozpoustédly (napt. H2O, ethanol, methanol, smés voda + alkohol). Méng
polarni 1atky extrahujeme napr. dichlormethanem. Napriklad pii extrakci isoflavonoidi, které
jsou mélo polarni, mizeme pouzit dimethylsulfoxid (Klejdus, 2004). Casto se také pouziva
Soxhletuv extraktor.

Doba extrakce se v zavidosti na pouzité extrakeni kapaling a druhu vzorku pohybuje
od nékolik minut az po nekolik dni. Uginnost extrakce zavisi na zvoleném postupu, teploté
aintenzité tiepani.

Detekci hledanych latek ndm umoznuji pristroje jako napi. vysokoucinna kapalinova

chromatografie, plynova chromatografie, kapilarni elektroforéza.
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Extrakci ziskame celou fadu latek, které maji podobnou polaritu. Pokud chceme
izolovat konkrétni 1atku, je treba pouzit dalsi zpasoby ¢isténi extraktu. Napt. muzeme pouzit
sorbci na tuhou fazi (SPE - Solid Phase Extraction, tenkovrstva chromatografie). Déle je
mozné ¢isténi na preparativnim kapalinovém chromatografu, a pod. Na zakoncentrovani
acisténi douzi také extrakce metodou kapainakapalina. Je zalozena na izolaci
akoncentrovani cennych slozek z vodnych roztoki pomoci organickych rozpoustédel
(dichlormethan, ethylacetét, hexan, atd.) (Stulik, 2004).

SPE je extrakéni postup, ve kterém se uplatiuje rovnovédha mezi fazi tuhou
akapalnou. Analyty, které nas zgjimaji ale i interferujici laky jsou ve fézi kapalné. Jsou
zadrzovany na tuhém sorbentu, ktery je ulozen ve specidlnich SPE kolonkach nebo discich.
Sorbent ma vétsi zrnéni nez je tomu u kapalinové chromatografie, takze lze pracovat pri
nizkém podtlaku ¢i pretlaku (Prochézkova, 2006).

Klejdus a Kubét (1999) se ve své praci zabyvaji extrakci a izolaci fenolickych latek
z rogtlinného materidlu. Za vhodné extrakéni metody povazuji extrakci pevnou fézi (SPE) a
extrakci tekutinou v nadkritickém stavu (SFE - Supercritical Fluid Extraction).

V préci Bgjera a kol. (2005) bylo zkoumano, ktera metoda je vhodna pro extrakci
isoflavonoidu z rostlinného materidlu. Byla porovnéna extrakce nadkritickou tekutinou (SFE),
kde extrakénim médiem byl CO, (oxid uhlicity) a extrakce ultrazvukem. Pii extrakci
ultrazvukem doslo k velkému znecisténi interferujicich 1atek a extrakt musel byt piecistén
pres SPE.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Botanicky popis kiidlatek
Kfidlatka japonska - Reynoutria japonica /slovensky pohankovec japonsky (Obr. 10.)

Je to vytrvald, az 3 m vysoka bylina. Lodyha ptima, duta, obvykle ¢ervené skvrnitg,
nahote vétvena. Listy jsou svétle zelené, vejcité, na vrcholu zizené v dlouhou spi¢ku, na bazi
kolmo utaté, listové cepele jsou az 15 cm dlouhé a 10 cm siroké, chlupy na rubu listu
nezietelné, redukované na kratké papily. Kvétenstvim je lata mnohokvétych lichoklasi. Kvéty

jsou malé, bilé az nazelenalé. Plodem je ¢erng, leskla, trojhrannd nazka. Kvete zacdtkem
cervence do konce fijna (Pysek a Tichy, 2001).

Obr. 10. Kridlatka japonska
Kfidlatka sachalinska — Reynoutria sachalinensis (F. Schmidt) Nakai /slovensky pohankovec
sachalinsky (Obr. 11.)
Tato jednoleta rostlina dorasta vysky az 4 m, jeji lodyhy jsou duté, piimé, v horni

v ow

Casti vétvené. Listy podlouhle veicité s delsi Spickou, na bazi srdeité, tupy az zaokrouhleny
vrchol, ¢epel dorasta délky az 35 cm a $irky 20-25 cm. Na jejim rubu najdeme dlouhé
chloupky, na bazi neztloustlé, které jsou jednim sdalezitych rozlisovacich znaka. Drobné
kvéty jsou zelenozluté zbarvené a usporédané v latéch v lichoklasu. Kvete od ¢ervence do
fijna (Pysek atichy, 2001).

Roste predevsim podél vodnich toki, které umoznuji vyhodné siieni, dale obyva, tak

jako predchozi druh stanovisté, kterd nejsou pravidelné obhospodarovana.
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2

Obr. 11. K¥idlatka sachalinska

Kridlatka ¢eska - Reynoutria x bohemica /dovensky pohankovec ¢esky (Obr. 12.)

Jgji determinace vyzaduje znacné zkusenosti. Na rubu ¢epele mé roztrousené chlupy,
které maji ztlustlou bézi, ztetelnou za pouziti lupy. Je mnohem odolngjsi vici likvidaci a siFi
se rychleji nez rodicovské druhy (Pysek a tichy, 2001). Na Obr. 13. jsou vidét nekteré
determina¢ni znaky zde popisovanych kridlatek. V priloze 2. jsou dale uvedeny determinacni
znaky mezi k. japonskou a sachalinskou.

Obr. 12. Ktidlatka ceska
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Obr. 13. Determina¢ni znaky rodu Reynoutria (pirevzato z prace Mandak akol., 1997)
listy a kvétenstvi: a— k. japonskd, b — k. sachalinskg, ¢ — k. ¢eskd;
plody: d — k. japonskd, e — k. sachalinska, f — k. ¢ceska

3.2. Lokality a odbéry materialu
3.2.1. Lokality
Pozemek Zemedel ské fakulty Jihoceské univerzty v ulici Branisovska

Pozemek se nachézi v Ceskych Budgjovicich a patii pod vedeni Zemgdglské fakulty
Jiho¢eké univerzity, kde slouzi pro védecké pokusy. Nachézi se na 48° 58' severni zemépisné
Sitky a 14° 26' vychodni zemépisné délky. Nadmorska vyska je 388 m n. m. Expozice je JZZ,
sklon do 3°. Klima je mirné teplé a vihké s mirnou zimou, rovnomérnym rozdélenim srézek
v roce aVv praméru s dostatkem srézek pro vegetaci. Ro¢ni sr&zkovy uhrn je 550 — 700 mm.

Kultury jsou zde péstovany ve smaltovanych nadobach o objemu 50 | ve standartnim
zahradnickém substrétu. Nejsou hnojeny ani nijak jinak osetrovany, maji stejné abiotické
(klimatické, edafické a topografické) i biotické podminky (vliv ¢lovéka, mikroorganizmi,
ozirani hmyzu, atd.)

Pro analyzu zde byly odebrany tyto rostlinné vzorky — kotreny a listy kridlatky
japonské (zari 2005), kvety kridlatky sachalinské (zari 2004), a listy kiidlatky sachalinské,
japonské a ceské (zéari 2004).
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Pozemek v aredlu AV CR na Sadkéch v Ceskych Budéjovicich

Pozemek spadé pod spravu Ustavu systémové biologie a ekologie AV CR, kde slouzi
pro péstovani rostlinnych kultur pro védecke Ucely. Nachézi se na 48° 58' severni zemépisné
Sitky a 14° 27" vychodni zemépisné délky. Nadmoiska vyska je shodnd s predchozi lokalitou,
tedy 388 m n. m. Expozice je JVV. Klima a sazkovy uhrn stejny jako vyse uvedené.
Kontejnery srostlinami jsou umistény ¢astecné na slunném a ¢astecné na stinném miste.

Kultury jsou péstovany v plastovém kontejneru o objemu cca 70 | ve standartnim
zahradnickém substrétu. Nejsou hnojeny ani nijak jinak osetrovany, maji stejné abiotické
i biotické podminky jako v piedchozim pripadé.

Z této lokality byly v zari 2005 sebrany listy kiidlatky japonské, sachalinské a ceské.

Prirodni lokalita u Savkova (Cesky Krumlov)
Tato lokalita se nachdzela na 48° 45" severni zemépisné siiky a 14° 14' vychodni
zemeépisné délky. Nadmoiské vyska je cca 780 mn. m.

V ¢ervnu 2005 zde byly sebrany koteny kridlatky japonské.
Péstované kultury na pozemku na Sédkach a Branisovské jsou odebrany zvice

lokalit (Tab. 2., Tab. 3.). Tim je zgjisténa variabilita v rdmci celého druhu. Vsechny tii vyse

uvedené lokality jsou zobrazeny na mapé v priloze 3a, 3b.
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Druh Lokalita Datum

Reynoutria japonica Rodvinov Z4&ri 2004
Struhafov
MFic
Zlaté Moravce I. fijen 2004
Bratislava
Brno II.

Reynoutria sachalinensis Kraskov Zari 2004
BeneSov fijen 2004
MysSlin Cerven 2005
Bystfice u BeneSova
Slavkov Zari 2005
Trocnov

Reynoutria x bohemica Kojcice fijen 2004
Karda$ova Regice
Cesky Krumlov
Kolifany
Nitra fijen 2004
Zlaté Moravce Il.
Brno I.

. listopad

Ostrolovsky Ujezd 2002

Tab. 2. Odbéry nakultivaci rostlin pro kontejnery na Sddkach

cerven 2003 Obec Stanovisté Poznamka
- . . C. pfi levém bfehu feky Vitavy, blizko |husty kompaktni porost,
Kridlatka japonska Budé&jovice |podniku Povodi Vitavy po povodni 2002
Slavkov pod bytovkama husty kompaktni porost
x pfi bfehu feky Vitavy, naproti regenerované porosty po
C. Krumiov restaurace U Matesa povodni 2002
o . |C. vypadovka na C. Krumlov, vlevo u ] . N
Kfidlatka sachalinska Bud&jovice |zahradkafské kolonie nyni systematicky ni¢eno
Slavkov u autobusové zastavky husty dlouhovéky porost
blizko Zelezniéni stanice, péstovano . .
Trochov jako Zivy plot u zahrady husty kompaktni porost
KFidlatka Geska C. Krumlov |u CAD a AGIP jako plevel ve vysadbe
zelené
C. Krumlov  |nad vinarnou U Baby, v travniku pravidelné koseno
. fidky porost v zastinéni,
C. Krumlov |nad vinarnou U Baby, na skalce nyni oSetfeno
Roundupem
- mezi autobusovou a zelezni¢ni . .
Vlasim sastavkou husty kompaktni porost

Tab. 3. Odbéry nakultivaci rostlin pro kontejnery na Branisovské
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3.2.2. Sber listt a kvéta

2005 — listy na Sadkéach a Branisovské — ze vsech kontejnert (kde rostl stejny druh)
sebrany listy, smichany na misté, ususeny pii laboratorni teploté, rozemlety a ze susiny
pripraven alkoholicky extrakt. Sbér byl proveden dopoledne, kdy jiz neni na listech rosa
azéroven jesté neprobihaji naplno asimilacni procesy (fotosyntéza). Pri sbéru bylo suché,
slunné pocasi a byly shirdny jen na prvni pohled neposkozené, zdravé listy.

2004 — listy a kvéty na Branisovské — z kazdého kontejneru zvlast' odebrany listy,
ususeny pii pokojové teploté 48 hodin, rozemlety a pripraveny jednotlivé extrakty (t.z.
z kazdého kontejneru zvIl&st extrakt).

3.2.3. Sbér podzemnich ¢éasti

Nastiihané podzemni ¢asti byly rozdéleny do dvou stejnych homogennich ¢asti (t.z.
stegjny pomér jak duznaté, tak i dievnaté ¢ésti). Jedna ¢ést byla hned extrahovana (Cerstvy
materid byl pied extrakci rozstiihdn na mensi kousky o velikosti 1 — 2 cm). Druha ¢ast byla

susena, rozemleta a pak extrahovana.

3.3. Priprava extrakti

3.3.1. Suseny materid (listy, kvéty, podzemni ¢asti)

- do zkumavky bylo navézeno 0,25 g rozemletého vzorku

-k nému byly pridany 3 ml 80% methanolu (v pfipadé kvéta, listt z roku 2004,
a podzemnich ¢asti z roku 2005, se jednalo 0 90% methanol)

- prabézneé protiepavani vzorku natrepacce po dobu 30 minut

- centrifugace pti 3500 ot.min™ po dobu deseti minut

- odebrani supernatantu a piidani 1 ml extrak¢niho cinidla, protrepani, odstiedéni a opét
odebrani supernatantu

- zopakovani predchoziho bodu

- gpojeni viech supernatantti, odecet objemu

- extrakty uskladnény v mrazicim boxu pri teploté — 18°C az — 20°C
3.3.2. Cerstvy materidl — podzemni &asti

- rozdtiihédni na mensi ¢asti
- shér 30.9.2005 — 122,159 cerst. materialu zalito 350 ml 90% MeOH (methanol)

28


http://www.docu-track.com/index.php?page=38
http://www.docu-track.com/index.php?page=38

sbér 21.6.2005 — 19 g ¢erst. materidlu + 50ml 90% MeOH
extrahovano po dobu 10 dni pii laboratorni teploté ve tme
kazdy den byly vzorky nékolikrét dikladné protiepany
centrifugace a ulozeni extraktu do mraziciho boxu

3.3.3. Cisténi extraktu pres kolonky

pred nanesenim extraktu byla provedena aktivace SPE kolonky:

- naneseni 5 ml 100% methanolu do kolonky

- po proteceni ndsledovala aplikace stejného mnozstvi ale 80% methanolu
naneseni 1 ml extraktu
po proteceni extraktu pres SPE kolonku byla kolonka promyta 2 x 1 ml 80% methanolu
frakce, kterd protekla + eluét po promyti byly spojeny, protiepany ajejich objem upraven
na2 mi

vzorky byly udrzovany v mrazicim boxu do doby méieni pri teploté — 18°C az — 20°C

Pii této analyze byly pouzity SPE kolonky RP 18. Na nich byly zachyceny nepoléarni Iatky

(napt. chlorofyl). Schéma ¢isténi pies kolonky je vidét na Obr. 14.

Na kolonce jsou zachytavany interferujici latky
(nepolarni latky), analyt protéké kolonkou

ahs

pfirava aplikace vzorku

O anal yt

A ivterferjici latka

Obr. 14. Schéma ¢isténi extraktu pres SPE kolonky
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3.4. M éfeni extrakta naHPLC

Podminky separace:

Mobilni féze A: 5% acetonitrilu, 0,1% ortofosforecné kyseliny, destilovand voda. Mobilni
féze B: 80% acetonitrilu, 0,1% ortofosforecné kyseliny, destilovana voda.

Pro méteni byl pouzit tento gradient:

2% B —50% B do 55. minuty
_ vlastni analyza
50% B —90% B do 65. minuty

90% B —2% B do 70. minuty .
_ _ promyvani
10 minut pii 2% B

Priitok byl 0,25 ml.min™. Dé&leni i s promyvanim probihalo pii teploté 25°C pii zapojeném
degazéru. Byla pouzita kolona C 18. Zaznam byl proveden v celém rozsahu spektra — 190 az
600 nm. Epikatechin byl vyhodnocen pii 220 nm. Koncentrace epikatechinu byla pocitana
podle kalibra¢ni krivky namérené podle ¢istého standardu. Ukézka chromatogramu s plochou
epikatechinu je na Obr. 15. Schéma HPL C je zobrazeno na Obr. 16.

DAD1 A, Sig=220,4 Ref=450,80 (TEST\KRO00472.D)

mAU |
1200
S |
1000 Q &
« 58 i I o
800 ST KR-boh-S-list--2.11.05

600
400
200
0
] 10 20 “‘30‘7‘,“40:”},"50 60  min
Obr. 15. Ukazka chromatogramu s identifikovanym vrcholem epikatechinu
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T

DAD termostat fluorestenéni vakuumovy pumpa
detektor detektor degazeér

Obr. 16. Schema HPLC

3.5. Testy toxicity

Cilem téchto testa bylo zjigtit, jak epikatechin ovlivni klicivost semen hotcice bilé.
Aby mohl byt experiment dostatecné¢ statisticky vyhodnocen, bylo potieba ¢ty pokusi
stestovanym roztokem ¢istého epikatechinu a dvéma kontrolami. Semena hoicice bilé byla
vklédéna podle sablony rovnomérné do Petriho misek. V kazdé bylo 30 semen, tedy
dohromady 180 semen na cely jeden experiment. Semena byla kultivovana po dobu 48 hodin
za délé teploty (22°C) bez pristupu svétla. Po uplynuti kultivaéni doby byla u kazdého
semene zméiena piresna délka korene a hypokotylu a zméiené hodnoty byly zaznamenény do
ptipravenych tabulek. Vysledeky byl statisticky vyhodnoceny (pramér, smérodatna odchylka
at-test na hlading vyznamnosti p = 0,05).
Postup testu:
- 4 mg epikatechinu byly rozpustény v 8 ml MeOH
- do Petriho misky (pramér 9 ml) vlozen filtra¢ni papir (3 ks)
- rovnomerné naneseny 2 ml roztoku epikatechinu, do kontrolnich jen methanol
- po odpaieni methanolu bylo do Petriho misky pridano 6 ml destilované vody
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kultivace semen hoicice
do kazdé Petriho misky bylo viozeno 30 semen

kultivace (viz vyse uvedeny postup)

Vyhodnoceni testu:

zjistén pocet semen vykli¢enych a nevyklicenych

milimetrovym pravitkem zméiena délka korenu a hypokotylu v mm (pokud chybgl
hypokotyl, ale byl znatelny koten, u hypokotylu byla zapsana 0 a u koifene naméiena
hodnota)

pokud vibec nevykli¢ilo semeno do prislusné iadky byl zapsan kiizek

bylo téz sedovano zda neni ptitomna na kultuie plisen ¢i hniloba

3.6. Pouzité chemikélie
Acetonitril — LiChrosolv (Merck)
Epikatechin (Aldrich)

85% o-fosfore¢nd kyselina (Fluka)
Methanol — LiChrosolv (Merck)

Destilovana voda

3.7. Pouzité pristrojové vybaveni a laboratorni pomicky
HPLC: - Pumpa HP 1050 (Hewlett-Packard)

- Smycka5 pl

- DAD detektor Agilent 1100 (Hewlett-Packard)
- Termostat LCO 101 (Ecom)

- Vakuumovy degazér (Ecom)

- Software — ChemStation

- Kolona Luna C 18 (2), 3 um, rozmér kolonky 2 x 150 mm (Phenomenex)

SPE: - Zatizeni na SPE kolonky (Supelco) (priloha 4.)

- SPE kolonky LiChrolut RP 18 (40 — 63 um), 200 mg (Merck)

Nozovy mlynek (ptiloha5.)
Elektrické tiepacka Shaker R5
CentrifugaT 62.2 (MLW Electronic)
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Analytické véhy (Sartorius)

Petriho misky, milimetroveé pravitko, pinzety, sablona, vialky, Izicky, mikrostiikacky, filtra¢ni
papiry (Mackerey — Nagel), kalibra¢ni zkumavky, pipety, umélohmotné uzaviratelné
nadobky, kadinky, alobal.

Semena hoi¢ice bilé (piiloha 6.)
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Obsah epikatechinu v riznych ¢astech k¥idlatek
Dosazené vydedky jsou prezentovany v nasledujicich tabulkach.

Tab. 4. Obsah epikatechinu v susenych listech [ug.g™] v roce 2005

Kiidlatka ceska Kiidlatka sachalinska Ktidlatka japonska
Lokalita Na Sadkach Na Sadkach Na Sadkach Branisovska
2680 1700 1860 1720

Pozn. smésné vzorky

Tab. 5. Obsah epikatechinu v susenych listech [ug.g™] v roce 2004, lokalita Branisovska

Kridlatka ¢esk& Ktidlatka sachalinsk& Kfidlatka japonska
Obsah epikatechinu 2090 1850 1300
SMODCH 404 45 190
RSD [%] 19 3 15

"Pramsr ze 2 kontejnerii

“Pramér ze 4 kontejnerii

" Pramér ze 3 kontejnerii

Pozn. SMODCH - smérodatna odchylka, RSD — relativni smérodatna odchylka

Tab. 6. Obsah epikatechinu v susenych listech [ug.g™] v roce 2002 (Vrchotova a kol., 2004)

Kiidlatka ceska Kiidlatka sachalinské Kiidlatka japonska
Lokalita’ Cesky Krumlov Slavkov Slavkov
816 1710 1390

"Prirodni lokalita - Slavkov, Cesky Krumlov
Pozn. pramérné hodnoty péti lodyh z jedné lokality

Tab. 7. Obsah epikatechinu v nadzemnich ¢astech kiidlatky sachalinské [pg.g™] v susing,
lokalita Branisov (rok 2004)

pramer SMODCH RSD [%]
kvéty 1860 166 9
listy 1850 45 3

Z tabulek 4. — 6. je ziejmé, ze nejmeéng kolisavy obsah epikatechinu byl zaznamenan
u kiidlatky sachalinské, ktera m¢la v roce 2005 a 2002 témei shodny obsah epikatechinu
okolo 1700 pg.g™ a rok 2004 se lisil jen nepatrné (8%). U hodnot kiidlatky japonské a ceské
jsou znacné vykyvy, az 30% u kiidlatky japonské, u kiidlatky ceské az 70 %. U k. japonské

mohl byt tento vysledek zptisoben rozdilnou lokalitou a kultivace v kontejnerech byly
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zakladany v nestejny rok. Nizky obsah epikatechinu u k. ¢eské v roce 2002 (Tab. 6.) mohl byt
pravdépodobné zpusoben nékolika pricinami, napi. vysokou genetickou variabilitou kiidlatky
ceské. Lokalita se dale nachézela v zéstinu a pida byla mdlo bohata na ziviny, naproti tomu
rostliny péstovany v kontejnerech maji mnohem lepsi podminky (slunné misto, ziviny), a tak
i tato skutecnost muaze mit vliv na rozlisny obsah epikatechinu v rostlinach. Dalsi moznosti je,
7e lokalita byla osetiena néjakym herbicidem, protoze se nachézi ve mésté a kiidlatky jsou
v Ceském Krumlové likvidovany. Pti sbéru rostlin nebyly zpozorovény zédné priznaky, které
by naznatovaly, ze je rostlina néjak poskozend. Herbicid ale mohl byt v padeé jiz n¢jakou
dobu, a pasobeni na rostliny nemuselo byt tedy hned patrné. Z toho vyplyva, ze pii odbéru
vzorki pro nasedné analyzy, je nutné, aby byla provedena i analyza puady. Obsah
epikatechinu v nadzemnich ¢astech kridlatky sachalinské v roce 2004 byl témei shodny (Tab.
7).

Tabulka 8. znazoriiuje rozdilnost obsahu epikatechinu v suchych a cerstvych
podzemnich ¢astech kiidlatky japonské. V susenych vzorcich bylo naméfeno 1,5 x vice
epikatechinu nez v cerstvém materidlu (vse prepocitdno na cerstvy materia). Je to
pravdépodobné zptisobeno piedevsim probihgjicimi biochemickymi procesy pii zpracovani
zivého rostlinného materidlu, zieimé dochazi k degradaci epikatechinu. V porovnani obsahu
epikatechinu v ¢erstvych podzemnich ¢astech k. japonské z roku 2002 (Vrchotova a kol.,
2005), kdy bylo namgreno 946 pg.g(cerst. materidlu), se tato hodnota témgt nelisi (5%) od
hodnot namé&tenych v roce 2005 (primér. 897,5 ug.g™). V préci Vrchotova a kol., 2005, byl
stanoven obsah epikatechinu i v podzemnich céstech k. sachalinské, kdy byla namérena
hodnota 631 pg.g™(&erst. materidlu), av porovnani sk. japonskou tedy nizsi (33%).

Vysledky u cerstvého materidlu nebyly ovlivnény datem sbéru ani lokalitou. Je
zieimé, ze velmi zalezi natom jaky materid zpracovavame (cerstvy x suseny). U lista nebyly

podobné pokusy zatim provedeny. Bylo by vhodné podobné pokusy do budoucna udélat.

Tab. 8. Obsah epikatechinu v podzemnich &astech kiidlatky japonské [ug.g™] cerstvého

materidlu
epikatechin pomeér
Podzemni &asti 1g.g™" cerst. materialu] gerst. / sus.
Cerstvé 887
susené 21.6.2005 1290 4,17
Cerstvé 908
susené 30.9.2005 1681 2,42

Pozn. Shér 21.6.2005 — prirodni lokalita u Slavkova
Shér 30.9.2005 — rogtliny péstovany v kontejnerech — Branisovska
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Na chromatogramech (Obr. 17.) je vidét, jak se lisil chromatograficky profil
a zastoupeni latek v ¢erstvém a suseném vzorku. Z pocéku analyzy byl profil podobny, ke
konci, kdy se zacali oddélovat méne polarni Iétky, byl jiz zaznamenan velky rozdil. Déle je
zde ozna¢en katechin, ktery se v kridlatkéch také vyskytuje.

mA
Kftidlatka japonska
— susené koreny

30
25
20

15

10 7 epikatechin

katechin

10 20 30 40 50 50 min

Kiidlatka japonska
— derstvé kofe ny

epikatechin

katechin L

| ' ' \ ' \ ' ' ' \ | ' ' ' ' | ' ' ' ' \ ' ' ' ' | ' '
10 20 30 40 50 60 min

Obr. 17. Chromatogramy podzemnich ¢ésti kiidlatky japonské, sipky oznatuji vrcholy
katechinu a epikatechinu

Dalsi otazkou bylo, zda detekci epikatechinu nezlepsi prec¢isténi extrakti pres SPE
kolonky. Na chromatogramech (Obr. 18.) je ade ziemé, Zze neni potieba vzorky takto
upravovat a mazeme je piimo analyzovat . Spocitand odchylka mezi necisténymi a ¢isténymi
vzorky je v praméru 12 % (pticemz odchylka metody je kolem 10%). Kromé toho ¢isténi pies

SPE je finan¢né naro¢né.
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K¥idlatka sachalinska — bez SPE

Obr. 18. Sipky oznaguji vrchol epikatechinu, jedna se o listy z roku 2005

Pii pohledu na chromatogramy na Obr. 19. je vidét, jak se lisi chromatograficky
profil jednotlivych druht kiidlatek.
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Obr. 19. Chromatogramy lista kiidlatky ¢eské, japonském a sachalinské z roku 2004
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4.2. Testy toxicity

Pii vyhodnoceni vlivu epikatechinu na klicivost semen hoicice bilé, se kontrola
vyrazné nelisila od tesovaného vzorku epikatechinu ( Obr. 20.). Pri testu toxicity byla pouzita
pouze jedna koncentrace epikatechinu, a tedy nelze sjistotou fici, zda ptisobi alelopaticky, ¢i

nikoli. K tomu by bylo zapotiebi udélat dalsi testy s raznymi koncentracemi epikatechinu.

B kontrola Clepikatechin

30 o

25 4

20 4

15 4

10 4

délkakorent a hypokotyli v [mm]

kofen hypokotyl

Obr. 20. Vliv epikatechinu naklicivost semen hoicice bilé
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5. ZAVER

Jednotlivé druhy kiidlatek a jgjich ¢asti se mezi sebou lisily obsahem epikatechinu.
Nejvice ho obsahovala kiidlatka ¢eska v r. 2005, ato v listech az 2680 pg.g* susiny. Obsah
epikatechinu byl ve viech kiidlatkéch variabilni (ngjvice v k. ¢eské), zalezelo na lokalité
aroce odbéru. V listech a kvétech kiidlatky sachalinské se jeho obsah pohyboval kolem 1855
ng.g™ susiny.

V cerstvych podzemnich céstech kridlatky japonské nebyly vysledky ovlivnény
dobou shéru, ani lokalitou sbéru (kontejner x prirodni lokalita). Rozdil byl zaznamenan
Vv pripadé susenych podzemnich ¢asti k. japonské. Mohl byt zpusoben jak pozdéjsim sbérem,
tak i péstebnimi podminkami. Velmi vyrazny rozdil byl mezi susenym a cerstvym vzorkem.
Obsah epikatechinu v suseném materidlu byl az 1,5x vyssi nez v cerstvych kotrenech. Je tedy
zigmé, Zze velmi zdlezi na zpracovani extrakti. U listi nebyly podobné pokusy zatim
provedeny. Bylo by vhodné podobné pokusy udélat.

Zjisténé vysledky o obsahu epikatechinu v kiidlatkach nelze plnohodnotné srovnat
sdalsimi studiemi jinych autori vzhledem ktomu, ze data o epikatechinu v kiidlatkéch
v odborné literature doposud chybi. Proto cituji pouze vysdedky publikované v pracich
Vrchotova akol., (Vrchotova akol., 2004, 2005, 2005b), které se jiz timto tématem zabyvaji.

Pii testu toxicity byla pouzita pouze jedna koncentrace epikatechinu, a tedy nelze
sjistotou fici, zda puasobi alelopaticky, ¢i nikoli. K tomu by bylo zapotiebi udélat dalsi testy
s riznymi koncentracemi epikatechinu.

V literérni resersi jsou uvedeny mozné zpasoby likvidace a omezeni sifeni invaznich
rogtlin, predevsim kiidlatek. Nové zptisoby zatim nejsou zndmy ajsou aplikovany pouzety jiz
zmingné. Pri likvidaci se osvéd¢ilo spojeni mechanického (vyrypévani koieni) s chemickym
zpasobem (pouziti herbicidu). Z hlediska omezovani sifeni invaznich druha rostlin je velmi
dulezita informovanost verejnosti o této problematice a neméné dulezity je i pravidelny
monitoring a prevence. Podle z&kona ¢. 326/2004 Sb. o rostlinolékaiské péci provadi
monitoring rostlinolékaiska sprava.

Vyuziti flavonoidnich I&tek v zemeédélstvi je stéle jesté ne zcela probadanou oblasti.
Piesto se jiz komeréné vyrdbi pripravek na ochranu rostlin Milsana, ktery se vyrabi
z kiidlatky sachalinské (ochrana okurek pred padlim). Tento pripravek nepasobi primo
fungicidn¢, ale vyvolava v rostlinédch obranné reakce a mé tak obdobny G¢inek jako Benomyl

(UCinn& pesticidni Iatka). Presné chemické slozeni pripravku neni publikovano.
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Kridlatka japonska Kridlatka sachalinska

(prevzato z prace Heuer akol., 2002)
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Piiloha 3a, 3b — Lokality shéru vzorka kiidlatek

3b — Slavkov u Ceského Krumlova
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Ptiloha 4 — Zatizeni na SPE kolonky

L ST — -



http://www.docu-track.com/index.php?page=38
http://www.docu-track.com/index.php?page=38



http://www.docu-track.com/index.php?page=38
http://www.docu-track.com/index.php?page=38

ila

Piiloha 6 — Hoic¢ice B

semena hoig¢ice bilé

Hoicice bila
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