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1. UVOD

Stale vice lidi si v dne$ni dobé za¢ind uvédomovat, Ze stav na¥eho
zivotniho prostiedi velmi ¢asto negativné ovliviiuje na§ zdravotni stav. Proto
tito lidé prchaji z moderniho svéta do piirody. Dal3i moZnosti ochrany pred
negativnim piisobenim civilizace je posilovani obranyschopnosti organismu.

Farmaceutické firmy, které piinasi na trh velké mnoZstvi c&asto
chemickych piipravki, investuji do vyzkumu latek podporujicich imunitu
mnoho Casu i zna¢né finan¢ni prostiedky. Ziejmé i pro to se stdle Cast&ji
setkavame s velmi kladnym ohlasem na moznosti vyuZivani [é¢iv pirodnich.

Pravdou je, Ze rostliny jsou nenahraditelnym zdrojem vitamint,
vlakniny, apod., a Ze mohou i 1é¢it, ale na druhou stranu si musime uvédomit,
Ze uzivani lé€ivych rostlin je spiSe preventivni a pokud chceme 1é¢it p¥imo
né&jakou chorobu, je vzdy nutna konzultace s lékafem.

Diky bylindm se da predejit mnoha nemocem pii uziti v podateénim
stadiu choroby, u mnoha chorob jsou byliny vhodnou doplitkovou lé¢bou a
v nékterych piipadech mohou neutralizovat vedlejsi vlivy chemickych léku.
Pravé mezi n€ patii vyrobky z tfapatky nachové (Echinacea purpura), ktera je
pfedmétem mé diplomové prace.

Echinacea ptedstavuje silné puasobici imunostimulaéni prostiedek.
Nejvice uCinnych latek se nachazi v kofenech, ale lze vyuZivat i nachové
okveétni listky. V listech je i¢innych latek méné. Létivy uéinek je zfejmé dilem
celého komplexu téchto latek.

Obsahuje estery mastnych kyselin, jejichZz fetézenim vznikaji
farmakologicky vysoce aktivni latky. Sudenim se &ast uéinnych latek ztraci,
navic nékteré z nich jsou 3patn& vyluhovatelné do vody. Nejvhodn&jii 1ékovou
formou je tedy tinktura piipravend z Serstvé suroviny. Spektrum jeji u¢innosti
je pomérné Siroké — piisobi protibakteridlng, ale jeji nejvetsi sila tkvi v prevenci

a virovych onemocnéni, oby&ejnym nachlazenim pocinaje a téZkymi chiipkami



konce. Béhem velmi kratké doby se zvy3i tvorba lymfocytii, které se podili na
obranyschopnosti organismu. M4 také proti plistiové a proti zan&tlivé uéinky.
Je oblibena hlavné jako prevence pfed nachlazenim a chfipkou, pii
opakujicich se zdnétech usi, zv1aste u déti. Priznive ovliviiuje funkei zazivaciho
ustroji. Tyto vlastnosti vyuzivali napf. ameri¢ti indiani pfi utknuti hada
k posileni obranyschopnosti. Preparity z rostliny jsou zndmé jak ve fytoterapii,
tak i v homeopatii. Extrakt z rostliny je obsaZen v komplexnich pfipravcich

napi. Echinacea Star, VMM, Alveo, Echinamax a mnoha dalich.

1.1 Cil prace

Cilem mé diplomové price bylo ovéfeni udinku elicitatniho ucinku
¢inskych biologickych hnojiv mobilizujicich pidni fosfor na obsah vybranych
farmakologicky u¢innych latek v rostling Echinacea purpurea (L) Moench.
Naplnéni cile prace umoznilo vykonani nasledujictho doporugeného
metodického postupu:

Provedeni literdrn{ reSerSe na téma vliv elicitori na zvySeni obsahu
GCinnych latek v rostlindch E. purpurea, botanicka charakteristika, zpiisob
péstovéni, hnojeni, ochrany a agrotechniky rostliny E. purpurea, chemické
slozeni a u¢inné latky rostliny E. purpurea, biologicka hnojiva na bazi
bakterialnich kultur.

Provedeni polniho parcelkového experimentu s modelovymi rostlinami
E. purpurea pi pouziti dvou riznych typa biologickych hnojiv.

Priprava extrakti t¢innych biologicky aktivnich latek z vypéstovanych
rostlin E. purpurea.

Stanoveni pomoci vysoce G&inné kapalinové chromatografie (metody
HPLC) v extraktech mno¥stvi vybranych farmakologicky uéinnych latek.

Statistické zpracovani a vyhodnoceni ziskanych vysledki a vypracovani

prace.




2. LITERARNI PREHLED

2.1 Historicky pohled

W v

I€k jiz severoameri¢ti indidni. PouZivali zejména kofeny a v Cerstvém stavu,
fidteji zelené &asti E. angustifolia, pallia a purpurea (KOHOUTOVA, V.,
2003).

Ptipady pouZziti této rostliny u indidnt spadali do tfi zakladnich skupin
¢i kategorii. Byla pokladana za prostfedek urychlujici hojeni a uti$ujici bolest a
za lék na infekéni choroby. Byla vieobecné pouzivana jako protijed pfi hadich
ustknutich, dalsich jinych jedovatych kousnutich nebo poranénich zihadlem a
piipadech otrav jedem viibec. Kouzelnici si Gdajné koupali ruce a paze ve
Staveé této rostliny a k udivu ptihliZejicich pak byli schopni, aniz by citili
bolest, vytdhnout holou rukou maso z hrnce s vafici vodou. (SCHAR, 1999).

Droga Echinacea ma ve srovnidni mnoha jinymi, v nadi zapadni
mediciné zavedenymi lékafskymi drogami, relativné kratkou historii. Prvni
zpravy o jejim lékafském uzivani pochazeji z 18. stoleti, kdy se stala popularni
v Iekafské komunité v USA a byla Siroce predepisovana jako pfirodni
prostiedek proti infekcim a zan&tim. (BAUER, R.,1990), (KOHOUTOVA, V.,
2003).

Sirstho uznéni doséhla Echinacea ve farmacii az v druhé poloving 19.
stoleti. Jeji prvni klinické vyuziti bylo klinicky vyzkouseno u péti piipada
zaskrtu a patnécti pfipadech tyfu. Echinacea si ziskala mnoho ptiznivel, ale
jeji vyznam byl ponékud piecefiovan. Piesto se stala nejproddvanéjsim lékem
vUSA a vr. 1916 byla zapsina do néarodniho rejstiiku 1ékd. S ohledem na
nedokonaly vyzkum jejich uginkd byla viak pres tuto skutenost lékatskou
komunitou dlouho odmitana. Do Evropy se jeji véhlas donesl az zagatkem 20.
stoleti. Zde se o ni zajimali predeviim 1ékafi homeopati. Do té¢ doby se

pouzival prakticky pouze koten E. angustifolia, kterd byla mezitim zafazena




spolu s E. pallida do narodnich seznamii 1ékti v mnoha evropskych statech.
(KOHOUTOVA, V., 2003).

Echinacea byla rozséhleji zkoumana v minulém stoleti piedevsim
v Némecku, kde nyni zaujima misto mezi hlavnimi léky — dnes je dostupnych

vice neZ 250 produktl s obsahem Echinacey (DOUGLAS, J., 1993).




2.2 Botanicka charakteristika

Rudbekie jsou okrasné trvalky, které se uplatiiuji jako jedno ¢&i
vicebarevné kobercovité vysadby riizné vysky. Jejich domovinou jsou listnaté
lesy severni Ameriky, pfevaZné na uzemi USA, kde se vyskytuje asi 40 druh
této rostliny (KAMIR, P., 1991). Druhy rodu Echinacea pochdzeji hlavné ze
severoamerickych stati Arkansas, Oklahoma, Missouri a Kansas. Péstuji se i
ve stfedni Evropé. Rod Echinacea patii do &eledi hvézdicovitych (Asteraceae).
Vyznamné jsou druhy Echinacea pallida (tfapatka bleda), E. angustifolia
(tfapatka uzkolistd), a E. purpurea (tfapatka nachova) (HARNISCHFLEGER,
G., STOLZE, H., 1983).

Nazev ,, Rudbeckia* ziskala tato rostlina na pocest $védského botanika
Olafa Rudbecka (1660 — 1740) (KLOPFER, K., 1981), a pojmenovani
. Echinacea“ bylo odvozeno z feckého slova ,,echinos “ = jezek, ziejme podle
toho, Ze kvétni ter¢ je pichlavy (KLIKOVA, G., 1990).

Rod Echinacea zahrnuje mnoho variet a kfiZzenci péstovanych
v zahradach jako okrasné rostliny (SICHA, J., 1989).

Mezi nejznaméjsi druhy rodu Echinacea patfi:

echinacea purpurea,
echinacea angustifolia,
echinacea pallida,
echinacea simulanta,
echinacea paradoxa,
echinacea tennesseensis,
echinacea levigala,

echinacea sanquinea,

echinacea atrorubens,

echinacea gloriosa Foto ¢ 1
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Nejdfive vzbudila pozornost Echinacea purpurea jako rostlina okrasna.
Bylo vySlechténo mnoho odrd s bizarnimi jmény napt. ,, Sombrero*, , Krdl“,
. Vecerni slunce”, |, Zdarici hvézda* a dokonce kultivary s bilymi kvéty napt.
LAlba®, | Bily princ®, ,Bily krdl“, ,Bily trpyt“ (DRESS, W. J., 1961),
(FOSTER, S., 1985).

Podle GRAEDONA (1999) se pouze tfi pouZivaji jako rostlinné léky
(Echinacea angustifolia, Echinacea pallia, Echinacea purpureaq).

Echinacea purpurea doriista 70 az 100 cm a KAMIR (1991) uvadi, Ze
ve vyzivné pudé az 150 cm, ma vzpiimenou, silnou, drsnou, slabé vétvenou
lodyhu (GOLOVKIN, B. N., 1990). Cela rostlina je drsné chlupata (VANEK,
V., 1982). Spodni listy jsou dlouze fapikaté, protahle vejéité, ostfe zubaté nebo
pilovité s dlouhou Spickou, hrubé a drsné. Stokové listy jsou stiidavé, témeéf
prisedlé. Kvéty rozkvétajici v ervenci aZ srpnu byvaji az 15 cm velké,
s rudohnédym, homolovitym teréem. Paprsky jazykovych kvétd mivaji neisté
rizové aZ karminové zbarveni (GOLOVKIN, B. N., 1990). Trubkovité
sttedové kvéty jsou vzklenuté, hnédé, s pie¢nivajicimi tvrdé pichlavymi
plevkami. Plodem jsou nazky se zakrnélym chmyrem (JANCA, I.M 1996) jsou
jednosemenné a pfiblizné 4 mm dlouhé. (DACHLER, M., 1989). Koienovy
syttm je tvofen hustym pletencem svétle hnddych svazéitych kofent
(HARNISCHFLEGER, G., 1983). Mnozi se vysevem nebo vegetativng,
kofenovymi ukrojky (JANCA, J., 1996).

Echinacea purpurea a E. angustifolia maji diploidni poéet chromozomi
(n = 11), E pallida je tetraploidni (n = 22) (HARNISCHFLEGER, G.,
STOLZE, H., 1983).




2.3 Agrotechnika

2.3.1 Mnozeni, seti a vysadba

Echinacea purpurea je dosti nenaro¢na, ale piednost dava vlhéi,
humozni pud€, prohiivané sluncem (GOLOVKIN, B. N., 1990). V dobg
vegetace potfebuje zalivku, v zimé dobrou spodni drendz. Rostliny nejsou
naro¢né, ale v chudych pidach nedavaji kvalitni kofen (KAMiR,P., 1991).
DACHLER A PELZMANN (1989) uvadi, Ze pfili§ t&Zké nebo kamenné ptdy
piekdZi v tvorbe kofenll. Echinacea v ptirodé roste na prériich a ve svétlych
lesich (GOLOVKIN, B., 1990) a dobie snasi $térkovité piidy (RATSCH, CH.,
1987).

VSechny druhy rodu Echinacea jsou nendro¢né na technologii
péstovani, nemaji pfirozené nepfitele a jsou i velmi odolné vykyviim poéasi
(GRBAVCIC, M., 2002).

V prvnim roce vyroste z dobfe vyvinutého kofene jen piizemni listova
ruzice. V druhém roce jiz vyristaji stonky a na kazdém znich velky tmavé
rizovy kvét. Semena se tvofi na velkém pichlavém kvétnim 1tZku. Drobna
seminka sejeme v inoru az bieznu do skleniku (MAZUR, P., 1999). Abychom
zvysili relativné $patnou kli¢ivost, miZe byt osivo bud’ jeden mésic
stratifikovano pii teplot& 0°C ve vlhkém pisku nebo raSeling anebo 24 hodin
namoceno ve vodé (DACHLER, M., 1989). Dilezity je i dostatek svétla. Pro
kli€eni jsou idealni teploty mezi 20 — 25°C, pozdéji 16°C pies den a 12°C pies
noc. Po vyseti semen na jafe doporuduje BARNIKELA (1985) pfikryt padu
neprodéravélou folii az do vzejiti semen.

Asi po 6 tydnech se pikyruji do malych nadob a koncem &ervna nebo
veervenci je vysdzime na stanoviSté ve sponu alespori 30 x 40 cm.

Pfihnojujeme dobie vyzralych humusem. Vegetativng ji rozmnozujeme na jafe
(MAZUR, P., 1999).

l '



Velka pozornost je v posledni dobé vénovana predevsim hustotd seti &
vysadby pfi péstovani rostlin rodu Echinacea. V Némecku je doporu¢oviano 8
rostlina na m®, v USA je obvykl4d niz§i hustota. Ukazalo se, Ze z hlediska
vynosu naté je vhodné némecké doporuceni stejné jako pro vynos kofent.
Podil suSiny kofeni k celkové susiné produkce se zvysuje s vyssi hustotou, ale
problémem je koncentrace produkovanych alkylamidi (PARMENTER, G. A.,
1997).

Egyptsti autofi sledovali vliv vzdalenosti rostlin 20, 40 a 60 ¢cm od sebe
v fadcich 50 cm vzdalenych a zjistili, Ze nejvy33i vynos v g na rostlinu u natg,
listli a kofenl je pif vzdalenosti rostlin 60 cm. P¥i pfepoétu na g susiny na m’ je
ovSem nejvySSi vynos pii 20 cm vzdalenosti rostlin (SHALABY, A. S. a kol.,
1997).

2.3.2 Hnojeni

Echinacea  purpurea by mohla byt jednou z perspektivnich
alternativnich ~ plodin v margindlnich ~ oblastech  ¢eského  pohrani¢i
(WITTLINGEROVA, Z., 1994) kde klasicka zem&dglskd vyroba po vstupu CR
do EU nebude uz nikdy rentabilni (KOLAR, L., 1997). Echinacea purpurea by
v téchto podminkdch snad byla schopna udrZet rentabilni zemédélskou vyrobu
(1 kg kofene se prodava v USA za 1800 K&), a mohla by tak v eskych
margindlnich oblastech plnit jeji krajinafskou funkci.

Echinacea je pro hor§i vyrobni podminky pravé t&chto oblasti skvéle
vybavena. Produkuje totiz tim v&t§i mnozstvi svych u¢innych latek, ¢im jsou
jeji Zivotni podminky tvrd$i a &im je nerovnovaha Zivin vpudé, kde je
péstovana, vétsi (KUZEL, S., KOLAR, L., 2000).

PASEK (1997) zjistil, Ze nejvyssi produkei uginnych létek E. purpurea
Ize dosahnout hnojenim s neharmonickym pomérem zivin. Zdd se, Ze

neharmonickd vyziva stimulovala u rostliny tvorbu obrannych latek,




zajiStujicich pro ni pfeZiti v obtiZnych podminkéch, ty jsou v uréité vazb& na
tvorbu latek farmakologicky vyznamnych pro ¢lovéka. KOLAR a kol. (1998)
ve své praci dokazuje, Ze pii Sestindsobném piebytku dusiku v poméru
k drasliku a dal3im Zivindm produkuje rostlina o 60% u¢innych latek vice, nez
pfi harmonickém poméru Zivin bez ohledu na druh dusikatého hnojiva, za
predpokladu, Ze dusik neni imobilizovan uhlikatymi zdroji v substratu, snadno
rozloZitelnymi. Z tohoto divodu je vyloudeno zelené hnojeni. Maxima
produkce ¢innych latek bylo dosaZeno teprve v poslednich vegetaénich fazich
rostliny, proto autofi doporucuji sklizet nejdiive v dob& kvétu (KOLAR, L.,
1998).

DACHLER a PELZMANN (1989) uvadi hrubé odhady davek
zékladnich prvki pfi hnojeni na dobfe zasobenych piidach : cca 120 kg N na ha
v délené davce, 70 kg P,0s na ha a 150 kg K;O na ha. Podle BAUERA a
WAGNERA (1990) je optimélni sloZeni hnojiva 150-180 kg N, 70-100 kg
P20s5 a 200-250 kg K;0 na hektar, coZ odpovida 31-44 kg P a 183-207 kg K.

2.3.3 Ochrana rostlin

KUCHARSKI (1997) se ve své studii vénoval pokustim pro urdeni
pesticidl, vhodnych pro péstovani Echinacey. Bylo testovano 18 herbicidi,
znichZ nejlepsi udinnost a toleranci prokézaly pripravky Kerb 500 SC,
Azogard 50 WP a Fusilade super.

Jako nejcastéjsi piivodei nemoci u E. purpurea byly identifikovany
snétové nemoci sazenic a Alternaria alternata. Snéfové nemoci sazenic mohou
byt likvidovany mofenim, tzn. Moteni osiva promyvanim nebo mofeni osiva
fungicidy, kratce pfed vysevem. Alternaria alternata mize byt potirana
postiikem. Byly tispésné vyzkouseny fungicidy Dithane M-45, Penncozeb 80
WP (3g/kg osiva), Dithane 75 WG, Penncozeb 75 WG (3-5g/kg) a Dithane 455




SC ¢i Penncozeb 455 SC. V Kanadé a USA jsou porosty Echinacey napadany
tzv. ,,Yellow diseases®.

Ze Skidch se vyznamné projevil Philenus spumarius, Phytomyza
atricornis, Liriomyza strigata a Lygus sp. Usp&iné& byly vyzkou$eny ptipravky:
Ambush 25 EC (0,025%), Alfazot 05 EC (0,06%), Basudin 25 E, Bulldock 025
EC, Diazinon 250 EC, Cyperkil (0,015%), Karate 0,25 EC, Ripcord 10 EC a
mnohé dal$i (KUCHARSKI, W. A., 1997).

2.3.4 Sklizen

Sklizeri kvetouci nati lze provadét od prvniho roku péstovani. E.
purpurea kvete v prvnim roce v fijnu, od druhého roku v srpnu. V prvnim roce
vysevu by se mélo sklizet, kdyz se na hlavnich kvétenstvich otevie prvni vénec
kvétnich trubic, zatim co v druhém roce sklizefi nastane, az kdyz se otevie
prvni vénec kvétnich trubic u vétSiny vedlejsich kvétenstvi. Kofeny lze sklizet
také od prvniho roku, od konce fijna do zatatku listopadu. Vynosy &erstvych
kofenl E. purpurea jsou v prvnim roce 8,7-11 t/ha pfi susinovém poméru EV =
2,6 od druhého roku. Vynos Cerstvé naté je podstatné vyssi, lze sklidit 22-34
t/ha pti EV = 4,9 v prvnim roce a 27-55 t/ha pii EV = 3,8 od druhého toku
(BOMME, U., 1986, 1987).

Pfechod na velkoplo$né péstovani 1é¢ivych rostlin p#ina& s sebou
pozadavek na jejich strojovy sbér. Castokrat neni mozné pouzit existujici

zemédelské sbérové stroje a je potieba hledat nové feseni. Na sbér kofenti E.

purpurea lze pouzit stroj, kterého hlavni €asti jsou: vyoravaci Ustroji,
oddélova¢ kament, separitor zeminy a zasobnik kotendi (ANGELOVIC, M.,
2002).




2.4.5 Posklizriova osetreni

SuSeni nat¢ by mélo byt provedeno ve vzduinych resp. Tepelnych
susicich zafizenich pfi teplotdch maximalné do 45°C. Cerstva droga obsahuje
asi 23 % suden¢ hmoty. Sueni kofentl, které se sklizeji pfi likvidaci p&stebnich
ploch, vétsinou ve 3., mén& ve 4. roce, se po odpovidajicim &i§téni provadi
v suicich zafizenich pfi teplotach do 50°C. Vyt&Zek kofenii Jje ur€en stafim a

vyvojem rostlin (KUCHARSKI, W. A., 1996). Stojni &isténi a suseni pusobi

vzhledem k jemnému vétveni kofent problémy, proto se doporutuje rozdélit

kofeny na 5-10 cm kousky (BAUER, R., 1990).




2.4 Chemické slozeni a obsahové latky

2.4.1 Alkaloidy

Alkaloidy jsou biologicky nejaktivngjsi, lé¢ebné nejucinngjsi ze viech
obsahovych latek rostlin. Po chemické strance jsou to slabé organické dusikaté
zasady (alkalie). Vé&tsinou se pouzivaji v &isté, z rostliny izolované formé, a lze
je proto také piesné nejen chemicky, ale i z hlediska G¢innosti definovat. Jde
vétsinou o latky silng UCinkujici, ve vy$8ich davkach jedovaté. Kazdy
z alkaloidi m4 svoji specifickou G&innost, piisobi na jiny té€lesny organ, jinou
obvodovych pletiv vazany na kyseliny ve formé soli. Jsou to produkty latkové
vymény rostlinnych bunék a v rostling zfejmé plni fyziologickou funkci latek

ochrannych rezervnich (JAROS, Z., 1992).

2.4.2 Flavonoidy

Fenolické latky s vlastnostmi podobnymi vitaminim. Maji pfiznivy
ucinek na cévy, normalizuji propustnost jejich stén a zvySuji jejich pevnost.
Podporuji a¢inek vitaminu C, puasobi téZ cholereticky a spasmolyticky
(ZENTRICH, J. A., 1991). VétSinou jde o latky nejednotné, o smési dvou i
vice latek, které se v rostlinich nachazeji vazany bud’ na glykosidy nebo se
vrostliné vyskytuji ve formé& tzv. esterl, nejcast&ji skyselinou galovou.

VétSinou je lze jen obtizné izolovat zrostliny v &isté, chemicky presné

-----

UCinky. Protizanétlivy wéinek flavonoidii se tedy neuplatiiuje u zanétd

vyvolanych choroboplodnymi mikroorganismy, mikroby, na n&z flavonoidy

nepusobi. Jejich nizev je odvozen od sloZeni hlavnich, chemicky




prozkoumanych zéstupcl této skupiny latek, které jsou derivaty flavonolu Zluté

barvy (Zluty = lat. Flavus) (JAROS, Z., 1992).

2.4.3 Fytoncidy

Jsou to chemicky nejednotné latky vysSich rostlin s G¢inkem
antibakteridlnim, antibiotickym. Jsou patrné pro rostliny ochrannymi latkami.
NaleZeji kriznym chemickym skupindm. Nalézdme mezi nimi silice
sobsahem siry, terpeny, fenoly, tisloviny, chinony, alkaloidy, aj.
(KORBELAR, J., ENDRIS, Z., 1985). Nazev fytoncidy vsak neodpovida
skute¢nosti. Je totiz utvofen z latinského cidere, coZz znamena zabijet,
usmrcovat, ni¢it. Vét§ina fytoncidd bakterie ale neusmrcuje, nenici, nybrZ
pouze brzdi, piipadné zastavuje jejich rist. Takto bakteriostaticky sice plsobi 1
néktera antibiotika, ale i ve srovnani snimi je protibakterialni G¢innost
fytoncidii nesrovnatelné niZz§i. Mnozi autofi povazuji fytoncidy za latky s jen
mirné dezinfek&nimi G¢inky. V Zadném ptipadé moznosti lé¢ebného uplatnéni

fytocidil nelze s antibiotiky srovnavat (JAROS, Z., 1992).

2.4.4 Glykosidy

Patii k rostlinnym stavebnim latkdam a vznikaji vazbou cukerné slozky
se slozkou necukernou. Necukerna sloZka, tzv. aglykon, ma rizné chemické
sloZeni a pravé to uréuje chemické pusobeni celého komplexu. Proto maji
glykosidy velmi rozmanité pisobeni (ZENTRICH, J. A., 1991). Podobné jako
alkaloidy jsou i glykosidy latkami biologicky velmi aktivnim, jsou silné€ u¢inné
a ve vy$sich davkach jedovaté. Jejich ziskdvani zrostlinného materidlu je
velmi obtizné, nebot’ byvaji v rostlinach soudasné doprovazeny enzymy, které

Je velmi rychle S$tépi. V rostlinach jsou glykosidy produkty latkové vymény,

rostliny je obvykle vytvaii za pomoci enzymi, a to bud’ jako latky rezervni




nebo obranné, nékdy i proto, aby oslabila G¢inek nékterych jinych produkti
latkové vymény, které by mohli byt pro rostlinu jedovaté. Glykosidy jsou
v rostlindch souéasti bunéiné 3tavy a nachdzeji vriznych jejich castech.
Lécivy ucinek jednotlivych glykosidii je velmi rozmanity, €asto vSak byva
specificky, uplatiiuje se smérem na ur€ity télesny organ ¢i funkei (JAROé, Ly

1992).

2.4.5 Saponiny

Latky glykosidni povahy, vyrazng snizuji povrchové napéti vody, ve
které jsou rozpustény. P¥i tfepani s vodou silné péni. Je-li jich v krvi vetsi
mnoZstvi, rozruduji Cervené krvinky. Jsou tedy krevnim jedem. Pozije-li se
malé mnoZstvi saponintl, nastava podrazdéni zalude¢ni a stfevni sliznice. Velké
mnoZstvi saponinii miiZe zpiisobit i t&ké zandty (KORBELAR, J., ENDRIS,
7., 1985). V lékafstvi se vyuZivaji drogy se saponiny nebo saponiny samotné,
predeviim jako 1éCiva, jeZ usnadfiuji vykaslavani pii zéanétlivych chorobach
hornich cest dychacich, nebo moc¢opudna lé¢iva s dezinfekénim piisobenim.
Zvysuji tvorbu zldzovych vyméskd a Zalude¢nich $tav. Vyznamné jsou i

ucinky proti houbovym a plisiiovym chorobam (JIRASEK, V., 1989).

2.4.6 Slizy

Latky sacharidové povahy, které jsou po strance chemické, tak i
biologické indiferentni, inaktivni. Mohou se viak uplatnit svymi fyzikalnimi
vlastnostmi, predev§im tim, Ze s vodou siln& bobtnaji a jsou viskozni. Maji
proto mirny a nedrazdivy ucinek projimavy, mohou piispét ke tvorb¢ hlenti a

k snaz$imu odkasglavani. Vytvofeni slizového povlaku na sliznicich chrani

sliznice pred draZdivym tG¢inkem rtiznych $kodlivin. Pod ochranou slizii se

Iépe hoji zanicena tkai (JAROS, Z., 1992).




2.4.7 Horéiny

Jsou to bezdusikaté latky chemicky tvofené vétSinou uhlikem, vodikem
a dusikem. Chemicky jsou vSak dosud malo probadané, nebot’ neptedstavuji
skupinu jednotnou, ale mnohé znich maji charakter glykosidi, laktond,
pfipadné i alkaloidl apod. VétSinou jsou to latky pevné, Casto i krystalické, a
z rostlinného materidlu se daji pomémé snadno ziskat vyluhovanim vodou,
lihem nebo jinymi rozpoustédly. Nékteré hoiciny jsou biologicky inaktivni,
nékteré mohou byt, zejména ve vy$$ich davkach, i zna¢né jedovaté. Jsou
typické pro ¢eledi Sachtovitych, hofcovitych ¢i hvézdicovitych. Pouzivaji se
pro povzbuzeni chuti k jidlu, ke zvySovéani tvorby Zluée a kladné ovliviuji 1
&innost traviciho ustroji (RUBCOV, V. G., 1984, (JAROS, Z., 1992). Hoi¢iny
ptisobi mirn¢ uklidiujicim zplisobem, takZze se uplatiiuji jako gastrosedativa

(ZENTRICH, J. A., 1991).

2.4.8 Silice

Diive zvané éterické oleje. Jsou to latky tekuté, tékajici s vodnimi
parami, které se za obydejné teploty vypafuji a po silné ochlazeni nebo po
delSim stdni se znich mohou vylu€ovat pevné krystalické soudasti (napf.
mentol, kafr aj.) Po chemické strance jsou to latky velmi nejednotné, zpravidla
jde o pestré smési rGiznych chemickych sloudenin. NejdilleZitgjsi a nejéastdjsi
slozkou silic jsou terpeny a jejich derivaty. V silicich lze viak nalézt také
mnohé alkoholy, uhlovodiky, aldehydy, ketony, kyseliny, fenolové estery a
fadu dalsich latek. Z rostlin se daji relativné snadno ziskat bud’ rozpusténim
(napf. v alkoholu, éteru, aj.) nebo destilaci s vodni parou, ale napf. i
vylisovanim. Nékdy jsou silice hlavnimi nositeli G&inku rostliny, mnohdy viak
U¢inek jing latky obsazené v rostling jen podporuji. Maji U¢inek Zluopudny,

Mocopudny, protikfedovy, tlumi kiete traviciho a dychaciho ustroji, plisobi
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proti nadymani a ovliviiuji nervovy systém (RUBCOV, V. G., 1984), (JAROS,
Z., 1992).

2.4.9 Trisloviny

Jsou to latky velmi rtiznorodé, znaéné komplikovaného chemického
slozeni, majici schopnost sraZet bilkoviny. Na vzduchu se velmi snadno
okysli¢uji, vytvafeji amorfni a neti¢innou hmotu oznacovanou jako flobafeny.
Neuginnymi se stavaji i po dlouhodobém vateni, Tiisloviny mohou byt
v rostling hlavni nebo vedlejsi u€innou latkou, ale mohou G¢inek jinych latek
v rostliné jen podporovat &i naopak naruovat. Ttisloviny maji antibakterialni
iginek, zastavujici drobné krvaceni, daji se vyuZit pfi prijmech nebo otravach
alkaloidy a t&Zkymi kovy. Lé¢i i popéleniny ¢i zanéty dutiny ustni (RUBCOV,
V. G., 1984), (KORBELAR, J., 1981), (JAROS, Z., 1992).

2.4.10 Organické kyseliny

Mezi G¢innymi pfirodnimi latkami drog se ¢asto uvadéji organické
kyseliny. Jsou v rostlinach volné, nebo vazané jako soli, laktony nebo estery.
Jejich terapeuticky vyznam zaleZi v ovliviiovani pozvolného vstfebavani
dalSich u¢innych slozek drog, v plsobeni na zazivaci ustroji, napf.
usmériovani peristaltiky a v mo¢opudném pilisobeni (JIRASEK, V., 1989). U
rostlin vyrovnavaji vniténi tlak bunék tim vlastné usmériiuji propustnost vody

buné¢nymi membranami rostlin (ZENTRICH, J. A., 1991).

2.4.11 Balastni latky

Kromé latek uinnych, 1é¢ebné vyuzitelnych, obsahuje rostlina vice ¢

mené dalsich latek pravodnich, biologicky inaktivnich, indiferentnich, 1é¢ebng
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neu¢innych. Nékteré z nich mohou sice latky, které jsou v rostliné nositelem
uéinku, podporovat, jejich Gcinky zesilovat, ale jiné naopak tyto G¢inky tlumi,
snizuji nebo dokonce i zcela paralyzuji. Obecné se tyto latky oznaluji jako
balastni. Pafi mezi né napf. buniéina, $krob, tuky, vosky aj. Pro lé¢ebny efekt
kazdé rostliny je velmi vyznamna zejména pritomnost enzymu. Ty se mohou
jevit jako latky indiferentni, ale mohou na ostatni obsahové latky rostlin
uplatitovat také bud’ pfiznivy nebo naopak neptiznivy vliv. Uéinné obsahové
latky rostlin mohou $t&pit, rozkladat nebo naopak pfispivat k jejich tvorbé.
Piitomnost balastnich latek v rostlinném materidlu je jednou z hlavnich
pri¢in kolisavosti, nestandardnosti, nespolehlivosti a obtizné odhadnutelnosti

vysledného u&inku rostlin (JAROS, Z., 1992).
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2.5 Uéinné latky rodu Echinacea purpurea

Vyzkum obsahovych latek rodu Echinacea byl provadén v USA, odkud
tento rod pochdzi, a rovnéz v Némecku, kde ma farmaceuticky priimysl pevné
zdzemi. Prvni zminka o obsahovych latkach rodu Echinacea byla publikovéana
vroce 1914 (Heyley, Staley). Podle jejich udaji se v kofenech E. purpurea
vyskytuje zasobni polysacharid insulin a jemu podobné latky pentosany,
redukujici monosacharidy a dale pryskyfice a silice. Ve svych dalsich pracich
identifikovali Heyl a Staley v lipofilni frakei extraktd z kofent kyseliny
olejovou, linolovou, feritovou, palmitovou a tfi fytosteroly. Ty byly v roce
1966 identifikovany jako  [-sitostrol-3-B-D-glukosid a  stigmasterol
(BOHLMANN, GRENZ, 1966).

Dal8imi obsahovymi latkami kofent jsou triglyceridy vyse uvedenych
mastnych kyselin, levulosa, tfisloviny, fenolické kyseliny, betain, fada enzym

a mineralni latky (BOHLMANN, GRENZ, 1966)

2.5.1 Kyselina cichorova

Za pravdépodobné nejdilezitéj3 imunostimulator je povazovana kyselina
cichorova (2,3-dikafeoylester kyseliny vinné, kyselina &ekankova), ktera je
obsazena ve viech &astech rostliny Echinacea purpurea, ale nejvice je
koncentrovana ve kvétech a kofenech. V men$im mnozstvi ji nalezneme i
V Echinacea pallida a Echinacea angustifolia (KOHOUTOVA, V., 2000) a

shodné  prokézali BAUER, R., REMIGER, P., WAGNER, H., (1988) a
FACINO, R.M., (1996).

Latka byla poprvé izolovana z Cichorium intybus — Asteraceae. Vyskyt
V t€10 rostling potvrdil i SCARPATI M.L, (1958). Latka se vyskytuje i v jinych
rostlinach napt. smetance lékaiské (Zaraxacum officinale) WILLIAMS C.A.,




(1996). Z druhl rodu Echinacea byl izolovan i jeji metylester a mono- a di-
metyléter jak uvadi (SICHA, HUBIK, DUSEK, 1989).

Podle BAUERA, R., WAGNERA, H., (1991) obsahuji kofeny Echinacea
purpurea kyselinu cichorovou. Jak zjistili NUSSLEIN (2000) tato kyselina je
velice nachylna k enzymatické degradaci béhem ziskavani produktii z rostlin
Echinacea purpurea. Degradace cichorové kyseliny a dal$ich derivatt kyseliny
kavové muze byt inhibovéana pfidanim antioxidantt do extraktu. Ukazalo se, Ze
za oxidativni degradaci kdvové kyseliny a jejich derivatl je odpovédny enzym
polyfenoloxidasa (PPO), nikoliv peroxidasa. Byl testovan vliv kyseliny
askorbové a ethanolu na stabilizaci kyseliny kavové a jejich derivati.
Cichorova kyselina nebyla stabilni i1 kdyz byly vylouceny oxidativni procesy.
Bylo zjisténo, Ze reakei pfi které esterasa Stépi esterovou vazbu mezi vinnou a
kavovou kyselinou probiha i za inhibice enzymu polyfenoloxidasa (PPO).
Avsak pridanim 40% ethanolu a 50 mM askorbové kyseliny vedlo k stabilizaci
kyseliny cichorové ve vodnim extraktu z Echinacea purpurea.

Kyselina cichorova a kaftarova (dalsi derivat kyseliny kavové) jsou
hlavni slozkou kofene a nadzemni &asti E. purpurea. Obsah kyseliny cichorové
v kofenech tfapatky dosahuje a7 20 mg 1 g suSiny. Rozdil v obsahu kyseliny
cichorové v riznych genetickych liniich E. purpurea mize byt az étyinasobny
(VRCHOTOVA, N., 2002). Mezi derivaty kyseliny kavové patii rovnéz
kyselina chlorogenova a echinakosid, které maji esterifikovanou cukernou
slozku. Tato sloucenina je slozena ze dvou molekul glukézy, po jedné

molekule rhamozy, kavové kyseliny a brenzkatechinethanolu. Sloudenina

vykazovala slabé antibiotické GSinky proti zlatému stafylokoku a proti

streptokokiim.




2.5.2 Derivaty kyseliny kavové

Ve své praci BAUER, R., REMIGER, P., WAGNER, H., (1988), mimo
jiné zjistili, Ze obsah derivatd kyseliny kdvové je v kvétech mnohokrat vys3si
nez ve zbytku naté. Kyselina kdvova je v fi8i rostlin velice rozsifend, je tieba
myslet na to, Ze pfi pozitivnich vysledcich vyzkumu antibakteridlniho u¢inku
Cerstvych rostlinnych extraktl mohou byt ve hie kyselina kavova nebo derivat
kyseliny kavové (STOLL, A., RENZ, J., BRACK., 1950).

Derivaty kyseliny kavové jsou jednou z nosnych sloZek, jimz je piicitan
lé¢ivy ucinek Echinacey. Ve vSech ¢&astech rostliny byl nalezen 2,3-
dikafenylester kyseliny vinné, tj. derivat kyseliny kavové. Tato slou¢enina byla
poprvé izolovana zrostliny Cichorium intybus — Asteraceae, proto je tato

slouéenina nazyvana také jako kyselina cichorova. Z druhd rodu Echinacea byl

izolovan i jeji metylester a mono- a di-metyléter (BECKER, H., HSIEH, W.
CH., 1985).




Obrdzek ¢.1 Schématické vzorce derivati kyseliny kavové
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2.5.3 Eterické oleje

E. purpurea dale obsahuje éterické oleje, neboli silice. HEIZER a kol.
(1988) uvadi, Ze Echinacea obsahuje v kofenech maximdlné 0,2 % oleje,
zatimco v kvétech a listech bylo nalezeno po 0,6 %. V éterickém oleji z kofent
E. purpurea identifikovali ,,jako hlavni komponentu® nejprve slouCeniny typu
dodeca-2.4-dien-l-yl-isovaleratu, stejné jako kyselinu palmitovou a linoleovou.
Jako dalsi slouceninu nalezli v kofenech Echinacea purpurea germakren D,
ktery prokdzin BOHLMANNEM a HOFLMANNEM vedle vanilinu a
methylesteru  kyseliny  p-hydroxyskoficové i vnadzemnich ¢&astech
(BOHLMANN, F., 1983).

Germakrenalkohol, izolovany BAUEREM a kol. (1988) znaté
Echinacea purpurea je pravdépodobné také stavebni soucasti éterickych oleji.
Stejné tak je fada alkylamidt tékavych ve vodni pare. BOS a kol. (1988)
nalezli v éterickém oleji nadzemnich &asti Echinacea purpurea borneol,
bornylacetat, pentadeca-8-en-2-on, germakren D, karyofylen, karyofylenoxid, a
kyselinu palmitovou. Podle BECKERA (1982) obsahuje kofen E. purpurea
0,72 % silice. Silice z kotent byla ziskana bud’ destilaci s vodni parou nebo
extrakei do nepolarnich rozpoustédel. Silice z E. purpurea obsahuje minimalné
31 latek s obsahem 18,25 % karyofylenu a 8,73 % farnesenu. Jako vedlejsi
latky se vyskytuji dal$i terpeny a-pinen (1,88 %), B-pinen (1,79 %), kimonem
(0,32 %), cymol (0,12 %), a stopy thujanu, humulonu a karyofylenoxidu.

2.5.4 Slouéeniny polyacetylenového typu

7 kotenii obou druhli byly izolovany slougeniny polyacetylénového
typu. V Cerstvych i vsuSenych kofenech bylo nalezeno pomérné velké
mnozstvi t&chto sloucenin (0,2 %). Bylo identifikovano 13 slougenin, nejvyssi

podil m4 1-tridecen-3,5,7,9,11-pentaiin, dale 1,11-tridekadien-3,5,7,9-tetrain,
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v kotenech Echinacea angustifolia byl nalezen 8-pentadecen-2-on, v nati obou
druht byly nalezeny pouze 4 ze 13, které se vyskytuji v kofenech. Jejich
koncentrace je velmi nizkd. Polyacetylénové slou¢eniny jsou pomé&rné nestalé,
pti dlouhodobém skladovani se rozkladaji (SICHA, HUBIK, DUSEK, 1989).
V droze E. purpurea byly prokazany pouze stopy téchto slouenin a

v pfipravcich z nati nebyly prokazany viibec (BECKER, H., 1982).

2.5.5 Alkylamidy

wrwe

jen velmi ziidka. Z E. purpurea byly izolovany a identifikovany polyinamidy
dien-diinového typu. Jde o N-isobutylamid kyseliny 2-cis-4-trans-dodekadien-
8,10-diinové, N-isobutylamid kyseliny 2-cis-4-trans-undekadien-8,10-diinové a
smés dvou izomeri N-isobutylamidu kyseliny 2.4,8,10-dodekatetraenové,
V3echny tyto slouCeniny vznikaji jako polyiny v biosyntetickém cyklu kyseliny
olejové (BAUER, R., 1985, BOHLMANN, F., 1974).

PERRY A kol. (1997) zkoumali hladiny alkylamidt v E. purpurea a
uvadéji, ze alkylamidy pfispivaji k imunostimulaénim u¢inktim alkoholovych
extraktl z Echinacey.

GRAEDON (1999) uvadi, Ze Cerstva Echinacea, nebo jeji $t'ava obsahuje

nestalé (t¢kavé) latky, které se vysuSeném rostlinném materialu nevyskytuji.

2.5.6 Alkaloidy

Echinacea purpurea obsahuje pyrolysidinové alkaloidy, které jsou

WPicke pro deled’ Asteraceae. Ve §tave z Serstvé rostliny byl nalezen tussilagin
d1sotussilagin. Obsah t&chto alkaloidi v droze je 0,006 %, takZe se v b&Znych

Plipravcich nemgze projevit jejich toxicita (RODER, E., 1984).




2.5.7 Echinacein

Podle KAMIRA obsahuje E. purpurea slouteninu nazvanou echinacein.
Je to latka, ktera ma insekticidni u¢inky, zvySuje pfirozené obranné sily
organismu a md pfiznivy U¢inek na kloubova vaziva. Chemicky jde o N-
isobutylamid kyseliny 2-trans-6-cis-8,10-trans-dodekanové. Jen v malém

mnoZstvi se nachazi i v Echinacea purpurea.

Obrazek ¢.2 Schématicky vzorec echinaceinu

CH;
|
H3C-(CH=CH)s-(CHz)-CH=CH-CO-NH-CH5-CH-CHs

echinacein

2.5.7 Polysacharidy

7 terapeutického hlediska jsou polysacharidy vyznamné. Maji
imunostimulaéni  G¢inky. WAGNER a PROKSCH (1981) izolovali
znadzemnich ¢&asti E.  purpurea polysacharidovou frakci, kterd byla
chromatograficky rozdélena na 5 dalsich frakei. Z terapeutického hlediska jsou
dilezité frakce o molekularni hmotnosti 35.000 a 45.000. Obsahuji hereroxylan
slozeny zxylozy a arabinézy a arabino-rhamno-galaktan. Obé frakce jsou
velmi dobie rozpustné ve vodé, obsahuji velké mnoZstvi uronovych kyselin.
Dalsi frakce ziskané gelovou filtraci maji molekulovou hmotnost 1.000 —
5.000, 5.000 — 50.000, 50.000 — 500.000 — 750.000.

VSechny tyto frakce maji imunostimula¢ni efekt. Aktivizuji neutrofyly
(WAGNER, H., 1985) a mikrofagy (STIMPEL, K., 1984). Vlivem téchto

Polysacharidi  aktivované mikrofagy ziskavaji vyznamnou extracelularni
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toxicitu proti nadorovym buiikam. Tato aktivace polysacharidem je nezavisla

na soub&zném ucinku lymfocyti (STIMPEL, K., 1984).

2.5.8 Echinacin

Echinacin tvofi komplex s kyselinou hyaluronovou a blokuje enzym
hyaluronidazu, ktera reguluje polymerizaci kyseliny hyaluronové a zarovei
ovliviiuje vyménnou cestu tekutiny mezi butikami a cévnimi sténami.
Echinacin blokuje hyaluronidasu télu vlastni i hyaluronidasu vytvofenou
bakteriemi a tim zamezuje Sifeni lokalni infekce. Utinek byl prokazan
aktivnim vlivem na mnoZeni fibroblastd, které by mohlo vést k znovu
vytvofeni inhibitoru hyaluronidasy. Také KOHOUTOVA, V., 2000 prokazala
pii aplikaci echinacinu na mysi, Ze dochazelo k vyrazné aktivaci fagocyti.
Pozdeji zjistila, Ze aplikace echinacinu mé stejny efekt, jako hormon
glukokortikoid.

SICHA, HUBIK, DUSEK, (1989) dale identifikovali echinacin B jako
pseudokrystalickou latku s velmi nizkou toxicitou. Je to smésny polysacharid,

JehoZ w¢innou slozku tvofi kysely mukopolysacharid a ma imunostimulaéni

ulinky a plisobi také jako inhibitor hyaluronidazy.




2.6 Vliv elicitoru na zvyseni obsahu ucéinnych latek
v rostlinach Echinacea purpurea

Stres se tyka hlavné ¢lovéka a Zivoc€ichd, postihuje také rostliny a téma
_rostlina a stres” je pfedmétem serizniho védeckého badani. V soucasnosti je
stres u rostlin zkouman z riznych hledisek, od velkych ekosystémid az po
biologické regulace rostliny na molekularni urovni (BLAHA et al., 2003).

Zakladatelem nauky o stresu je mad’arsko-némecko-kanadsky fyziolog

Hans Seley. Jeho piivodni definice, je§té z doby tésné pfed druhou svétovou
valkou, zni: ,Stres je nespecificka (tj. nastavajici po riznych zatézich
stereotypné) fyziologicka reakce na jakykoli narok na organismus kladeny.
Slovo narok zde ma vsobé slozku nadmémosti, a tak ucitel Ceskych
endokrinologi, Josef Charvat, zavedl pojem zatéz. Mluvime tedy o reakcich
zétézovych nebo stresovych (KOPRIVA, 2002).
Pro jednotlivé vlivy prostfedi lze surcitou opatrnosti stanovit meze, které
nejsou pro vyvoj a rist rostliny optimalni a kdy jsou nutné zmény vlastnosti
rostlin pro dal$i uspé3né rozmnozovani a vyvoj. Na Zivé organizmy vSak nikdy
nepusobi pouze jednotlivé faktory vnéjsiho prostiedi, ale cely komplex vlivii,
abiotickych (fyzikalnich a chemickych) a biotickych faktori, které vstupuji do
vzajemnych interakci.

Proto neni mozné definovat pfesné hranici, kdy se jedna jen o silny tlak
komplexu negativnich vnéjdich podminek, viigi kterym je rostlina jeste
pfizplisobena a je schopna se s nimi v pribshu vegetace vyrovnat, a od kdy jiz
rostlina ,,strada“, tj. kdy je jiz nutna ,,obranna reakce® rostliny ¢ dokonce
Zména genetické vybavy.

Negativni vn&jsi vlivy — stresory, plsobi na celou rostlinu, tj. na kofeny,
nadzemni &4st i na vyvijejici se semena. Rostliny jsou prizpisobeny
K vykonavani vech velmi dulezitych zZivotnich funkci za pomémé znacného
kolisani faktori vnéjSiho prostiedi. Pfi plsobeni stresori muZe rostlina

dosahnout nového rovnovazného stavu na zakladé ¢innosti kompenzaénich
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procest. Pii nezvladnuti vlivu stresor dojde az k uhynuti rostliny (BLAHA et
al., 2003).

Skupina reakci, které se spusti pod vlivem stresortl, se nazyva stresova
reakce a probihd ve ¢étyfech fazich, a to ve fazi poplachové — fazi restitucni —
fazi rezistence — fazi vy€erpani.

Poplachova faze je zahdjena bezprostiedné po ucinku stresoru ¢i spise
kombinaci stresori, kdy jsou jejich plsobenim naru$eny bunéné struktury a
zivotni funkce rostliny. V restituéni fazi, nedojde-li ovéem k prekroéeni letalni
meze rostliny a k jejimu thynu, zaénou pracovat kompenzaéni mechanizmy.
Tyto mechanizmy sméiuji ke zvySené odolnosti rostliny ve fazi rezistence viici
pisobicim stresorim. Pfi dlouhodobém a intenzivnim vlivu stresorti nemusi byt
zvy$ena odolnost rostliny vzdy trvalého charakteru a mize dojit opét k jejimu
poklesu ve fazi vy&erpani.

Vysledkem stresové reakce je ur€itd uroven adaptacni schopnosti.
Prechodné se mze zvysit i urovei odolnosti vaéi biotickym stresorim — tento
jev se nazyva aklimatizace. Rada rostlinnych druhi se dokdZe vyhnout ptisobni

stresti, vétsinou vSak se rostlina pokou$i o nastoleni tolerance viéi stresu
(BLAHA et al., 2003).

2.6.1 Elicitace a imunita

V odborné literatufe a metodikdch vyuZzivani stimultord — stresort je
oznatovana jako tzv. metoda elicitace, ktera se zacala pouZivat teprve neddvno
a souvisi s rozvojem kultivace rostlin in vitro. Jedna se o metodu, kterd vyuziva
schopnosti rostlin reagovat na rtuzna infekéni agens celou fadou reakci, na
Jejich? konci nastava zvySena tvorba sekunddrnich metabolitd jak uvedli
DICOSMO et al., 1985, které predstavuji dilezité suroviny pro farmaceuticky

Prumysl. Rostlinné buriky jsou schopny se branit stresovym faktortim vnéj$iho

Prostredi. Pi stresu dochdzi k uvolfiovani latek z bun&&nych stén rostlin a




nasledné k vytvofeni nizkomolekuldrnich latek - fytoalexini, pfedstavujicich
obrannou reakci rostliny. Sekundéarni metabolity se tedy mohou tvofit v rostliné
jako soucast reakce obranného mechanismu v rostliné na pfitomnost patogenu.
Fytoalexiny predstavuji jednu z mozZnosti iniciace genové aktivity za vzniku
ur¢itych enzymi, které katalyzuji vytvafeni antimikrobidlng pusobicich
sekundarnich metabolitd. Patfi sem naptiklad flavonoidy, isoflavonoidy,
terpeny, steroidy, stilbeny.

Dalsi chemicky sloZit&jsi latky jsou glykosidy, alkaloidy, které se
v rostliné vyskytuji v malém mnozstvi, ale jsou pro Zivo€ichy velice toxické

(HNILICKA et al., 2003).

2.6.2 Abiotické elicitory

Abiotické faktory jsou komplexem vlivii, které na rostliny plsobi.
K abiotickym stresoriim zafazujeme fyzikalni faktory, ke kterym pat¥i vodni
stres a teplota. Vodnim stresem se zabyvala HNILICKOVA et al., 2003, kdyz
zjistovala vliv tohoto stresoru na intenzitu fotosyntézy a transpirace na rostliny
rajCete jedlého (Lycopersicon esculentum Mill.).

Z vysledkd vyplyva, Ze u stresovanych rostlin byla nejvyssi hodnota
intenzity fotosyntézy dosaZena u viech odriid dfive u variant stresovanych nez
u kontrolnich variant. Z toho vyplyva, Ze stresované rostliny zkracuji vegetaci,
a Ze vodni stres snizuje intenzitu fotosyntézy.

Dal$im fyzikdlnim faktorem je teplota. Na rostliny nepiisobi jen teploty
Voptimalnich hranicich, ale také teploty extrémni. Jednim z vyznamnych
stresort vnéjsiho prostiedi , ktery piisobi na rist rostlin je nizka teplota. Nizka
teplota zpomaluje proces fotosyntézy a transpirace, méni intenzitu dychani,

Poskozuje biomembrany, &imZ se méni jejich propustnost a jejich dalsi

fyzikilni a chemické viastnosti. P¥i teplotdich pod bodem mrazu dochazi

K mechanickému poskozeni bunek (BLAHA et al., 2003).




Slune¢ni zafeni a jeho spektralni sloZeni je pro rostliny zdrojem
nejenom tepelné energie, ale také energie nutné pro fotosyntézu. MuZeme
hovofit o stresu zplisobeném sluneénim zafenim. Stres vyvolany slune&nim
zafenim je mozné rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina je pfedstavovana
extrémnimi hodnotami intenzity sluneéniho zafeni pro danou uréitou rostlinu.
Druhou skupinu stresorl predstavuje ultrafialové zateni (BLAHA et al., 2003).

Z atmosférickych jevi na rostlinu nepiisobi pouze slune¢ni zéfeni, ale
také obsah a koncentrace latek v ovzdusi a ozon. Skodlivé latky se do ovzdusi
dostavaji nejenom z pfirozenych zdroj, jako jsou napf. pfirozené pozary
savan, lesd, vulkanické ¢innost sopek, ale také priimyslovou ¢innosti ¢lovéka.
Cinnosti ¢lovéka se do atmosféry dostavaji piedeviim oxidy siry, dusiku a
dfive pouzivané freony (BLAHA et al., 2003).

Také obsah Zivin v plidé plsobi jako abioticky faktor na rist rostlin a
tvorbu nékterych latek. Je prokdzano, Ze stimulace tvorby obrannych latek,
které jsou vurCité vazb&é na tvorbu farmakologicky uginnych latek, lze
dosahnout hnojenim s neharmonickym pomérem zivin (PASEK, 1997). Tento
jev pozoroval KOLAR, et al., 1998 pii Sestindsobném ptebytku dusiku
vpomeéru k drasliku a dal§im Zivindm v Echinacea purpurea, kdy rostlina
produkuje 0 60 % ucinnych latek vice, neZ pii harmonickém poméru Zivin.

Tieti vyznamnou skupinou abiotickych elicitort jsou sloueniny na
bazi organickych slou¢enin. Neustale jsou vyhleddvéany a vyvijeny dalsi, nové
organické latky, které jsou experimentaln& zkouseny jako elicitory pii elicitaci
testovanych kultur p&stovanych in vitro nebo in vivo.

Jeden experiment se zabyval vyuZitim kyseliny linolové. Ta je po
chemické strance cis, cis-9,12-oktadekadienova kyselina, kterd patfi do
skupiny vyssich mastnych kyselin. Tuto kyselinu pouzil BOSTOCK et al.,
1981 jako potencialni elicitor z toho davodu, Ze vyvolavd akumulaci
fytoalexing (isoﬂavonoidﬁ) v listech Phaseolus vulgaris, podobné tém, které

byly dosaZeny po elicitaci avirulentnim kmenem Pseudomonas syringae

Phaseolica. Maximalnj mnozstvi akumulovanych fytoalexinii se projevilo jako




odpovéd’ na 1,6 mM koncentraci arachidonové a linolové kyseliny. Vechny
polynasycené mastné kyseliny vSechny cis-5, 8, 11, 14, 17 eicosapentanové a
viechny cis-5,8, 11, 14 eicosatetraenové (arachidonové) kyseliny byly
nejefektivnéjSimi elicitory tvorby seskviterpenickych fytoalexind, které byly
zjistény v houbovych extraktech patogenu Phytophtora infestans.

Pfi porovnavani dosazenych hodnot v zavislosti na koncentraci elicitoru
byl nejvyssi obsah flavonoidd zaznamenan v kultufe vystavené plsobeni
kyseliny linolové o koncentraci 2,0 mg/ml a 1,0 mg/ml. Vyznamny byl nartst
obsahu flavonoida také u koncentraci 0,01 a 0,20 mg/ml. Nevyznamny narGst
produkce flavonoidii byl zjistén pfi ptisobeni koncentrace 0,02 mg/ml za 24 a
48 hodin a u koncentrace 2,0 mg/ml po 24 hodinach. P¥i srovnani produkce
flavonoidd u elicitovanych kultur s kontrolnimi konstatovali, Ze elicitované
kultury vykazovaly vy$si obsah flavonoidd zejména po 24 hodinach pii
koncentraci 0,01; 0,20 a 1,0 mg/ml. Po 48 hodinach pak byla produkce vici
kontrolnim vzorkiim vétSinou niZ8i s vyjimkou koncentrace 1,0 a 2,0 mg/ml.
Po 7 dnech piisobenim kyseliny linolové mély viechny kontrolni kultury vy3si
obsah flavonoidl nez kultury elicitované. Nejvy3si nardst tvorby flavonoidi
byl zaznamenan pfi pouziti elicitoru o koncentraci 2,0 mg/ml a o dobg
pusobeni 48 hodin a to o 118 %. Pfi 24 hodinovém pusobeni elicitoru o
koncentraci 1,0 mg/ml doslo ke zvyseni produkce flavonoidi o 94 %. Je
zZiejmé, Ze po dosazeni maximalni produkce flavonoidii dochazi pak uz jen ke
sniZovani jejich obsahu. Toto sniZovani obsahu flavonoidi je pravdépodobné
Zptisobeno jejich metabolizaci. Na odbourdvéni se pravdépodobné podili i

elicitor (BEIDERBECK et al., 1989).

Pfi hodnoceni produkee flavonoidi v case béhem elicitace kyselinou
linolovou, vysledovali TUMOVA et al., 2000, Ze u vétsiny pokusnych
Koncentraci je obsah flavonoida nejvyssi 24 hod po aplikaci elicitoru a poté
klesa (u koncentrace 0,01; 0,10; 0,20; a 1,0 mg/ml). U koncentraci 0,02 a 2,0

Mg/ml je maximalni produkce po 48 hodinové elicitaci.




2.6.3 Biotické elicitory

Biotické faktory jsou vlastn¢ Zivé organismy, které obyvaji urdité
zivotni prostfedi a vstupuji do rlznych vztahd s ostatnimi organizmy a
prostfedim. Ovliviiuji se v ramci jednoho druhu i mezidruhové a svymi
Zivotnimi aktivitami méni i neZivé prostiedi, které osidluji. Jsou-li uginky
ur¢itych organizmi na jiné organizmy negativni, pak o nich hovofime jako o
biotickych stresorech. Mezi biotické stresory je moZné zafadit patogenni
mikroorganismy, jako jsou napf. viry, bakterie a jiné mikroorganismy, houby,
dale hmyzi a Zivogi§né Skiadce, ale také samotné rostliny (HNILICKA et al.,
2003).

K elicitaci se vyuziva homogenatu mikroorganismi. Jednou z metod,
kterou je mozné dosahnout zvySeni produkce pfirodnich latek v kulturdch in
vitro, je elicitace buné&nych kultur.

MARINELI et al., 1994 uvadi ve své praci elicitaci s vyuZitim
homogenatu z usmrcenych bun&k z Escherichia coli a Aspergillus terreus na
produkei flavonoidi v kultufe Ononis arvensis L. Uvedené elicitory zvysovaly
akumulaci flavonoidi zejména po 24 hodinach nebo po 48 hodinach elicitace.
Pii pouziti elicitoru - usmrcenych bunék Pseudomonas aeruginosa koncentraci
I (1 g bunéeného materialu byl dan do 100 ml odmérné banky, ktera byla po
znacku doplnéna destilovanou vodou) u kalusové kultury doslo po 24 hodinach
ke snizeni obsahu flavonoidii v porovnani s kontrolni skupinou. Naopak po 48
hodinach nastalo zvySeni obsahu flavonoidi. Po 7 dnech elicitace obsah
flavonoidi opét poklesl pod uroven kontrolni skupiny. Po aplikaci elicitoru v
koncentraci II, kters se pfipravila tak, Ze byl odpipetovan 1 ml suspenze o
koncentraci I do 100 ml odmérné bariky a po znacku doplnén destilovanou
Vodou, byl v kalusové kultufe po 24 hodinach zaznamenan niZ8i obsah

flavonoid( ney v kontrolni skuping, aviak po 48 hodinéch elicitace produkce
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flavonoida prevysila kontrolni skupinu a po 7 dnech elicitace dosdhla maxima.
Po aplikaci elicitoru v koncentraci III, kterd se pfipravila odpipetovanim 1 ml
suspenze o koncentraci II do 100 ml odmérné batiky a doplnénim destilované
vody po znaCku byl ke kalusové kultufe po 4 hodinové elicitaci obsah
flavonoid nepatrné niz8i neZ u kontroly, ale po 48 hodinich doglo jedté k
vét§imu poklesu. Ani po 7 dnech elicitace nedoslo k pievySeni obsahu
flavonoidii ziskanych u kontrolni skupiny. U suspenzni kultury pii pouziti
koncentrace I doSlo k vyraznému nartstu obsahu flavonoidi po 48 hodinach.
Ostatni hodnoty obsahu flavonoidi byly niZ8i neZz u kontrolnich skupin.
Koncentrace elicitoru II zpisobila postupné sniZzovani produkce flavonoidd v
suspenzni kultufe. Produkce flavonoidii zji§téna po 24 hodinach elicitaci byla
sice nejvyssi, ale statisticky nevyznamnd v porovnani s kontrolou. Pouze
nejnizsi testovana koncentrace elicitoru III dokdzala prevysit obsah flavonoidi
nad uroven kontrolnich skupin, a to ve viech €asovych intervalech. Nejvyssi
obsah flavonoidd byl naméfen po 7 dnech elicitace. Pfi hodnoceni vsech
dosazenych vysledkd lze fici, Ze u kalusovych kultur vyvolal maximalni

produkci elicitor o koncentraci II po 7 dnech elicitace. Tato hodnota byla vy§si

0 83% vzhledem ke kontrole.




2.7 Biologicka hnojiva

2.7.1 Vyvoj biologickych hnojiv v Ciné a ve svété

Je tomu jiZ vice nez sto let, co byla pouZita biologicka hnojiva. Na
poc¢atku dvacdtych let minulého stoleti je v Americe a Australii pouzivano
hnojivo rhizobium. V souasné dobé se tovarny na vyrobu biologickych hnojiv
se standardizovanou technologii produkce a systémem vystupni kontroly
nalézaji nejen v primyslové rozvinutych stitech jako USA a, Anglie,
Japonsko, Kanada, Francie, Italie ¢i Némecko, ale také v rozvojovych zemich
jako Indie, Thajsko, Filipiny a Burundi. V nékterych rozvinutych statech
pokryvaji biologicka hnojiva vice neZ deset procent z celkového pouzitého
mnoZstvi. Vyroba a vyzkum biologickych hnojiv zacaly pocatkem padesatych
let minulého stoleti a od této doby dochazi k vystavbé tovaren na biologicka
hnojiva. Podle nekompletnich statistickych udaji prevySuje polet tovaren na
biologicka hnojiva ¢tyfi sta a jejich celkova produkce &ini dva miliony tun.
Rozliéné pouzivané kultury zahrmuji baktérie, houby a actinomycety, vietng
dusikatych baktérii, hlizovitych kofenovych baktérii, fotosyntetickych baktérii,
lactobacillu, baktérii rozpoustjici celulozu apod. (uvedené kultury jsou
pouzivané v Cing). Vyrobky zahrnuji ptipravky mobilizujici padni dusik,
zlepSujici jeho pfijem rostlinou tzv. na dusikaté bazi, rhizobium inoculum,
inoculum rozpoustéjici fosfor, inoculum silikdtovych baktérii, bacilarni
inoculum, inoculum rozkladajici celulozu, komplexni inoculum atd.

V soutasné dobé nabizeny sortiment ma podobu kapalnou, & formu

liofilizovanou (zmraZenou a vysusenou) pevnou praskovou nebo granulovanou.




- ——————mea

2.7.2 Davod vyrop Y biologickych hnojiv mobilizujicich pudni fosfor

vyvézZené¢ho pFisunu dusiku, fosforu a drasliku, vépniky 2 hot¢iku nemiize obi]j
normalné rist a nelze dosahovat vysoké kvality a vynosy.
Pii nedostatku fosfory roste rostlina pomalu, stonek je utly, rostlina je nachylna

k napadeni $kudci, podzemni kofen Jje tenky a postranni  kofinky jsou

sporadické. Podle &inského ministerstva zemédélstvy vykazuji dve tfetiny




fosféaty, apatity. Organicky zahrnuje fosfoinositoly, fosfolipidy a nukleové
kyseliny aj.. Vzhledem k vySe uvedenym skutetnostem zalal vroce 1988
mikrobiologicky institut Akademie v&d v Hebei svyvojem biologickych

hnojiv mobilizujicich ptidni fosfor.

2.7.3 Charakteristika hlavnich kultur pouZivanych bakterii
uvolnujicich fosfor

V tficatych letech minulého stoleti zadal Sovétsky svaz s vyzkumem v oblasti
aplikované mikrobiologie pfi rozkladu obtiZn& rozpustnych fosfati.
V padesatych letech zahajili vyzkumnici ¢innost v této oblasti v Cing.
Existuje zna¢né mnoZstvi mikroorganismil, které rozkladaji nebo rozpoustsji
obtizné rozpustné fosfaty v pidé. Tyto je mozné rozdélit v zavislosti na
rozkladu odliSnych substrati na organické a anorganické fosfobakterie. Ve
skuteCnosti neni toto rozliSeni pfesné, organické fosfobakterie nerozkladaji
pouze organické fosfidy, ale mohou také rozpoustét anorganické fosfidy, napt.
Caz( PO4),. Na druhou stranu mohou anorganické fosfobakterie rozkladat
organické fosfidy (napf. lecitin).
V soucasnosti k druhim mikroorganismii rozkladajici fosfaty mizeme zatadit
pseudomonas,  bacillus, mycobakterium,  pennicilium a  aspergillus.
Mikrobiologicky institut Akademie v&d v Hebei zkouma dvé kultury uvolniujici
fosfor. Jedna se konkrétn& o Bacillus Megaterium a Escherichia sp.
Bacillus Megaterium vytvati v prabéhu reprodukce spéry, snadno se pfipravuje
& uchovava, takze md pithodn&jsi komeréni uplatnéni. Je viak tieba
POZhamenat, Ze schopnost uvolfiovéni fosforu je niZsi neZ u Escherichea sp.
Bacillus Megaterium - grampositivni bakterie, vyluéné aerofilni, buiika
sloupovits a3 elipsoidni v nutriénim roztoku. Obvykla $itka 1,2-1,5 p, délka

2-5 V prostiedi karbohydrati narfistd. Vytvaii vice nez jednu sporu, ktera

0doldva teply. Spéra mé tvar elipsy, roste v sedmiprocentnim roztoku NaCl, P¥i




kultivaci pozorujeme bohaty rlst v Zivném roztoku, ne$ifi se, v pozdé&jsim
stadiu ma kultura Zlutavou barvu, pii del$i kultivaci barva hnéda nebo &erna.
Pii aplikaci arabinosy, xylosy, manitolu, hydrolyzaéniho Sskrobu obvykle
dochazi k uvolilovani kyseliny a citratd jako zdroje uhliku. Obsah G+C je 36-
38 %. Vogues—Proskauerova reakce je negativni a reakce na vajecny zloutek je
téZ negativni.

Escherchia sp. Hm0332 je bakterie s dvéma ustnimi otvory vytvafi
kulturu ve tvaru tyCinek o Sifce 0,5-0,7 p a délce 1,0-2,5 p. Bakterie se
vyskytuje samostatné nebo ve dvojici a mize se pohybovat. Kultura vytvari
v priibe¢hu 48 hodin v Zivném roztoku kruhové kolonie s pravidelnymi rohy o
pruméru 4 mm, které jsou vlhké a hladké, barvy galatitu. Rozpéti teplot lezi
mezi 1040 stupni Celsia. Teploty 28-30°C zlepSuji rist. Kultury pfezivaji pii
pH v rozmezi 6-7,9, optimalni pH pro bakterie je 7-7,3. VZdy negativni jsou
gramové reakce, oxida¢ni reakce a Voges-Proskauerova reakce, vzdy positivni
jsou reakce na kontaktni enzym, indolové reakce a reakce na metylovou

Cerven. Tento aerogen vytvaii kyselinu z laktosy, cukrosy a glukosy a pouziva

soli kyseliny jablegné a kyseliny mlécné jako jedine¢ny zdroj energie a uhliku.




2.7.4 Postup vyroby biologickych hnojiv mobilizujicich pudni

fosfor
absorbé&ni materialy kultura utvétejici fosfor vzduch
\:
vysouseni a dreeni Slechténi ve zkumavece  vzduchovy kompresor
2
prosivani roztok kultury kultura v prvni lahvi druhotny zhusit'ovad
2 \ \:
mikrovinna sterilizace  sterilizace kultura ve druhé lahvi  nadoba na jimani plynu
\J \
sudina - » prvnimiska <— kiemicity separator
\ 1 \
zahustovani 9 druhd miska «— ohfev vzduchu
\ 2 \
absorbce a miSeni > hlavni miska <— elementarni filtr
\ 1 \:
baleni tekuty fermentovag sekundarni filtr
2 \ 2
pevné inoculum baleni — vysoce efektivni filtr
\

kapalné inoculum




2.7.5 Uginky biologickych hnojiv na rizné plodiny ( HM0332 )

Mezi lety 1990 az 2000 bylo vice ne¥ tiicet druhit rostlin podrobeno testovani
na riznych typech ptd. V prab&hu testu vykazovalo 90 procent plodin vyrazné
zvySeni vynosu. Jednalo se o plodiny jako p3enice, kukufice, bavina, ryze,
sladké brambory, burské ofisky, fazole, meloun, grep, jablko, hruska, okurka,

pept, rajce, zeli, baklazan apod.

Tabulka ¢& 1 Uginek biologického hnojiva na zvysovani vynosu jednotlivych
plodin (jednotka: Kg/mu [1 ha = 15 mu])

Oblast Qingyuan | Xingtang | Xinle Roncheng | Qingyuan | Xingtang | Jingxian
sladké bursky bursky bursky !
Plodina kukutice bavina Soja
brambory ofisek ofifek ofiSek
Varianta
Kontrola 462,4 1137-8 38-5 207.8 270,7 172,5 54,9
Biologické
b 534,7 1330,1 45,4 2377 328,7 270,2 66,9
hnojivo
Zvyseni
1 72,3 1924 6,9 29,9 58,0 34,7 12,0
vynosu
Procento
. 15,6% 16,9% 17,9% 14,3% 21,4% 20,1% 21,8%
Navysenj
.




_

Tabulka ¢.2 Utinek biologického hnojiva na zvySovani vynosu jednotlivych

plodin (jednotka: Kg/mu [1 ha = 15 mul)

[ Oblast Jingxian Changli Xingtang | Gaoyang Shunping | Shunping
Plodina arep hrugka jablko okurka Spenat zeli
Kontrola 2318,8 49,5 31,3 7020 1773 3420,5
Biologické

3 2805 55,9 42 10140 2172 3984
hnojivo
Zvyseni
486,2 6,4 10,7 3120 399 563,5
vynosu
Procento
21,0 12,9 34,2 44,4 22,5 16,5
navyseni

(Stejné oblasti maji pFinejmensim tFi testovact mista)




2.7.6 Mechanismus zvysovani vynosu pfi pouZiti biologickych
hnojiv mobilizujicich piadni fosfor

Rozpousti se malo rozpustny fosfat vpiadé a vylepsuje se obsah
dostupného fosforu (pfistupného fosforu). V pribéhu testovani bylo zjisténo,
ze HMO0332 uvoliiujici fosfor mize dosdhnout velikosti 3-7 um za podminek
tisté kultury a schopnosti uvoliiovani fosforu je 8,28 % pouzijeme-li fosfaty

jako zdroj fosforu.

Tabulka ¢ 3 Vysledky testovani schopnosti kultury HM0332 uvoltiovat fosfor

Druh fosforu Zpracovani obsah fosforu prowRto SChO?HOSt
navyseni uvoliovat fosfor
Ve vodé rozpustny Kontrola 0,143
fosfor (mg/100 ml) Hm032 0,324 227,73% +0,49%
Kontrola 123,89
Pomalu rozpustny
Hmo032 134,10 8,24% +7,79%
5 Kontrola 3,112
Spatné rozpustny
Hmo032 2,160 69,4%
Fosfor celkové 8.28%
L(mg.kg)

(1) Mechanismus rozpousténi obtizn& rozpustného fosfatu
A. Produkce organickych kyselin

Existuje pfimd umé&rnost mezi schopnosti rozpoustst fosfor a celkovym

Mnozstvim kulturou vytvorené kyseliny. Typ a obsah kyselin pfimo ovliviiuji

schopnost rozpoustét fosfor. Pomoci HPLC bylo zméfeno, ze HM0332 vytvaii
4 podminek ¢isté kultury vice organickych kyselin jako kyselina jable¢na,
kyselina mléénd, kyselina $tavelovd, kyselina malonové, kyselina jantarova

atd.. V pribehu testu dodlo k zvySeni tvorby kyselin souc¢asné nardstem poétu

bakterif. Logaritmicka faze je nejrychlejsi a celkové mnozstvi kyseliny dosdhne




kinetické rovnovahy po dosaZeni doby vyvazeni. Nejvétsi produkce kyseliny se
dosahlo béhem 36-48 hodin a hodnota &inila 9,417 nmol/l, pfi¢emz doslo ke
snizeni pH na pfiblizn¢ 4,5. Je na mist¢ pfedpoklad, Ze kyselina vytvofens
mikrobem mdzZe reagovat s Caz+, Mg2+, Fe*", Fe3+, Al’" a rozpoustét obtizné

rozpustné fosfaty.

B. Uvolnovani protonu v prib&hu asimilace amoniaku

(v kultufe je obsazen NH")
HN4"— NH; + H'

C. Dochézi k tvorb& H" v diisledku dychani bakterie
CO; + H,0 — H" + HCOy

(2) Fosfat se uvoliiuje vymé&nou mezi PO, (fosfatovy iont) a organickym

aniontem
A. Produkce fyziologicky aktivnich latek

Kultura HMO0322 produkuje v priibéhu riistu mnoho fyziologicky
aktivnich latek. Jednd se napfiklad o ristové hormony, giberelin,
aminokyseliny, vitaminy, jejichz obsah je zavisly na po&tu bakterii.

V soucasnosti nejsou k dispozici zadné presné vysledky.

B.  Aktivace dalsich prvka jako draslik, hlinik, Zelezo apod.
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2.7.8 Dalsi udaje o mikroorganismech rozpoustéjicich fosfor

Ve svétové literatufe se objevuji zpravy o houbach uvoliiujicich fosfor,

ale v soucasné dobé je k dispozici jen nepatrné mnozstvi piiklada vyuziti hub

jako kultury. Jejich uéinky jsou lepsi neZ v piipad® bakterii v Cing. Profesor

Lin Qimei zCinské zem&d&lské univerzity potvrzuje, Ze uginek hub

uvoliiujicich fosfor je lepsi nez u bakterii a tvorba kyselin je téZ vydatngjsi.

Navic je vytvafenych organickych kyselin vice druh.

Tabulka ¢ 4 Fosfor v bakteridlnich kulturdch (mg/l)

Kultura Shet P obsah fosforu celkem | pH

fosforu
Bl 26.92 30.54 3.89
B2 43.34 46.73 3.59
BS 25.74 39.21 3.41
B9 31.14 36.42 4.24
Kontrola 3.28 5.28 7.39
(péstovano 6 dni)
Tabulka ¢.5 Fosfor v houbovité kultufe (mg/1)
Kultura ohsalifosupncho obsah fosforu celkem | pH

fosforu
Fl 37.41 52.38 6.30
F2 71.23 83.19 4.39
F3 90.54 129.98 341
F4 64.21 63.64 4.26
E5 145.36 320.54 3.04
Fé6 74.48 100.74 3.63
F7 81.23 113.62 4.28
F8 59.64 65.22 3.82
Kontrola 0.53 6.06 7.28

(péstovdno 6 dni)




Tabulka ¢.6 Druhy a obsah organickych kyselin v bakterialni kultufe

kyselina kyselina kyselina kyselina kyselina
Kultura : celkem
jableéna propionova | mléna octovd citronova
Bl 10.56 16.6 0 0 0 27.16
B2 70.76 0 25.86 11.16 0 107.78
BS 198.32 8.83 67.52 17.93 46.32 338.98
B9 38.77 15.14 33.07 0 50.92 137.9
Kontrola 15.77 0 0 0 27.85 43.62

Tabulka ¢.7 Druhy a obsah organickych kyselin v houbovych kulturich

e kyselina |kyselina |kyselina |kyselina |kyselina |kyselina oy
Stavelova | vinna mlécna octova citronova | jantarova

Fl 18.23 62.89 0 41.99 0 28.49 151.60
F2 0 0 0 0 30.97 0 36.08
F3 128.70 0 14.16 0 20.65 19.88 183.46
F4 0 0 0 96.26 23.58 0 119.98
F5 39.10 0 18.61 111.2 104.6 0 302.27
Fé6 29.58 0 0 0 25.89 0 67.88
B 42.03 0 161.5 0 37.76 0 276.42
F§ 138.3 0 28.45 10.46 0 0 185.43
Kontrola 10.50 9.23 0 0 1542 0 48.54

48




2.7.9 Narodni pramyslovy standard biologickych hnojiv na
mobilizujicich padni fosfor

Narodni standard pro biologicka hnojiva na bazi fosforu byl vyhlasen
22.12. 2000 a vstoupil v platnost 1.4. 2001. Standard uréuje klasifikaci,
technologicky index, vzorkovani, metody testovani, baleni, oznadent, prepravu
a skladovani fosfobakterialnich hnojiv. Tento standard je pouZitelny na veskeré
aktivni mikrobiologické produkty s prospg$nymi fosfobakteriemi, které
rozkladaji obtiZné¢ rozpustny fosfat, vylepSuji vyZivu plodin fosforem a

podporuji jejich rist.

Tabulka ¢.8 Technologicky index kapalnych fosfobakterialnich hnojiv
Polozka index
zakalena kapalina, slaby
Vzhled, zépach nebo zadny zdpach

Pocet efektivnich bakterii Organicky fosfor 22,0
(10%ml) Anorganicky fosfor =18
Pomér smiSenych mikrobd <5%
pH 4,5-8,0
doba trvani ( mésice ) >6

Tabulka ¢.9 Technologicky index pevnych fosfobakterialnich hnojiv (prasek)
Polozka index
" forma prasku, nekompaktni,
Wetiled 2ipach vlhky, bez plisné slabsi zapach

Vlhkost v procentech 25-50
Mnozstvi aktivnich bakterii organicky fosfor >1,5
(10% ml) anorganicky fosfor >1,0

<10% (zbytek po proseti sitem o
priméru 20 mm)
pH 6.0-75
pomeér smisenych mikrobi <10%
doba platnosti (mésice) =6

Velikost prasku (primér prasku)




Tabulka ¢ 10 Technologicky index pevnych fosfobakteridlnich hnojiv (granule)

Polozka index
Valiled, zipach nekompaktni, ¢erné nebo nebilé
’ granule, drobny slab$i zapach
Vlhkost v procentech <10%
MnozZstvi aktivnich bakterii organicky fosfor >0,5
(10% ml) anorganicky fosfor >0,5

beze zbytku po proseti
standardnim sitem 2,5 —4,5mm
pH 6,0-7,5
pomér smiSenych mikrobd <20%
doba platnosti (mésice) =6

Velikost prasku (primér prasku)




3. METODIKA

3.1 Péstovani, aplikace hnojiv a sklizen rostlin

Podle zadani prace byl ovéfovan vliv elicitaéniho piisobeni
biologickych hnojiv na obsah nékterych tcinnych latek v rostliné Echinacea
purpurea. V letech 2002 aZz 2005 jsem uskutecnila maloparcelkovy pokus se
dvéma riznymi typy biologickych hnojiv. Vzorky nadzemni hmoty a kofeni
rostin  se odebiraly ve druhém a tfetim roce. V ziskanych vzorcich
péstovanych rostlin rodu Echinacea byly provedeny analyzy stanoveni obsahu
vybranych G¢innych latek metodou vysoko ucinné kapalinové chromatografie

(HPLC) a provedeno vlastni vyhodnoceni dosaZenych vysledki.

K pokusu byly vybrany rostliny E. purpurea. Osivo bylo zaseto do
hloubky zhruba 2-3 mm koncem zafi roku 2002 do plastovych kelimki
naplnénych zahradnickym substratem umisténych na Katedfe obecné produkce
rostlinné ZF JCU v Ceskych Budgjovicich. Maloparcelkovy experiment byl
zajistén v péstebni plose v Ceskych
Budg&jovicich na zahradé v ulici
Lednicka ¢ p. 149. Na piesné
rozméfeném pokusném pozemku
byly koncem mésice biezna roku
2003 zaloZeny pokusné parcelky
s rostlinami Echinacea purpurea
ve sponu 25 x 30 cm celkem o

rozloze 6 m”. Byly vytvoieny

3 parcely (2 pokusné a jedna Foto ¢&. 2

kontrolni) kazda o vyméfe 2 m’. Na kadé parcelce bylo 20 rostlin.
Pfedpéstované rostliny v plastovych kelimeich byly vysazeny do pldy v kvétnu
2003. Pouzitd hustota porostu (spon 25x30 cm) se osvédcCila, nebot’ po
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vytvofeni listové riZice doslo k vyznamnému zastingni piidy a tim k potlateni
rastu plevelnych rostlin v pozdgjSich etapach riistu. Zastinéni pudy je viditelné
na fotografii €. 2.

V daldim roce presnéji 20.5. 2004 byla provedena aplikace hnojiv u
jednotlivych rostlin na hloubku zhruba 10 - 15 ¢cm a na &itku 20 ¢cm kolem
kazdé rostliny. Do brazdy vytvofené kolem rostliny byla aplikovana suspenze
hnojiva, poté byla opét rostlina zahrnuta zeminou a zalita. Byla pouzita ¢inska
hnojiva tekuté a pevné konzistence. Tteti kontrolni parcelka nebyla hnojena.
Kolem rostlin byla zde téZ provedena brazda, rostlina byla zasypana zeminou a
zalita.

Sklizen vzorkii nadzemni d&asti 20ti rostlin z kazdé parcely byla
provedena v f{jnu roku 2004. Dne 25. kvétna roku 2005 byly odebrany koteny
v poctu 5ti vzorkil z kazdé parcely (celkem tii parcely).

Druha aplikace hnojiv byla uskuteénéna 15. ¢ervna roku 2005.

Dne 20. fijna roku 2005 prob&hla sklizeni 15ti vzorkd nadzemni &asti

rostlin a kofend. Rostliny byly popsany, zmeéfena jejich vyska, stanoven poéet

listd, kvéti, odnozi a roztiidény a usuSeny pfi teploté do 40°C.




3.2 Extrakce

3.2.1 Priprava vzorku pro identifikaci u¢innych latek

Pro nasledujici analyzu byla pouZita hmota kofend, listd a kvétu, ktera
byla rozdrcena tif§tivym mlynkem na jemnou hmotu. Rostliny skladované
oddélens zkazdé parcelky byly vyskové zméfeny, zvaZeny, spoCitany byly
odnoze, potty listd a kvéth (viz pFiloha ¢.I). Tyto hodnoty pak poslouzily
k uréeni vynosu rostlin se kterou bylo nasledné kalkulovano v ekonomickeé
bilanci péstovani t&chto 1é¢ivek.

Podle VRCHOTOVE, N. a kol., 2002 existuji rizné moZnosti pfipravy
extraktu, které se lisi napf. pouzitim extrak¢niho ¢inidla, dobou extrakce atd.,
takZe optimalni volba postupu je problematicka a méla by se volit i vzhledem
k charakteru analyzovanych latek.

V nafem experimentu byl odebran vzorek k rozboru z rozemleté¢ho
kofenového, kvétntho a listového materidlu z maloparcelkového pokusu o
hmotnosti 2 g. Ten byl zalit 20 ml 96 % ethanolu a ponechan extrahovat pfi
pokojové teploté v tfepatce na Katedfe obecne produkce rostlinné ZF JICU
v Ceskych Budgjovicich 24 hodin. Po této dob& byla smés doplnéna 20ml

destilované vody a opét ponechéna extrahovat dalsich 24 hodin v tfepacce. Po

provedené extrakci byla smés zfiltrovana a ptipravena k naslednému rozboru

metodou HPLC.




3.2.2 Obsah zakladnich Zivin v pudé

Vyluh 0,1 M NaOH + PyNa, metodou odparkd z 10 ml vzorku, 20 ml
pro HK a FK. Pouzita 0,2 M Mohrova sil (MS) a 0,4 N chromsirova smés
(CHS), oxidace 45 min pii 125°C. Stanoveni bylo provedeno v zafi 2006.

Piidni typ pisc¢ito-hlinity, Cambisol (hn&da, kysela pida). Pida obsahuje
vysoky obsah fosforu, velmi maly obsah drasliku, dobry obsah hot¢iku, vysoky
obsah vapniku, potfeba véapnéni zadnd , pH je neutralni, N-tot je v normé

(HORACEK J., 1994).

Tabulka ¢ 11 Primérny obsah Zivin v pudé (stanoveni Mehlich III)

pHcac12) Niot P mg/kg Kmgkg | Mgmgkg | Camg/kg

6,84% 0,19 % 593 63 166 4011

Obsah celkového uhliku (Cox 2,73%) poukazuje na stfedni obsah
humusu. Pomér (HK/FK 1,42) fulvato-humatovy typ humusu, pida pravidelné
organicky hnojend, parametry organickych latek pidy a humus latek puady
odpovidaji dlouhodobému silnému antropogennimu vlivu — pravidelna aplikace
vysokych davek organickych hnojiv (minimaln€ 45 tun a vice/ 3 roky).

Frakcionaci a naslednym zpracovanim (LEDVINA a kol. 1988) byly
stanoveny humusové latky (HL 1,22 mg/g), fulvokyseliny (FK 0,54 mg/g ) a
huminové kyseliny (HK 0,77 mg/g).

Stupeti humifikace Sh vykazuje stfedni hodnotu (LEDVINA, 1994).

Tabulka ¢ 12 Primérny obsah organickych latek a frakcionace humusu

%celk. Cox | %Cx. | HK+FK %Crx % Crk HK/FK Sh

2,73 1,22 131 0,54 0,77 1,42 48.0




3.3 Vysokouéinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC patfi mezi nejdokonalejsi varianty sloupcove (kolonové)
kapalinové chromatografie. Jeji vznik byl zejména podpofen prudkym
rozvojem piistrojové techniky, zejména v oblasti detekce chromatografovanych
latek. Jeji vyhodou je velkd uginnost a rozliSovaci schopnost. Nevyhodou je
velmi vysoka cena komerénich pfistroji — HPLC chromatografii. Pouziva se
k d&leni sloZitych smési velmi pfibuznych latek (SKLENAK, L., 2003).

Jako sorbent jsou pouzivany velmi jemné (primér im — 5um), vysoce
homogenni &astice v kovovych nebo sklenénych trubicich (kolonach)
(SKLENAK, L., 2003).

V klasickém experimentélnim uspofadani tvofi kolonu sklenéna
trubitka s pramérem 2 az 6 mm a délkou 10mm az I m (nejéastéji 20 cm). Na
dn& kolony je frita na zachyceni napln€ a kohout, kterym je mozné regulovat
pritok mobilni faze. Kolona se naplni stacionarni fazi, pipetou se nadavkuje
vzorek a zaéne se pfivadét mobilni kapalina za pouziti vysokeho tlaku (do 50
MPa). Rychlost mobilni kapaliny se voli mezi 0,1 aZ 5 cn/s (GARAJ, ],
1987). Prittokem mobilni faze dochazi k prostupu jednotlivych sloZek kolonou.
Pti vhodng zvolenych podminkach je jejich rychlost natolik odlidnd, Ze
jednotlivé slozky vytvori oddélené zény (pasy), které postupné opoustEji
soustavu (kolonu) ve form& tzv. fluatu, coz je roztok slozky v mobilni fazi.
Koncentrace slozky v pfislusnych podilech fluatu nejprve stoupa a po dosaZeni
maxima opét klesd, coZ se projevi na vn&jsim chromatogramu jako tzv. pik,
jehoz plocha je im&ma mnozstvi slozky. PH volb& spravnych podminek jsou
piky jednotlivych sloZek navzéjem oddélenc.

Po opusténi kolony fluat prochdzi detektorem a jeho jednotlivé frakce
se pro dalii zpracovani zachycuji tzv. sbératem frakci. Signaly z detektoru se
registruji zapisovatem a zaznamenavaji formou vné&jsiho chromatogramu.

Nedetekuji-li se slozky v fludtu po opusténi kolony detektorem, je tfeba fluat
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zachycovat sbératem frakei a jednotlivé frakce podrobit zkouskam na dikaz ¢i
stanoveni sloZek. V n&kterych ptipadech lze timto zpisobem provést pouze
skupinové déleni latek.

Potom se jednotlivé frakce podrobuji daldimu déleni (HUBACEK, J.,
1988). GARAIJ a kol. (1987) uvadi, Ze jako detektory se v HPLC nejcastéji
pouzivaji diferencidlni refraktometry a fotometrick¢ UV detektory. Oba tyto
detektory jsou koncentraéni. Ze selektivnich detektori se pouzivaji

elektrochemické detektory, fluorescenéni detektor a infracerveny detektor.
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3.4 Analyza vzorku

Extrakty rostlinnych vzorkd byly analyzovény pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC - high-performance liquid chromatography)
ve spolupraci s Katedrou chemie a ugitelstvi chemie v C.Budgjovicich. Vzor
chromatogramu tfapatky nachové je znazomén viz pFiloha C. 3. Jako mobilni
faze byla uZita smés acetonitrilu. Mobilni faze A: 5% acetonitril + 0.1% H3PO4
(85%). Mobilni fize B : 50% CH3CN + 0.1% H3PO, (85%). Pritok mobilni
faze byl 0,25 ml/min pfi 325 nm. MnoZstvi kyseliny cichorové bylo pocitano
podle kalibragni kfivky pro kyselinu kaftarovou. Vysledky byly analyzovany
pomoci stroji na Katedfe aplikované chemie a uditelstvi chemie: Vysokotlaka
pumpa Spectra System P2000, Uvdetektor Specra System UV 3000 HR
Thermo Separation Products, SN 4000, Auto sampler MIDAS Holland Spark.

4. VYSLEDKY

Po provedeném rozboru metodou HPLC byly naméfené vysledky
vyhodnoceny a statisticky zpracovany. DosaZené vysledky jsou pro vetsi
prehled rozdéleny podle provadénych pokusi a vyjadfeny jako procenticky
obsah sledovanych latek graficky vEetn& tabulkového zpracovani. U vsech typl
pokusu byly stanoveny kyseliny - kaftarova, cichorova, kavova a
chlorogenova.

Obsah sledovanych biologicky aktivnich latek v rostlin€ Echinacea

purpurea se ménil v zavislosti na ro¢niku.
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Ve druhém roce (2004) péstovani rostliny bylo u nehnojeného porostu

v jednotlivych &astech rostliny dosaZeno nasledujicich vysledki.

Tabulka ¢. 13
Grafé. 1

Primérné hodnoty kyselin (ug/g) mezi jednotlivymi &astmi rostlin ve druhém

roce (nehnojené)

I_ kaftarova | chiorogenova kavova cichorova
listy 22,095 0,013 1,002 0,000
kvéty 20,912 0,012 3,932 0,001
kofeny 427,870 0,851 12,114 0,011
Obsah kyselin v jednotlivych éastech rostlin ve druhém roce
(nehnojené)
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Nejvy33i obsah kyseliny kaftarové (428 pg/g) az 20ti nasobek oproti
jejimu obsahu v listech (22 pg/g) a kvétech (21ug/g) byl zjistén v kofenech.
Obdobné¢ v pfipadé kyselin kavové, chlorogenové a cichorové byly nejvyssi
hodnoty nalezeny téZ v kofenech, niZ3i v kvétech a nejniZ$i v listech. Obsah
kyseliny kdvové byl v kofenech 3x nasobny ve srovnani s kvéty a 12ti nasobny

s listy. Obsahy kyseliny cichorové ve viech ptipadech byly velmi nizké.
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Vliv tekutého ¢&inského biologického hnojiva na obsah sledovanych
kyselin je patrny z tabulky ¢. 14:
Tabulka ¢. 14
Graf¢c. 2

Pramé&rné hodnoty kyselin (ug/g) mezi jednotlivymi ¢astmi rostlin ve druhém
roce (tekuté hnojivo)

kaftarova | chlorogenova kavova cichorova
listy 21,472 0,012 9,768 0,003
kvéty 19,369 0,011 6,004 0,002
kofFeny 736,207 1,464 17,584 0,016
Obsah kyselin v jednotlivych &astech rostlin ve druhém roce (tekuté
hnojivo)
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Stejné jako v kontrolni nehnojené varianté byl obsah kyseliny cichorové
i chlorogenové velmi nizky az nulovy. Nejvy$si obsahy byly zaznamenany u
kyseliny kaftarové u kofenti (736 pg/g) az 35ti nasobek oproti jejimu obsahu
v listech (22 pg/g) a proti kvétim (19 pg/g). Obsah kyseliny kavové byl
v kofenech 3x ndsobny ve srovnani s kvéty a 2x nasobny s listy.

Tekuté &inské biologické hnojivo v druhém roce (2004) zplsobilo
zvyseni obsahu kyseliny kaftarové na 178% ve srovnani s kontrolou. V kvétech

zpisobilo sniZeni na 95,5%.
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Vliv tuhého Cinského biologického hnojiva na obsah sledovanych

kyselin je patmy z tabulky & 15:

Tabulka ¢ 15
Graf é. 3

Prumérné hodnoty kyselin (ug/g) mezi jednotlivymi éastmi rostlin ve druhém
roce (tuhé hnojivo)

kaftanové_ chlorogenova kavova cichorova
listy 8,520 0,005 1,636 0,000
kvéty 19,844 0,011 6,883 0,002
kofeny 460,696 0,916 25,744 0,024

Obsah kyselin v jednotlivych éastech rostlin ve druhém roce
(tuhé hnojivo)
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Stejné jako v kontrolni nehnojené variant& byl obsah kyseliny cichorové
1 chlorogenové velmi nizky aZ nulovy. Nejvy3si obsahy byly zaznamenany
v kyselin€ kaftarové u kofent (460 pg/g) aZ 54x nasobek oproti jejimu obsahu
v listech (9 pg/g) a kvétech az 23x nasobek (20 ne/g).

Tuhé &inské biologické hnojivo zplisobilo zvySeni obsahu kyseliny

kaftarové u kofend na 107 % ve srovnani s kontrolou. V kvétech byl pokles na
95 %.




Ve tfetim roce (2005) péstovani rostliny bylo u nehnojeného porostu

v jednotlivych ¢astech rostliny dosazeno nasledujicich vysledku.

Tabulka é. 16

Graf¢. 4

Pramérné hodnoty kyselin (ug/g) mezi jednotlivymi ¢astmi rostlin ve tfetim

roce (nehnojené

)

kaftarova chlorogenova kavova cichorova
listy 0,000 0,000 0,978 0,000
kvéty 3,195 0,002 25,493 0,007
kofeny 560,325 1,114 23,338 0,021
Obsah kyselin v jednotlivych &astech rostlin ve tfetim roce
{(nehnojené)
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Nejvy3si obsah kyseliny kaftarové je opét v kofenech (560 ng/g).
V listech neni viibec pfitomen a oproti kvétim (3,2 pg/g) €ini 175x nasobek.

Obsah kyseliny kévové byl v kofenech 24x ndsobny (23 pg/g) ve
srovnani s listy a nepatrné niZ$i oproti kvétim (25 pg/g).

Obsahy kyselin cichorové a chlorogenové byly ve vSech piipadech opét

velmi nizké, v listech nulové.
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Vliv tekutého Cinského biologického hnojiva na obsah sledovanych

kyselin je patrny z tabulky ¢ 17.

Tabulka ¢. 17
Graf¢. 5

Priamérné hodnoty kyselin (ug/g) mezi jednotlivymi &astmi rostlin ve tietim

roce (tekuté hnojivo)

kaftarova chlorogenova kavova cichorova
listy 0,221 0,000 0,201 0,000
kvéty 0,139 0,000 28,296 0,007
|kofeny 555,201 1,104 21,793 0,020
Obsah kyselin v jednotlivych &astech rostlin ve tietim roce
(tekuté hnojivo)
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Stejn€ jako v kontrolni variant® byl obsah kyseliny cichorové i
chlorogenové velmi nizky az nulovy.

Nejvy33i obsah byl zaznamenan u kyseliny kaftarové v kofenech (555
ng/g), v kvétech a listech byl obsah zanedbatelny.

Obsah kyseliny kavové byl v kofenech (22 pg/g) az 110x nasobek
oproti listlim a jeji obsah v kvétech byl tentokrat (28 pg/g) az 1,2x vyssi ne?

v kofenech.




Kapalné ¢inské biologické hnojivo ve tfetim roce zpisobilo pokles
obsahu kyseliny kaftarové v kotenech o 4 % ve srovnani s kontrolnimi

nehnojenymi vzorky.
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Stejné jako v kontrolni nehnojené varianté byl obsah kyseliny cichorové
i chlorogenové u fuhého hnojeni nulovy.

U kyseliny kaftarové byly zaznamenany nejvyss$i hodnoty v kofenech
(519 ng/g), coz je 1000x vic neZ v listech a 148x vic neZ v kvétech (3,5 pg/g).

Obsah kyseliny kavové byl v kofenech (21 pg/g), coz je 20x vice nez
v listech (1,3 pg/g) a 2x vice nez v kvétech (12 pg/g).

Tuhé ¢inské biologické hnojivo ve tfetim roce zptisobilo snizeni obsahu
kyseliny kaftarové v kofenech o 8 % ve srovnani s kontrolou.

U kvéth nezpusobilo zddnou zménu.
Tabulka €. 18
Graf ¢. 6

Priumérné hodnoty kyselin (ug/g) mezi jednotlivymi €astmi rostlin ve tretim
roce (tuhé hnojivo)

kaftarova chlorogenova kavova cichorova
listy 0,519 0,000 1,326 0,000
kvéty 3,653 0,002 12,334 0,003
koieny 519,439 0,999 21,420 0,018
Obsah kyselin v jednotlivych ¢astech rostlin ve tfetim roce
{tuhé hnojivo)
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Ve druhém roéniku péstovani rostliny bylo porovnano mnoZstvi
biologicky aktivnich latek v listech mezi riznymi zpiisoby hnojeni.

Kyselina kaftarovA ma nejvy3si obsah u nehnojenych rostlin (22 pg/g).
Nepatrné men3i obsah pfi hnojeni tekutymi hnojivy (21,5 ng/g) a 2,5x méné pfi
hnojeni tuhymi hnojivy (8,5 pg/g).

Kyselina kdvova ma u nehnojenych listi (1 pg/g). P hnojeni tekutymi
hnojivy je to téméf 10ti nasobek (9,7 pg/g) a pii hnojeni tuhymi &ini 1,5x
nasobek (1,6 pg/g) oproti nehnojenym.

Kyselina chlorogenovd mé sotva méfitelné mmnoZstvi a Kkyselina

cichorova nulové.

Tabulka ¢. 19

Graf¢. 7
Pramémné hodnoty kyselin (ug/g) v jednotlivych hnojenich ve druhém roce
(listy)
kaftarova | chlorogenova kdvova cichorova
tekuté 21,472 0,012 9,768 0,003
tuhé 8,520 0,005 1,636 0,000
nehnojené 22,095 0,013 1,002 0,000
Obsah kyselin v jednotlivych hnojenich ve druhém roce (listy)
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U vzorki z #iletych rostlin v listech kleslo mnoZstvi vSech kyselin na

setinu aZ nulu.

Tabulka ¢ 20
Grafé. 8

Primérné hodnoty kyselin (ug/g) v jednotlivych hnojenich ve tretim roce (listy)

kaftarovja__ chlomenové kavova cichorova
tekuté 0,221 0,000 0,201 0,000
tuhé 0,519 0,000 1,326 0,000}
nehnojené 0,000 0,000 0,978 0,000]

Obsah kyselin v jednotlivych hnojenich ve tietim roce (listy)
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Ve druhém ro¢niku péstovani rostliny bylo porovnino mnoZstvi

biologicky aktivnich latek v kvétech mezi riznymi zplsoby hnojeni.

Nejvy3si obsah byl zjidtén u nehnojenych vzorkl (21 pg/g), nepatrné

méné u hnojeni tuhymi hnojivy (20 pg/g) a pfi hnojeni tekutymi (19,3 pg/g).

Kyselina kavova je v nehnojenych vzorcich obsaZzena (4 pg/g), pii

hnojeni tuhymi hnojivy je jeji mmnoZstvi téméf dvojndsobné (7 pg/g) a pfi

hnojeni tekutymi hnojivy je mnoZstvi pouze 1,5x nasobné (6 pg/g).

Kyselina chlorogenova a cichorovd maji opét zanedbatelné, sotva

méfitelné mnozstvi.

Tabulka ¢ 21
Graf¢. 9

Priumérné hodnoty kyselin (ug/g) v jednotlivych hnojenich ve druhém roce

(kvéty)
kaftarova | chlorogenova kavova cichorova
tekuté 19,369 0,011 6,004 0,002
tuhé 19,844 0,011 6,883 0,002
nehnojené 20,912 0,012 3,932 0,001
Obsah kyselin v jednotlivych hnojenich ve druhém roce (kvéty)
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V tFiletych vzorcich u kvéti klesa mnoZstvi viech kyselin opét na setiny

az nulu.

Pouze u kyseliny kdvové pfi hnojeni tekutymi hnojivy toto mnoZstvi

vzrostlo na 4x nasobek (28 pg/g).

Tabulka ¢ 22

Grafé. 10

Pramérné hodnoty kyselin (ug/g) v jednotlivych hnojenich ve tfetim roce

(kvéty)
kaftarova chlorogenova kavova cichorova
tekuté 0,139 0,000 28,296 0,007
tuhé 0,000 0,000 0,000 0,000]
nehnojené 0,000 0,000 0,000 0,000|
Obsah kyselin v jednotlivych hnojenich ve tietim roce (kvéty)
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Jako posledni se ve druhém roce porovnavalo mmoZstvi biologicky
aktivnich latek v koFenech mezi riznymi zpiisoby hnojeni.

Pfi sledovani hodnot bylo u kyseliny kaftarové pitekvapivé zjisténo
nejveétsi mnozstvi u tekutého hnojiva (736 ug/g). U tuhého hnojiva ¢ini obsah
kyseliny kaftarové 60 % (460 pg/g) oproti tekutému hnojivu. U nehnojenych
vzorkd je to jenom 58 % (428 pg/g).

Kavova kyselina je vnejvétSim mnozZstvi obsazena ve vzorcich
hnojenych tuhymi hnojivy (26 pg/g). Vzorky hnojené tekutym hnojivem maji o
32 % méne kyseliny kavové. Vzorky nehnojené maji dokonce polovicni
mnoZstvi v porovnani s tuhymi hnojivy.

Kyselina chlorogenovd ma ve vSech vzorcich obsah téméf nulovy a
kyselina cichorové prakticky neméfitelny. Tyto vysledky plati jak ve druhém
(viz tab. ¢. 23), tak tfetim roce (viz tab. ¢.24).

Tabulka €. 23

Graf¢. 11
Prumé&mé hodnoty kyselin (ug/g) v jednotlivych hnojenich ve druhém roce
(koreny)
kaftarova | chlo kavova cichorova
tekuté 736,207 1,464 17,584 0,016
tuhé 460,696 0,916 25,744 0,024
nehnojené 427,870 0,851 12,114 0,011
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Obsah kyselin v jednotlivych hnojenich ve druhém roce (kofeny)




Ve ftFetim roce u kofemit ma kyselina kaftarova tentokrat nejvyssi
zastoupeni u nehnojenych vzorkd (560 pg/g). U hnojenych tekutymi hnojivy
ma o 1 % obsah niZsi (555 pg/g) a vzorky hnojené tuhymi hnojivy maji obsah
0 8 % nizsi.

To samé plati pro kyselinu kavovou, kde je jeji nejvétsi obsah
v nehnojenych vzorcich.

U kofenii hnojenych tekutymi hnojivy se obsah snizil o0 7 % a u
hnojenych tuhymi hnojivy se sniZil o 8 %.

Tabulka ¢. 24
Graf¢. 12

Primémé hodnoty kyselin (ug/g) v jednotlivych hnojenich ve tietim roce

(koreny)
kaftarova chlomgenové kavova cichorova
tekuté 555,201 1,104 21,793 0,020
tuhé 519,439| 0,999 21,420 0,018]
nehnojené 560,325 1,114 23,338 0,021
Obsah kyselin v jednotlivych hnojenich ve tfetim roce (kofeny)
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4.1 Vyhodnoceni analyzy rozptylu

Vliv raznych forem biologickych hnojiv ve druhém roce p&stovani na
obsah v3ech kyselin (kaftarové, cichorové, chlorogenové a kavové) v listech
byl statisticky vysoce priikazny (na hladin€ 0,05 a niZsi).

V kvétech se prokazalo, Ze vysledky jsou statisticky prikazné (na
hlading 0,1) u kyseliny kdvové a cichorové.

V koFenech taktéz u kyseliny kavové a cichorové byl obsah statisticky

vysoce prukazny (na hladin€ 0,05 a niZsi).

Ve tietim roce péstovani se statisticky prikazné obsahy ukazaly pouze
v kvétech. U kyselin kaftarové a chlorogenové byly vysledky statisticky
priukazné (na hladiné¢ 0,1) a u kyselin kdvové a cichorové byly statisticky
vysoce prikazné (na hlading€ 0,05 a nizsi).
Vyhodnoceni analyzy rozptylu je patrmé v tabulce ¢. 25 a priloze €. 5.

Tabulka ¢. 25
cervencd — velmi vysokd pritkaznost, modrd — vysokd pritkaznost

kyselina k.chloro- kyselina kyselina
2004 kaftarova genova kavova cichorova
ANO ANO ANO ANO
listy (0,01) (0,01) (0,01) (0.01)
ANO ANO
kofeny NE NE (0,1) (0. 1)
ANO ANO
kvéty NE NE (0,01) (0,01)
2005
listy NE NE NE NE
kofeny NE NE NE NE
ANO ANO ANO ANO
kvéty (0,1) (0,1) (0,01) (0,01)




4.2 Vyhodnoceni ristovych charakteristik

Biologicka hnojiva pozitivng ovlivnila ve druhém roce p&stovani
statisticky vysoce priikazné (na hlading 0,05 a niz3i) vysku rostlin, pocet listii,
pocet kvétii a hmotnost susiny v kvétu,

Ve (Fetim roce péstovani byly pozitivné ovlivnény biologickymi
hnojivy velmi vysoce statisticky pritkazné& pocet listii, hmotnost susiny kvétu a
hmotnost suSiny listu. Vysoka prikaznost vlivu hnojiv se projevila ve tFetim
roce u poctu kvétit a hmotnosti susiny kofene.

Vyhodnoceni riistovych charakteristik je patmé v tabulce & 26 a pFiloze ¢ 6.

Tabulka ¢. 26
cervend — velmi vysokd prikaznost, modra — vysokd pritkaznost

hmotnost hmotnost hmotnost
podet pocet suSina  sudina hmotnost  susina
vySka odnoZi poletlistl  kvétl kvét kofen suSinalist celkem
ANO ANO ANO ANO
2004| (0,01) NE (005 (0,01 (0,01) NE NE NE
ANO ANO ANO ANO ANO
2005 NE NE (0,01) (0,1) (0,01) 0,1 (0,01) NE




5. DISKUSE

HPLC patfi mezi nejdokonaleji varianty sloupcové (kolonové)
kapalinové chromatografie. Jeji vznik byl zejména podpofen prudkym
rozvojem piistrojové techniky, zejména v oblasti detekce chromatografovanych
latek. Jeji vyhodou je velkd udinnost a rozliSovaci schopnost. PouZiva se
k déleni slozitych smési velmi pribuznych latek (SKLENAK, L., 2003).

Badatelskou ¢asti cile projektu je vyzkum nékolika druht ¢inskych
biologickych hnojiv vyrobenych &nskym partnerem v Institutu mikrobiologie
Akademie véd v Hebei jako elicitadnich faktori, které by mohly indukovat
v péstovanych rostlindich  vy3§i produkci farmaceuticky ~ vyznamnych
sekundarnich metabolitd.

Ke splnéni cili byl zaloZen, veden a sklizen v letech 2002 az 2005
maloparcelkovy polni pokus p&stovani rostliny Echinacea purpurea se dvéma
riznymi typy ¢inskych biologickych hnojiv, mobilizujicich ptdni fosfor.

Ve vypéstovanych vzorcich kofend, listi a kvétd rostlin Echinacea
purpurea byly po provedené extrakci uskutetnény analyzy stanoveni obsahu
kyselin kaftarové, cichorové, chlorogenové a kavové metodou vysokouéinné
kapalinové chromatografie (HPLC).

Dosazené vysledky jsou v praci vyjadieny v hmotnostnich jednotkach
sledovanych latek v susing biomasy (ug/g).

Odlisné varianty hnojeni (nehnojené, hnojené kapalnym a pevnym
biologickym hnojivem) ovlivnily obsah sledovanych kyselin (kaftarové,
kavové, chlorogenové a cichorové) v jednotlivych &astech rostliny (list, kvét,
kofen) v riiznych letech (druhy a tieti rok péstovani),

Ve druhém roce (2004) péstovani rostliny bylo u nehnojeného porostu
v jednotlivych &astech rostliny dosaZeno nejvyssich hodnot u kyseliny
kaftarové v kofenech 428ug/g, v listech 22pg/g, v kvétech 20pg/g, u kyseliny
kavové 12ug/g v kofenech, 4ug/g v kvétech a 1 ug/g v listech. V TFetim roce

v porovnani s druhym sledujeme nérist obsahu kyseliny kaftarové v kofenech




0 31% a pokles k nulové hodnoté v listech. V kvétech bylo zji§téno sniZeni
obsahu az o 85%. U kyseliny kdvové Jsme zaznamenali ve tfetim roce narist
hodnot v kofenech o 105% a v kvétech o 500%, naopak v listech se obsah
prakticky neménil (pokles o 3%).

Obsah kyselin chlorogenové a cichorové ve vSech castech rostlin u
vSech sledovanych variant hnojeni byl velmi nizky az nulovy.

PFi hnojeni kapalnymi hnojivy ve druhém roce péstovani byl nejvyssi
obsah kyseliny kaftarové v kofenech 73 6ug/g, nizsi v listech 21ug/g a kvétech
19ug/g. U kyseliny kavové opét nejvy3si v kofenech 18ug/g, se sniZenim
v listech 10ug/g a kvétech bug/g.Ve tfetim roce péstovani pozorujeme v
pfipade kyseliny kaftarové pokles obsahu ve viech sledovanych &astech
rostliny. Nejmensi v kofenech o 25%, nejvyssi v listech o 99% a kvétech o
100%. Obsah kyseliny kdvové se zvysil v kvétech o 370%, v koienech o 24%,
naopak prudce se snizil v listech a7 0 98%.

PouZitim pevnych hnojiv ve druhém roce bylo dosaZeno obsahu
kyseliny kaftarové 460ug/g v kofenech, 20ug/g v kvétech a Oug/g v listech. U
kyseliny kavové 26pg/g v kofenech, 7pg/g vkvétech a 2ug/g v listech.
Hnojeni ve tfetim roce vedlo ke zvySeni obsahu kyseliny kaftarové v kotenech
0 12%, k poklesu obsahu o 85% v kvétech a o 94% v listech. V pripadé
kyseliny kdvové mizeme konstatovat ve tretim roce nartst obsahu o 100%
v kv€tech, pii souasném sniZeni obsahu o 17% v kofenech a 0 20% v listech.

Ve své praci KOLAR a kol. 1998 [33] prokazal, Ze pfi estindsobném
ptebytku dusiku v poméru k drasliku a dal$im Zivinim v Echinacea purpurea
produkuje rostlina 0 60 % t&innych latek vice ney pii harmonickém poméru
Zivin. Podle rozboru Zivin z maloparcelkové plochy byla zasobenost Nmin
v obou piipadech u nehnojenych pozemki nizkd a doporutovany pomér mezi
Niin : K nebyl zajitén a proto se vliv poméru do zji§ténych vysledki projevil
minimalné.

Zvysledki KUZELA a kol. (2005) vyplynulo, Ze testovéni

biologickych ¢&inskych hnojiv v nddobovém pokusu na katedfe Obecné




produkce rostlinné ZF Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budg&jovicich
nepfineslo vysledky, které byly odekévany C¢inskym partnerem. Z mnoha
ukazatel(i, které mohla tato hnojiva ovlivnit, tj. vyska rostlin, podcet odnozi,
pocet listi na jedné rostling, hmotnost biomasy erstvé celkem, susiny celkem,
hmotnost gerstvé hmoty kvétd koreng, pocet poupat, podet kvétd, pomér
kvéty:poupata, obsah kyseliny kaftarové v kofenech, nati, kvétech a ve
stejnych materidlech i obsah kyseliny kdvové, cichorové a chlorogenové byl
ziskéan jen jediny statisticky prikazny vysledek. Hnojeni bio-hnojivy zvysilo
pouze hmotnost gerstvé hmoty kvéti. Hnojeni té&mito hnojivy neumoznilo
dosaZeni vy$siho obsahy fenolickych latek, ktere povazujeme za zdroj
fyziologicky U€innych latek extraktd rostlin rodu Echinaceq. Ve vysledcich
teéchto autorii Ize sice nalézt mnoho trendd, napf. ze hnojeni bio-hnojivy silng
urychluje nastup kveteni, ale statisticky prikazné tyto a jiné trendy vlastnosti
nebyly. V pfipadé naseho maloparcelkového pokusu se ndm podle ocekdvani
podafilo prokazat vliv ¢inskych bio-hnojiv, mobilizujicich padni fosfor, na
fadu sledovanych parametrii ristovych charakteristik (ve druhém roce vyska,
pocet listd, pocet kvétd, hmotnost susiny kvétu. Ve tetim roce pocet lista,
pocet kvétt, hmotnost susiny kvétd, hmotnost susiny kofene, hmotnost suSiny
list), a na kvantitu n€kterych sledovanych biologicky aktivnich latek. (Ve
druhém roce u lists kyseliny kaftarova, chlorogenova, kdvova, cichorova. U
korenii kyselina kévova, cichorova. U kvétii kyselina kdvova, cichorova. Ve
tFetim roce u kvéty kyselina kaftarova, chlorogenova, kivova a cichorova).
Zdiraznit bych chtgla pfedevsim urychleni nastupu kveteni a vysoce prikazng
a ovlivnéni poctu kvétd, hmotnosti susiny kvétu v obou letech sledovani.
Stejné tak statisticky prikazny vliv pouZitych hnojiv na obsah kyselin kdvové

a  cichorové vdruhém roce a viech sledovanych kyselin (kaftarove,

chlorogenové, kavoveé a cichorové) v roce tietim,




6. ZAVER

Obsah biologicky aktivnich latek v jednotlivych &astech rostliny
Echinacea purpureq se ménil v zavislosti na ro¢niku a hnojeni kapalnymi &
pevnymi biologickymi hnojivy.

V druhém roce péstovani se projevil vliv hnojeni na obsah vsech
sledovanych kyselin v listech statisticky vysoce prikazné. Nejvétsi obsah
kyseliny kaftarové v listech byl pozorovan ve druhém roce v kontrolni varianté
a ve variant¢ hnojeni kapalnym hnojivem. Nejvyssi obsah kyseliny kavové byl
dosaZen pri pouZiti kapalného hnojiva. Ve tfetim roce do3lo vlivem ro&niku
k vyraznému poklesy obsahu sledovanych kyselin. Rozdily v obsazich vsech
sledovanych kyselin v listech v tfetim roce péstovani byly staticky nepriikazné.

Vliv  hnojeni statisticky vysoce prikazné ovlivnil obsah kyselin
cichorové a kavove vkvétech vobou letech péstovani. Obsah kyselin
kaftarové a chlorogenové v kvatech byl hnojenim statisticky prilkazngé ovlivnén
pouze ve tietim roce.

V' kotenech byl jako statisticky prikazny vyhodnocen vliv hnojeni
pouze na obsah kyseliny kavové g cichorové v druhém roce péstovani.

V kofenech bylo Zzaznamenano absolutng nejvétsi mnoZstvi viech
kyselin, jak v druhém tak i v tietim roce ve vSech variantach hnojeni.

Provedenym experimentem byl potvrzen statisticky prikazny vliv
Cinskych biologickych hnojiv, mobilizujicich pudni fosfor na obsah kyselin
kavovs, kaftarové, cichorové g chlorogenové v nékterych &astech rostliny

Echinacea Purpureaq.
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| Priloha ¢ 2

Auto sampler, MIDAS, vyroba Holland Spark "




Priloha ¢ 3
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£, Min

Chromatogram vodné-methanolovéhoe extraktu z tirapatky
nachové: HPLC: mobilni fiaze A 5% acclonitril + 0,15% kysclina
trifluoroctovda. mobilni fize B 80% acetonitril + 0.15% kyselina
trifluoroctovi. gradient: 0-20 % B (25 min). 20% B—10 % B (35 min).
pratok: 0.25 mLmin': 7 — kyselina kaftarovi, 2 — kyselina kdvovi. 3 —
kvselina cichorova




Priloha ¢ 4

TEKUTE, kyselina kyselina kyselina kyselina
LISTY VE 2. kaftarova chlorogenova KbvovE (e cichorova
ROCE (uglg) (uglg) el | g
Vzorek €. 1 0,000 0,00 8,475 0,002
Vzorek €. 2 3,368 0,002 10,314 0,003
Vzorek €. 3 202,355 0,115 11,073 0,003
Vzorek €. 4 9,191 0,005 9,754 0,003
ﬁ?zorek C.5 9,635 0,005 10,993 0,003
Vzorek &. 6 12,376 0,007 13,591 0,004
Vzorek ¢. 7 22 847 0,013 11,153 0,003
Vzorek &. 8 13,760 0,008 12,312 0,003
Vzorek €. 9 31,855 0,018 11,833 0,003
Vzorek €. 10 26,110 0,015 8,115 0,002
Vzorek ¢. 11 7,833 0,004 5,237 0,001
Vzorek €. 12 19,687 0,011 10,833 0,003
Vzorek &. 13 34,466 0,020 7,315 0,002
Vzorek €. 14 9,243 0,005 6,556 0,002
Vzorek . 15 2,689 0,002 9,154 0,002
Vzorek &. 16 1,473 0,001 9,554 0,002
Vzorek €. 17 0,752 0,000 8,794 0,002
Vzorek €. 18 0,000 0,000 10,114 0,003
Vzorek €. 19 10,209 0,006 10,593 0,003
Vzorek €. 20 11,593 0,007 9,594 0,00

| rumer ’ 3 3 3

TEKUTE, kyselina kyselina . kyselina

kaftarova chlorogenova kyselina cichorova
kavova (ug/g)
(ug!g% (ug/g) (uglg[
16,65 0,009 8,595 0,002
18,721 0,011 1,275 0,002
s 18,251 0,010 7,156 0,002
Vzorek &. 24 19,374 0,011 9,674 0,003
hzorek €. 25 21,515 0,012 5,796 0,002
Vzorek . 26 16,763 0,010 6,356 0,002
Vzorek &. 27 20,131 0,011 5,037 0,001
Vzorek &. 28 21,672 0,012 5,836 0,002
Vzorek ¢. 29 20,444 0,012 6,516 0,002
Vzorek €. 30 16,946 0,010 4,157 0,001
Vzorek ¢. 31 21,645 0,012 5,237 0,001
Vzorek €. 32 15,405 0,009 4,237 0,001
Vzorek &. 33 19,531 0,011 4,917 0,001
Vzorek é. 34 12,742 0,007 9,554 0,002
Vzorek €. 35 20,366 0,012 5,437 0,001
Vzorek ¢. 36 21,254 0,012 4,597 0,001
Vzorek ¢. 37 18,826 0,011 4,317 0,001
Vzorek &. 38 24,309 0,014 5,557 0,001
Vzorek &. 39 23,656 0,013 5,437 0,001
zorek ¢. 40 19,165 0,071 4,397 0,00
rumer B ,011 A )




< kyselina kyselina . kyselina
1\};”: ’;'(l)sc? kaftarova chlorogenova k é\:(z\?:’(l :; I9) cichorova
i (u (uglg) (ug/
Vzorek &. 41 11,671 0,007 0,000 0,000
Vzorek €. 42 4,308 0,002 3,378 0,001
Vzorek €. 43 8,408 0,005 2,287 0,001
Vzorek €. 44 14,752 0,008 1,719 0,000
Vzorek &. 45 10,705 0,006 2,810 0,001
Vzorek &. 46 18,277 0,010 2,602 0,001
Vzorek &. 47 13,316 0,008 1,491 0,000
Vzorek €. 48 2,277 0,001 2,287 0,001
Vzorek &. 49 9,139 0,005 1,751 0,000
Vzorek &. 50 14,439 0,008 1,251 0,000
Vzorek &. 51 9,713 0,006 1,891 0,000
Vzorek €. 52 6,188 0,004 0,660 0,000
Vzorek ¢. 53 16,711 0,009 0,776 0,000
Vzorek &. 54 6,867 0,004 1,135 0,000
Vzorek &. 55 0,000 0,000 4,157 0,001
Vzorek &. 56 0,000 0,000 4,517 0,001
Vzorek ¢. 57 2,128 0,001 0,000 0,000
Vzorek €. 58 1,272 0,001 0,000 0,000
Vzorek &. 59 6,554 0,004 0,000 0,000
Vzorek ¢&. 60 13,682 0,008 0,000 0,000
Prameér 8,520 0,005 1,636 0,000
kyselina kyselina . kyselina
TUHE, KVETY kaftarovéd | chlorogenova kyselina cichorova
VE 2. ROCE kavova (ug/g)
(ug/g) (ug/qg) (ug/
Vzorek €. 61 19,792 0,011 4,917 0,001
Vzorek ¢&. 62 19,322 0,011 6,836 0,002
Vzorek €. 63 22,324 0,013 8,715 0,002
Vzorek ¢. 64 23,343 0,013 6,956 0,002
Vzorek €. 65 20,888 0,012 7,355 0,002
Vzorek &. 66 15,510 0,009 6,116 0,002
Vzorek &. 67 17,442 0,010 6,276 0,002
Vzorek €. 68 19,478 0,011 5,996 0,002
Vzorek €. 69 23,708 0,013 5,876 0,002
Vzorek &. 70 22,194 0,013 6,356 0,002
Vzorek €. 71 20,236 0,011 7,116 0,002
Vzorek &. 72 18,878 0,011 6,556 0,002
Vzorek &. 73 19,792 0,011 6,476 0,002
Vzorek &. 74 19,269 0,011 6,836 0,002
Vzorek &. 75 18,042 0,010 8,395 0,002
Vzorek &. 76 17,520 0,010 9,794 0,003
Vzorek &. 77 22,638 0,013 10,753 0,003
Vzorek €. 78 18,277 0,010 6,316 0,002
Vzorek ¢&. 79 21,567 0,012 6,156 0,002
Vzorek €. 80 16,658 0,009 3,870 0,001
Pramér 19,844 0,011 6,883 0,002

86




[ NEHNOJENE, kyselina kyselina " kyselina
LISTY VE 2. kaftarova chlorogenova K é:z:: ;na / cichorova
ROCE (uglg) (uglg) ugla) | g
Vzorek €. 81 22,585 0,013 1,623 0,000
Vzorek ¢. 82 12,298 0,007 0,000 0,000
Vzorek €. 83 15,797 0,009 0,000 0,000
Vzorek ¢. 84 18,277 0,010 1,899 0,000
Vzorek €. 85 23,839 0,014 0,000 0,000
Vzorek ¢. 86 24 961 0,014 0,000 0,000
Vzorek €. 87 17,807 0,010 0,000 0,000
Vzorek . 88 35,249 0,020 1,463 0,000
Vzorek €. 89 17,677 0,010 1,607 0,000
Vzorek ¢. 90 14,857 0,008 0,000 0,000
Vzorek €. 91 14,152 0,008 1,911 0,000
Vzorek &. 92 19,661 0,011 1,891 0,000
Vzorek €. 93 13,238 0,008 2,478 0,001
Vzorek €. 94 17,755 0,010 2,011 0,001
Vzorek ¢. 95 51,698 0,029 2,027 0,001
Vzorek ¢. 96 30,288 0,017 0,000 0,000
Vzorek ¢. 97 16,058 0,009 0,000 0,000
Vzorek €. 98 28,199 0,016 0,000 0,000
Vzorek ¢. 99 14,857 0,008 0,000 0,000
Vzorek &. 100 32,638 0,019 3,130 0,001
Pramér 22,095 0,013 1,002 0,000
NEHNOJENE, kyselina kyselina i kyselina
KVETY VE 2. kaftarova | chlorogenova | é\g:; ;:a 9) cichorova
| __ROCE (uglg) (ug/g) 99 (ug/g)
Vzorek €. 101 18,199 0,010 3,126 0,001
Vzorek €. 102 20,914 0,012 3,758 0,001
Vzorek &. 103 20,862 0,012 4,237 0,001
Vzorek ¢. 104 12,324 0,007 4,037 0,001
Vzorek é. 105 23,264 0,013 3,670 0,001
Vzorek &. 106 21,645 0,012 3,402 0,001
Vzorek €. 107 21,776 0,012 3,054 0,001
Vzorek ¢. 108 21,489 0,012 3,058 0,001
Vzorek ¢. 109 23,734 0,013 6,116 0,002
Vzorek ¢. 110 21,306 0,012 1,951 0,001
Vzorek €. 111 19,713 0,011 4,597 0,001
Vzorek ¢. 112 23,578 0,013 1,247 0,000
Vzorek ¢. 113 21,933 0,012 4197 0,001
Vzorek ¢. 114 9,139 0,005 4717 0,001
Vzorek é. 115 24,309 0,014 4,917 0,001
Vzorek ¢. 116 23,734 0,013 5,237 0,001
Vzorek ¢. 117 23,029 0,013 6,076 0,002
Vzorek ¢. 118 23,578 0,013 2,754 0,001
Vzorek ¢. 119 21,019 0,012 3,858 0,001
Vzorek €. 120 22,690 0,013 4,637 0,001
Pramér 20,912 0,012 3,932 0,001
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'I:EKUTE, kyselina kyselina kyselina kyselina
KORENY VE 2.| kaftarova chlorogenova kévové (ug/g) cichorova
ROCE {uga/q) {ug/! (ug/g)
[Vzorek &. 121 ‘26-%7,066 1,307 9,598 0,009
Vzorek €. 122 643,358 1,279 30,641 0,028
Vzorek €. 123 540,092 1,074 17,069 0,016
Vzorek €. 124 899,240 1,788 17,629 0,016
!zomk €. 125 941,277 1,872 12,984 0,012
Pramaér 736,207 1,464 17,584 0,016
TUHE, kyselina kyselina . kyselina
KORENY VE 2.| kaftarovd | chlorogenova Kysolng cichorova
ROCE (ug/g) (uglg) savave (Upigl (ug/
Vzorek €. 126 409,410 0,814 16,789 0,015
Vzorek ¢. 127 396,616 0,789 42 533 0,039
Vzorek €. 128 35,275 0,070 16,370 0,015
Vzorek €. 129 456,931 0,909 19,308 0,018
Vzorek €. 130 1005,248 1,999 33,719 0,031
Prumér 460,696 0,916 25,744 0,024
NEHNOJENE, kyselina kyselina i kyselina
KORENY VE 2.| kKaftarova | chiorogenova | Kyselina cichorova
ROCE (ug/g) (uglg) | kavovaludla) | i)
Vzorek ¢. 131 657,066 1,307 17,209 0,016
Vzorek €. 132 524,556 1,043 8,731 0,008
Vzorek €. 133 423,118 0,841 15,810 0,014
Vzorek €. 134 221,154 0,440 6,394 0,006
Forek €. 135 313,454 0,623 12,424 0,011
Pramér 427,870 0,851 12,114 0,011
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TEKUTE, kyselina kyselina kyselina kyselina
LISTY VE 3. kaftarova chlorogenova kévové (ug/g) cichorova
ROCE (ug/g) (ug/g) (ug/
Vzorek €. 136 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 137 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek &. 138 3,316 0,002 0,000 0,000
Vzorek ¢. 139 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 140 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 141 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 142 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 143 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 144 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek ¢. 145 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek ¢. 146 0,000 0,000 3,014 0,001
Vzorek €. 147 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 148 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 149 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 150 0,000 0,000 0,000 0,000
[Pramer 0,221 0,000 0,201 0,000
TEKUTE, kyselina kyselina kyselina kyselina
KVETYVE3. | kaftarova | chlorogenova : év::é (: )| cichorova
ROCE (uglg) (ug/g) 94q (u
Vzorek é. 151 2,091 0,001 12,992 0,003
Vzorek ¢. 152 0,000 0,000 31,740 0,008
Vzorek ¢. 153 0,000 0,000 17,869 0,005
Vzorek ¢. 154 0,000 0,000 12,152 0,003
Vzorek €. 155 0,000 0,000 44772 0,012
Vzorek €. 156 0,000 0,000 28,942 0,008
Vzorek €. 157 0,000 0,000 38,056 0,010
Vzorek €. 158 0,000 0,000 30,261 0,008
Vzorek €. 159 0,000 0,000 42,773 0,011
Vzorek €. 160 0,000 0,000 16,510 0,004
Vzorek €. 161 0,000 0,000 5,596 0,001
Vzorek ¢. 162 0,000 0,000 42,373 0,011
Vzorek €. 163 0,000 0,000 35,658 0,009
Vzorek &. 164 0,000 0,000 61,162 0,016
Vzorek &. 165 0,000 0,000 3,586 0,001
Pramér 0,139 0,000 28,296 0,007|
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P kyselina kyselina . kyselina
LUEH:,'E ’Flz'ésc? kaftarova chloro%enové K é:z::'(':; I9) cichorova

i (ug/g) (ug/q) {ug/
Vzorek &. 166 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek ¢. 167 3,734 0,002 14,991 0,004
Vzorek ¢. 168 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek &. 169 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 170 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 171 0,000 0,000 0,000 C,000
Vzorek &. 172 4,047 0,002 0,000 0,000
Vzorek &. 173 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 174 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek &. 175 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek &. 176 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek &. 177 0,000 0,000 2,894 0,001
Vzorek &. 178 0,000 0,000 2,007 0,001
Vzorek €. 179 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek &. 180 0,000 0,000 0,000 0,000
Prameér 0,519 0,000 1,326 0,000

kyselina kyselina . kyselina
T‘L,’EI E’ :ggv kaftarova chlorogenova k 5:33:';:; Ig) cichorova

) (uglg) (ug/g) _(uglg)
Vzorek €. 181 5,092 0,003 1,819 0,000
Vzorek ¢. 182 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 183 0,000 0,000 7,072 0,002
Vzorek &. 184 0,000 0,000 7,195 0,002
Vzorek ¢. 185 0,000 0,000 14,471 0,004
Vzorek &. 186 0,000 0,000 26,903 0,007
Vzorek €. 187 2,125 0,001 17,909 0,005
Vzorek ¢. 188 2,047 0,001 28,662 0,007
Vzorek &. 189 2,047 0,001 2,474 0,001
Vzorek &. 190 24,491 0,014 15,950 0,004
Vzorek ¢&. 191 0,000 0,000 11,313 0,003
Vzorek €. 192 0,000 0,000 9,594 0,003
Vzorek €. 193 17,494 0,010 3,838 0,001
Vzorek €. 194 0,000 0,000 19,228 0,005
Vzorek &. 195 0,000 0,000 18,588 0,005
Prumér 3,553 0,002 12,334 0,003




NEHNOJENE, kyselina kyselina selina kyselina
LISTY VE 3. kaftarova chlorogenova K é\:zvé (ug/g) cichorova
ROCE (ug/g) (ug/g) (ug/g)
Vzorek €. 196 0,000 0,000 3,170 0,001
Vzorek &. 197 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek &. 198 0,000 0,000 2,694 0,001
Vzorek &. 199 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek &. 200 0,000 0,000 1,999 0,001
Vzorek &. 201 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek &. 202 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 203 0,000 0,000 2,343 0,001
Vzorek &. 204 0,000 0,000 1,888 0,000
Vzorek &. 205 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek &. 206 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek ¢&. 207 0,000 0,000 2,570 0,001
Vzorek €. 208 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek €. 209 0,000 0,000 0,000 0,000
Vzorek &. 210 0,000 0,000 0,000 0,000
Prameér 0,000 0,000 0,978 0,000

NEHNOJENE, kyselina kyselina kyselina kyselina

KVETYVE3. | kaftarova chlorogenova kévova (uglg) | Cichorové

ROCE ug/ (uglg) ue (ug!

Vzorek &. 211 5,614 0,003 0,000 0,000
Vzorek €. 212 1,776 0,001 30,861 0,008
Vzorek &. 213 3,786 0,002 15,111 0,004
Vzorek €. 214 2,334 0,001 10,274 0,003
Vzorek &. 215 1,614 0,001 14,631 0,004
Vzorek ¢. 216 3,316 0,002 7,675 0,002
Vzorek &, 217 3,603 0,002 41,974 0,011
Vzorek ¢é. 218 1,097 0,001 25,064 0,007
Vzorek ¢. 219 2,548 0,001 10,833 0,003
Vzorek &. 220 3,786 0,002 28,822 0,008
Vzorek &. 221 9,739 0,006 16,190 0,004
Vzorek &. 222 2,251 0,001 51,568 0,013
Vzorek &. 223 1,144 0,001 45,571 0,012
Vzorek &. 224 2,470 0,001 37,057 0,010
Vzorek &. 225 2,846 0,002 46,771 0,012
Pramar 3,195 0,002 ~25,493 0,007
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TEKUTE, kyselina kyselina i kyselina

KORENY VE 3.| kaftarova | chlorogenova k é:::: (':; I9) cichorova

ROCE u (ug/q) (ug/g)
Vzorek €. 226 284,211 0,565 42,533 0,039
Vzorek €. 227 430,429 0,856 0,000 0,000
Vzorek ¢. 228 404,841 0,805 0,000 0,000
Vzorek ¢. 229 650,669 1,294 30,641 0,028
Vzorek €. 230 381,994 0,760 38,056 0,035
Vzorek €. 231 508,107 1,010 21,251 0,019
Vzorek ¢. 232 1114,911 2217 0,000 0,000
Vzorek €. 233 615,029 1,223 32,460 0,030
Vzorek &. 234 465,155 0,925 13,585 0,012
Vzorek €. 235 650,669 1,294 33,019 0,030
Vzorek ¢. 236 61,229 0,122 8,731 0,008
Vzorek €. 237 522,729 1,040 32,739 0,030
Vzorek €. 238 590,354 1,174 29,801 0,027
Vzorek &. 239 838,925 1,668 15,390 0,014
llﬂrek €. 240 808,767 1,608 28,682 0,026
Pramér 555,201 1,104 21,793 0,020

TUHE, kyselina kyselina " kyselina
KORENY VE 3. kaftarovéd | chlorogenova , a:::: (':; Ia) cichorova

ROCE ug/ (ug/g) (ug/g)
Vzorek ¢. 241 190,344 0,108 16,949 0,004
Vzorek €. 242 93,475 0,053 13,551 0,004
Vzorek ¢. 243 72,587 0,041 2,582 0,001
Vzorek ¢&. 244 527,298 1,049 19,028 0,017
Vzorek &. 245 489,830 0,974 20,427 0,019
Vzorek ¢. 246 582,130 1,158 14,831 0,014
Vzorek ¢. 247 341,784 0,680 19,028 0,017
Vzorek ¢. 248 753,936 1,499 33,299 0,030
Vzorek &. 249 441,395 0,878 32,460 0,030
Vzorek &. 250 681,741 1,356 20,427 0,019
Vzorek &. 251 201,050 0,400 0,000 0,000
Vzorek ¢. 252 493 485 0,981 35,258 0,032
Vzorek ¢. 253 871,824 1,734 24 345 0,022
Vzorek €. 254 1398,208 2,781 21,546 0,020
!gorek €. 255 652,497 1,298 47,570 0,043
Pramér ~ 519,439 0,999 21,420 0,018




NEHNOJENE, kyselina kyselina i kyselina
KORENY VE 3.| kaftarova | chlorogenova K é‘:(gj: (':al ) cichorové
ROCE (uglg) (ugl/g) v'e (ug/

Vzorek ¢. 256 684,482 1,361 43,373 0,040
Vzorek ¢. 257 424 946 0,845 11,669 0,011
Vzorek ¢. 258 497 141 0,989 24,904 0,023
Vzorek €. 259 621,426 1,236 31,900 0,029
Vzorek ¢. 260 662,550 1,318 30,781 0,028
Vzorek ¢. 261 660,722 1,314 19,308 0,018
Vzorek €. 262 391,133 0,778 32,460 0,030
Vzorek €. 263 593,096 1,179 24,625 0,023
Vzorek €. 264 1398,208 2,781 13,404 0,012
Vzorek €. 265 710,070 1,412 23,365 0,021
Vzorek &. 266 201,050 0,400 8,605 0,008
Vzorek ¢. 267 342,698 0,682 36,657 0,033
Vzorek ¢. 268 83,253 0,166 28,710 0,026
Vzorek ¢. 269 19,191 0,038 3,246 0,003
Vzorek &. 270 1114,911 2217 17,069 0,016
Prumeér 560,325 1,114 23,338 0,021




Priloha é. 5

Statistické zpracovani dat studujicich vliv biologickych hnojiv na obsah
nékterych farmakologicky aktivnich latek v jednotlivych &astech E. purpurea
ve sledovanych letech:

Analyza rozptylu kyselina kaftarova:

2. rok péstovani Data Mean Variance N
Listy
nehnojené A 2209455 93,26573 20
tekuté B 11,95195 111,4633 19
pevné c 8,52035 32,08724 20
F =12.68298
p = 2.8633E-5
At the 0.01 level,

the means are significantly different.

Analyza rozptylu kyselina chlorogenova:

2. rok péstovani Data Mean Variance N
Listy
nehnojené A 0,0125 3,01E-05 20
tekuté B 0,00679 3,67E-05 19
pevne C 0,00485 1,01E-05 20
F=12.40155
p = 3.4776E-5

At the 0.01 level,
the means are significantly different.

Analyza rozptylu kyselina kavova:

2. rok péstovani Data Mean Variance N
Listy
nehnojené A 1,002 1,16848 20
tekuté B 9,76785 396718 20
pevné C 1,6356 1,91733 20
F =203.28283
p=0

At the 0.01 level,
the means are significantly different.
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Analyza rozptylu kyselina kavova:
2. rok péstovani Data Mean Variance N
Koreny
nehnojené A 12,1136 20,96966 5
tekuté B 17,5842 63,92217 5
pevné c 25,7438 138,7393 5

F = 3.15574

p =0.0792

At the 0.05 level,

the means are NOT significantly different.
Analyza rozptylu kyselina cichorova:
2. rok péstovani Data Mean Variance N
Kofeny
nehnojené A 0,011 1,70E-05 5
tekuté B 0,0162 5,22E-05 5
pevné C 0,0236 1,18E-04 5

F=3.21604

p=0.07614

At the 0.05 level,

the means are NOT significantly different.
Analyza rozptylu kyselina kaftarova:
2. rok péstovani Data Mean Variance N
Kvéty
nehnojené A 2091175 14,67582 20
tekute B 19,3687 7,67523 20
pevné C 19,8439 517622 20

F=1.36124

p = 0.26455

At the 0.10 level,

the means are NOT significantly different.




Analyza rozptylu

kyselina chlorogenova:

2. rok péstovani Data Mean Variance N
Kvéty
nehnojené A 0,0117 4,64E-06 20
tekuté B 0,011 2,42E-08 20
pevné C 0,0112 1,75E-06 20

F =18.4552

p=0,41

At the 0.10 level,

the means are NOT significantly different.
Analyza rozptylu kyselina kavova:
2. rok péstovani Data Mean Variance N
Kvéty
nehnojené A 3,9323 1,51898 20
tekuté B 6,00425 282496 20
pevné C 6,88335 244638 20

F =20.28549

p = 2.22226E-7

At the 0.01 level,

the means are significantly different.
Analyza rozptylu kyselina cichorova:
2. rok péstovani Data Mean Variance N
Kvéty
nehnojené A 0,00105 1,55E-07 20
tekuté B 0,0015 3,68E-07 20
pevné C 0,002 2,11E-07 20

F =18.4552

p = 6.60836E-7

At the 0.01 level,
the means are significantly different.
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Analyza rozptylu

kyselina kaftarova:

3. rok péstovani Data Mean Variance N
Listy
nehnojené A 0 0 15
tekuté B 0,22107 0,73306 15
pevné C 0,51873 1,87748 15

F =1,16804

p = 0,32087

At the 0,10 level,

the means are NOT significantly different.
Analyza rozptylu kyselina chlorogenova:
3. rok péstovani Data Mean Variance N
Listy
nehnojené A 0 0 15
tekuté B 1,33E-04 267E-07 15
pevné Cc 2,67E-04 4,95E-07 15

F=1,05

p = 0,35894

At the 0,1 level,

the means are NOT significantly different.
Analyza rozptylu kyselina kavova:
3. rok péstovani Data Mean Variance N
Listy
nehnojené A 09776 1,61615 15
tekuté B 0,20093 0,60561 15
pevné C 1,32613 15,05385 15

F = 0,86427

p = 0,42872

At the 0,1 level,
the means are NOT significantly different.
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Analyza rozptylu
3. rok péstovani
Listy

nehnojené
tekuté

pevné

kyselina cichorova:

Data Mean Variance N
A 3,33E-04 2 38E-07 15
B 6,67E-05 6,67E-08 15
c 4 00E-04 1,11E-06 15
F = 0,98658
p=0,38132

Atthe 0,1 level,
the means are NOT significantly different.

Analyza rozptylu kyselina kaftarova:
3. rok péstovani Data Mean Variance N
Kofeny
nehnojené A 560,325 130042,73 15
tekuté B 555,201 62722 5022 15
pevné C 519,439 116388,347 15

F =0,07222

p = 0,93044

At the 0,1 level,

the means are NOT significantly different.
Analyza rozptylu kyselina chlorogenova:
3. rok péstovani Data Mean Variance N
Kofeny
nehnojené A 1,1144 0,51427 15
tekuté B 1,10407 2,48E-01 15
pevné - 0,99933 5,21E-01 15

F=0,14213

p =0,86793

At the 0,1 level,

the means are NOT significantly different.

99




Analyza rozptylu kyselina kavova:
3. rok péstovani Data Mean Variance N
Kofeny
nehnojené A 23,3384 123,9159 15
tekuté B 21,79253 210,5866 15
pevné C 21,42007 149,9503 15

F=0,09612

p = 0,90856

At the 0,1 level,

the means are NOT significantly different.
Analyza rozptylu kyselina cichorova:
3. rok péstovani Data Mean Variance N
Kofeny
nehnojené A 0,0214 1,03E-04 15
tekuté B 1,99E-02 1,77E-04 15
pevné C 0,01813 1,54E-04 15

F=0,27718

p=0,75929

At the 0,1 level,

the means are NOT significantly different.
Analyza rozptylu kyselina kaftarova:
3. rok pé&stovani Data Mean Variance N
Kvéty
nehnojené A 3,19493 4,66964 15
tekuté B 0,1394 0,29149 15
pevné C 3,56307 53,95067 15

F =2,68847

p =0,07968
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Analyza rozptylu kyselina chlorogenova:
3. rok péstovani Data Mean Variance N
Kvéty
nehnojené A 0,0018 1,74E-06 15
tekuté B 6,67E-05 6,67E-08 15
pevné C 2,00E-03 1,77E-05 15
F =2,60537
p = 0,08578
Analyza rozptylu kyselina kavova:
3. rok péstovani Data Mean Variance N
Kvéty
nehnojené A 25,49347 264,8171 15
tekuté B 28,29613 270,9516 15
pevné C 12,3344 7921174 15
F=5,31472
p =0,00876
At the 0,01 level,
the means are significantly different.
Analyza rozptylu kyselina cichorova:
3. rok péstovani Data Mean Variance N
Kvéty
nehnojené A 0,00673 1,75E-05 15
tekute B 7,33E-03 1,92E-05 15
pevné G 3,27E-03 5,21E-06 15
F =5,17053
p = 0,00983

At the 0,01 level,
the means are significantly different.
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Priloha ¢. 6
Statistické zpracovéni dat studujicich vliv biologickych hnojiv na riistové
charakteristiky rostlin Echinacea purpurea:

pocet odnoZi
2. rok péstovani

Data Mean Variance N
nehnojené A 3,66667 1,66667 15
tuheé B 2,86667 1,26667 15
tekuté C 413333 4,8381 15

F=2237623

p=0.10528

At the 0.1 level,
the means are NOT significantly different.

pocet listu
2. rok péstovani
Data Mean Variance N
nehnojené A 31,563333 198,5524 15
tuhé B 20,8 51,88571 15
tekuté C 314 2176857 15
F = 3.64619
p = 0.03466

At the 0.05 level,
the means are significantly different.

pocet kvéta
2. rok péstovani
Data Mean Variance N
nehnojené A 46 3,82857 15
tuhé B 3,26667 1,35238 15
tekuteé C 6,26667 9,35238 15
F = 6.99541
p=0.00239

At the 0.01 level,
the means are significantly different.
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hmotnost susina kvét

2. rok péstovani
Data Mean Variance N
nehnojené A 4,276 3,3028 15
tuhé B 275733 0,54534 15
tekuté 6] 483867 5,35256 15
F = 5.66932
p = 0.00661

At the 0.01 level,
the means are significantly different.

hmotnost susina kofen
2. rok péstovani

Data Mean Variance N
nehnojené A 7,082 18,27467 15
tuhé B 5,744 14,3067 15
tekuté C 6,01733 43,34794 15

F=029618

p=0.7452

At the 0.1 level,
the means are NOT significantly different.

hmotnost susina list
2. rok péstovani

Data Mean Variance N
nehnojené A 3,188 2,77866 15
tuhé B 2,33867 0,19251 15
tekuté C 3,11071 1,32736 14

F =2.28579

p=0.11451

Atthe 0.1 level,
the means are NOT significantly different.
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hmotnost susina celkem
2. rok péstovani

Data Mean Variance N
nehnojené A 14,546 33,7542 15
tuhé B 10,84 18,75474 15
tekuté C 14,432 107,0894 15

F=1.25236

p=0.29628

At the 0.1 level,
the means are NOT significantly different.

vyska rostliny
2. rok péstovani
Data Mean Variance N
nehnojené A 68,8 415,4593 55
tuhé B 71,18605 487,0598 43
tekuté C 55,66129 480,8506 62
F =8.45528
p = 3.25489E-4

At the 0.01 level,
the means are significantly different.
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poéet odnozi
3. rok péstovani
Data Mean  Variance N
nehnojené A 6,15 7,08158 20
tuhé B 46 4,14737 20
tekuté c 5,85 10,87105 20
F=1.83484
p=0.16894
At the 0.1 level,
the means are NOT significantly different.
pocet listi
3. rok péstovani
Data Mean  Variance N
nehnojené A 100 1419,895 20
tuhé B 65,25 560,7237 20
tekuté 6 88 1338,421 20
F =5.63152
p = 0.00586
At the 0.01 level,
the means are significantly different.
pocet kvétu
3. rok péstovani
Data Mean  Variance N
nehnojené A 15,2 23,32632 20
tuhe B 11,5 12,05263 20
tekute Cc 13,85  40,23947 20
F=278173
p = 0.07035
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hmotnost susina kvét
3. rok péstovani

Data Mean Variance N
nehnojené A 416 1,52565 20
tuheé B 4.1535 1,44102 20
tekuté C 6,2365 475238 20

F =11.20704

p = 7.85874E-5

At the 0.01 level,
the means are significantly different.

hmotnost susina kofen
3. rok péstovani

Data Mean Variance N
nehnojené A 6,524 25,88623 5
tuhé B 14,984 50,80783 5
tekuté C 5616 21,10033 a

F=4.09419

p = 0.0441

hmotnost susina list

3. rok péstovani
Data Mean Variance N
nehnojené A 13,8795 23,27333 20
tuheé B 9,46 12,00465 20
tekuté C 13,175 42 16547 20
F =4.36829
p=0.01718

At the 0.05 level,
the means are significantly different
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hmotnost susina celkem

3. rok péstovani
Data Mean Variance N
nehnojené A 19,6705 33,28166 20
tuhé B 17,3595 69,51407 20
tekuté 8 20,8155 89,47597 20
F =0.96716
p = 0.38631

At the 0.1 level,
the means are NOT significantly different.

vysSka rostliny
3. rok péstovani
Data Mean Variance N
nehnojené A 86,25203 255,7802 123
tuhé B 85,6087 219,9551 92
tekuté C 83,35593 338,7953 118
F =0.98985
p=0.37273

At the 0.1 level,
the means are NOT significantly different.
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