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1. UVOD

Vlivem negativnich G¢inka zhor§eného Fivotniho prostredi a nevhodného Zivotniho stylu se
lidé z moderniho svéta stale Cast€ji obraceji k uZivani produkti z rostlin. Celosvétovy narlist
zajmu v poslednich letech zaznamenavaji pfedevsim 1é¢ivé rostliny, a to jak ze strany
spotrebitelu, tak ze strany péstiteld. Pii¢inami jsou nejen nové védecké poznatky a VyuZiti
lé¢ivych rostlin v nejriznéjsich odvétvich, ale i navrat k tradi¢nim hodnotam zemé&d&lstvi,
potravinafstvi, mediciny i farmacie, produkeci latek, extraktd a bioprodukti. V soucasnosti se
z [éCivych rostlin vyrabi asi 65 % 1&¢iv a 1ék(. Také spole¢nd zemédélska politika EU smefuje
k alternativnimu zemédélstvi a trvale udrzitelnému rozvoji venkova, podporuje mimoprodukéni
funkce zemédélstvi, a tak poskytuje prostor pravé pro péstovani 1é¢ivych rostlin.

Celosvétové je popsiano 15 000 druhi rostlin s léCivymi  uginky, pochazejicich
z velkoplosného ¢i maloplosného péstovani a ze sbéru ve volné pfirodé. V EU se uziva asi 2 000
druhd, ztoho v CR se uvadi vyuziti pfiblizné 300 druhd. Nejvétsi podil na celkové produkci
predstavuji pravé velkoplo$né péstované druhy, které maji zvlastni postaveni predevsim
v navaznosti na odbératele a zpracovani. Zpracovatel vyzaduje zajistit potiebné mnozstvi hmoty
s maximalni vytéZnosti Zadoucich latek, o které se medicina a farmacie vyspélych zemi
eminentné zajima. 7 pohledu zemédélce Jje nutné pfi péstovani takovéto plodiny docilit nejen
odbératelem pozadované kvality suroviny, ale soucasné dosahnout dostateéné efektivity vyroby.

Jednou z Ié¢ivych rostlin, kterd v soucasné dobé zaznamenava rychly rozvoj péstovani, je i
ostropestfec mariansky (Silybum marianum /L./ Gaertn. ). Dlvodem je zajem wvnitiniho i
zahrani¢niho farmaceutického priimyslu o drogu, v tomto pripadé plody — Fructus cardui mariae,
obsahujici u¢inné latky ze skupiny flavolignand, tzv. silymarinovy komplex. Terapeutické vyuziti
téchto litek je znamo jiz od dob antické mediciny. Mechanismus a&inku spociva
v hepatoprotektivnim vlivu silymarinového komplexu na jaterni builky. Indikaéni oblast tak
zahrnuje choroby jater a zluéniku, obecné vSechny stavy, kdy doglo k pogkozeni Jaternich bunék.
Nejenom Ze chrani kazdou buriku jater od toxind, ale zaroveii s tim podporuje samocisténi jater
od Skodlivych latek, jako je alkohol, drogy, léky, rtut’ a t&zké kovy, pesticidy a dokonce vétina
otrav houbami. RovnéZ jsou prokazany blahodarné u¢inky pfi 1écbé nékterych druhii rakoviny.

ProtoZe jde o choroby nyni znaéné rozsifené a casto také obtiZné terapeuticky zvladnutelné,

Jje kazdy novy preparat proti témto chorobam nejen dileZity, nybry i ekonomicky zajimavy pro
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vyrobee. Silymarinovy komplex je souéasti uginnych latek nékterych hromadné vyrabénych
lécivych pripravkd, naptiklad némeckého l1é¢iva Legalon, $vycarského 1é¢iva Simepar a také
Flavobionu ¢eské provenience.

Jako kazda surovina, tedy i nazky ostropestice musi byt dostupné v potfebném mnozstvi a
kvalit¢. Kvalitou v daném pfipadé rozumime obsah a slozeni ucinnych latek, vyhovujici zajm{im
farmaceutického primyslu. S rozvojem poznani analytickych metod a soufasnymi moznostmi
vyuzivani laboratorniho pfistrojového vybaveni a techniky se v poslednich letech vyrazné
urychlil a zdokonalil vyzkum metabolickych pochodi v rostlinich a prohloubilo se tak i celkové
poznani na tomto Useku. Do provozni praxe jsou v resortu zemédélstvi zavadény i nové
netradi¢ni formy péstebnich zasaht a postupi umoziujici ovliviiovani nejen ristu a vyvinu
rostlin, ale i jejich kvalitativni hodnoty jako napf. specifickou aktivitu vybranych Zadoucich

metabolitli v rostlinné hmot& a podobné.

Cil price

Cilem této prace bylo pfipravit extrakty uéinnych latek z vypéstovanych rostlin ostropestice
maridanského, oSetfenych raznymi elicitory, a metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
stanovit obsah G€innych latek silymarinového komplexu a vyhodnotit vliv elicitord na tento

obsah. Dil¢im cilem prace bylo navrhnout technologii péstovani ostropestice marianského na

plose | - 5 hektarti véetné ekonomického zhodnoceni navrhu technologie.




2. LITERARNI PREHLED

2.1. Vysvétleni zakladnich pojmu

2.1.1. Stres

Stres je slovo, které se v soucasné dobé sklofuje ve viech padech a v obecném povédomi se
tyka hlavne ¢lovéka a zivocichl. Stres viak postihuje také rostliny a téma ,rostlina a stres” je
predmétem seriozniho védeckého badani. V soucasnosti je stres u rostlin zkoumdan z riznych
hledisek, od velkych ekosystémt az po biologické regulace rostliny na molekularni trovni

(BLAHA, et al., 2003).

Zakladatelem nauky o stresu je madarsko-némecko-kanadsky fyziolog Hans Seley. Jeho
ptvodni definice, jest¢ z doby tésné pied druhou svétovou valkou, zni: ,,Stres je nespecificka
(tj. nastavajici po rGznych zatézich stereotypng) fyziologické reakce na jakykoli narok na
organismus kladeny.” Slovo narok zde ma v sobé slozku nadmérnosti, a tak ucitel eskych
endokrinologli, Josef Charvat, zavedl pojem zatéz. Mluvime tedy o reakcich zitézovych nebo

stresovych (KOPRIVA, 2002).

Postupem Casu byla tato definice riznymi autory mnohokrat obménovana a zpiesiiovéna.
Naptiklad BLAHA, et al. (2003) definuji stres rostliny jako stav, navozeny nepfiznivymi faktory
prostiedi, pfesahujici jejich béznou uroven a které u rostliny vyvolaji tzv. ,poplachovou

odpovéd' jako reakci na stavajici podminky.

PULKRABEK, et al. (2003) ve svém &lanku oznaCuji pod pojmem stres odchylky od optima
vyvolavajici napéti, neboli zatéz vznikajici v disledku nadmérného plsobeni faktord prostiedi

nad uroven, ktera presahuje fylogeneticky zakddované pozadavky rostliny.

V neposledni fad¢ jsou KOVALCIK a KOVALCIKOVA (1974) zastanci toho, Ze: ,,Pojmem
stres rozumime stav, ve kterém se nachazi Zivy systém pfi mobilizovani obrannych nebo
napravnych zafizeni, kterymi odpovida na nespecifické stimuly z prostiedi. Pii¢ina, ktera stres

vyvolala se nazyva stresor.*

(V8]




2.1.2. Stresory

Pro jednotlivé vlivy prostiedi lze s uréitou opatrnosti stanovit meze, které nejsou pro vyvoj a
rust rostliny optimalni a kdy jsou nutné zmény vlastnosti rostlin pro dal$i Usp&$né rozmnoZzovani
a vyvoj. Na zivé organizmy vsak nikdy neptlisobi pouze jednotlivé faktory vnéjsiho prostfedi, ale
cely komplex vliva, abiotickych (fyzikalnich a chemickych) a biotickych faktori (Zivych
organizmil, ¢lovéka), které vstupuji do vzajemnych interakei.

Proto neni mozné definovat pfesné hranici, kdy se jednd jen o silny tlak komplexu
negativnich vnéjsich podminek, vaéi kterym je rostlina je§té pfizplisobena a je schopna se s nimi
v prubéhu vegetace vyrovnat, a od kdy jiz rostlina ,,strada®, tj. kdy je jiZ nutna ,,obranné reakce*
rostliny ¢i dokonce zména genetické vybavy.

Negativni vnéjsi vlivy — stresory, plisobi na celou rostlinu, tj. na kofeny, nadzemni ¢ast i na
vyvijejici se semena. Rostliny jsou pfizpusobeny k vykonavani vSech velmi dilezitych Zivotnich
funkci za pomérné zna¢ného kolisani faktorti vngj$iho prostiedi. Pii plsobeni stresorii miize
rostlina dosdhnout nového rovnovazného stavu na zékladé ¢innosti kompenzaénich procest. Pfi

nezvladnuti vlivu stresort dojde az k uhynuti rostliny (BLAHA, et al., 2003).

2.1.3. Prubch stresové reakce

Skupina reakci, které se spusti pod vlivem stresordl, se nazyvé stresovd reakce a probiha ve
Ctyfech fazich, a to ve fazi poplachové — fazi restituéni — fazi rezistence — fazi vy&erpani.

Poplachova faze je zahdjena bezprostiedné po G&inku stesoru & spiSe kombinace stresor,
kdy jsou jejich pusobenim naruseny bunééné struktury a Zivotni funkce rostliny. V restitucni fazi,
nedojde-li ovSem k pieckro¢eni letalni meze rostliny a kjejimu Uhynu, zadnou pracovat
kompenzaéni mechanizmy. Tyto mechanizmy sméfuji ke zvySené odolnosti rostliny ve fizi
rezistence vi€i plisobicim stresorim. Pfi dlouhodobém a intenzivnim vlivu stresord nemusi byt
zvySena odolnost rostliny vzdy trvalého charakteru a mize dojit opét k jejimu poklesu ve fiizi
vycerpani. ‘

Vysledkem stresové reakce je urita uroven adaptacni schopnosti. Pfechodné se miiZze zvysit i

uroven odolnosti vii¢i biotickym stresoriim — tento jev se nazyva aklimatizace. Rada rostlinnych

druhii se dokdze vyhnout plisobni stresti, vétSinou viak se rostlina pokousi o nastoleni tolerance

vici stresu (BLAHA, et al., 2003).




2.1.4. Stimulatory

Stimulatory jsou pro tuto praci brany v tvahu jako latky, piipravky, preparaty, ptipadné
v SirSim pojeti postupy at’ biologické, fyzikdlni ¢i chemické a jiné, které maji schopnost
ovlivitovat pfimo, anebo nepfimo rlst & vyvin (resp. vyvoj) rostlin, pfipadné v tkanich
v nadzemni hmot¢, anebo podzemni hmoté rostlin vice, nebo méné obsah Zadoucich ale i
nezadoucich metabolitli. Tyto metabolity obsahuji velké mnozZstvi latek, z nichz nékteré jsou
zaroven latkami G¢innymi. V tomto pfipadé lze stimulatory nazvat i pojmem stresory, protoZze
tlak piasobici na rostlinu vede kobrannym reakcim s naslednym utvafenim sekundarnich

metabolith (ustni sdéleni vedouciho prdce).

2.1.5. Elicitory a rostlinna imunita

V odborné literatufe a metodikach, které se zabyvaji vyuzivanim stimulatorG — stresor(i je
tato problematika oznacovana jako tzv. metoda elicitace, ktera se zacala pouZivat teprve nedavno
a souvisi s rozvojem kultivace rostlin in vitro.

Jak uvedli DICOSMO a MISAWA (1985), jedna se o metodu, ktera vyuziva schopnosti rostlin
reagovat na rizna infek¢ni agens celou fadou reakci, na jejichz konci nastava zvysena tvorba
sekundarnich metabolitd, které predstavuji dulezité suroviny pro farmaceuticky primysl.
Rostlinné buriky jsou schopny se branit stresovym faktortim vnéjsiho prostiedi. P¥i stresu dochazi
k uvolnovani latek z bunéénych stén rostlin a nasledné k vytvofeni nizkomolekularnich latek
(fytoalexinu), predstavujicich obrannou reakei rostliny. Sekundarni metabolity se tedy mohou
tvofit v rostling jako soucast reakce obranného mechanismu na pfitomnost patogenu. Fytoalexiny
predstavuji jednu z moznosti iniciace genové aktivity za vzniku ur¢itych enzymi, které katalyzuji
vytvareni antimikrobialné puisobicich sekundarnich metaboliti. Patéi sem napiiklad flavonoidy,
isoflavonoidy, terpeny, steroidy, stilbeny a dalsi.

Elicitory uzité pti kultivaci rostlin in vitro ve farmaceutickém primyslu nebo i na mensich
zemédelskych plochach mohou byt organického i anorganického pivodu. Optimélni koncentraci
stejncho elicitoru u riznych kultur in vitro v piipadé jeho pozitivniho plisobeni nelze
zevSeobecnit a je specifickd, mimo jiné pro tu kterou kulturu a dobu elicitace. Uginnost elicitace
zalezi na mnoha faktorech, které Casto pilisobi synergicky, jako jsou stafi kultury, koncentrace

elicitoru a v jakych ¢asovych periodach byl elicitor podavan. Velice dilezitou podminkou je, aby




elicitor nesnizoval Zivotaschopnost kultury, proto se obecné uzivaji niz§i koncentrace elicitorti
(PEXIDR, 2004).

BLAHA, et al. (2003), ktef{ mimo Jjiné oznacuji elicitor jako latku, ktera se vytvari po
proniknuti patogena do organizmu rostliny a spousti obrannou reakci rostliny, rozdéluje elicitory
ve své praci do dvou skupin, a to na exogenni elicitory a endogenni elicitory. Exogenni elicitory
vznikaji ¢innosti patogena a jednd se o jeho metabolity. Z chemického hlediska do této skupiny
fadime napf. nékteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidy. Endogenni elicitory se uvoltiuji
z narusovanych bunéénych stén organizmili. Mezi né patii oligomery chitinu, oligoglukany a
glykoproteiny uvoliované hydrolyzou bunééné stény patogennich hub & oligogalakturonany

uvoliiované z bunééné stény napadené buriky.

2.1.6. Abiotické stresory

V $irSim pojeti plsobi jako abioticky stresor prib&h podasi, nadmoiskd vyska, emisni a
imisni stav, padni zasobenost vlahou ¢i Zivinami, pfipadné i svételné podminky a mnoho dalsich
faktorli podilejicich se na riistu rostlin. Z abiotickych stresori se pro experimenty velmi &asto
vyuziva latek chemicky ¢istych prvkd, anebo jejich jednoduchych slougenin obvykle

aplikovanych ve vodném roztoku o velmi nizké koncentraci.

V uvedeném pokusu byl sledovén vliv abiotického elicitoru chloridu chromitého na produkei
flavonoidd v kalusové a suspenzni kultute Ononis arvensis L. po 12; 24; 48; 72 a 168 hodinové
aplikaci. Testovany elicitor ovlivitoval pozitivné tvorbu flavonoidii. Statisticky vyznamny narist
produkee flavonoidii u kalusové kultury byl zaznamenan pfi pouzZiti roztoku chloridu chromitého
v koncentraci ¢l po 24; 48; 72 a 168 hodinach, u koncentrace ¢2 po 24; 48 a 72 hodinach a u
koncentrace ¢3 po 12: 24 a 48 hodinach. U suspenzni kultury statisticky vyznamné zvySovaly
produkei flavonoidi koncentrace ¢l po 12 a 72 hodinach, koncentrace c2 po 12; 24; 48 a 72
hodinach a koncentrace ¢3 po 12; 24; 48 a 72 hodindch. Maximalni zvy$eni tvorby flavonoidi o

98 % nastalo v kalusové kultuie po elicitaci roztokem chloridu chromitého v koncentraci ¢3 po

48 hodinach aplikace a v suspenzni kultufe po elicitaci CrCl; o koncentraci ¢2 po 12 hodinach o

100 % (PEXIDR, 2004).




2.1.7. Biotické stresory

V odborné literatufe jsou nékterymi autory do biotickych stresorti zahrnovany pouze Zivé
organismy véetné ¢loveka, aviak jinou skupinou autorii jsou mezi biotické stresory fazeny rovnéz

1 slouceniny organickych latek.

2.1.7.1. Zivé organismy jako biotické stresory

Vramci této skupiny HNILICKA, et al. (2003) uvadi, Ze se jedna o Zivé organizmy, které
obyvaji ur¢ité Zivotni prostredi a vstupuji do riiznych vztahti s ostatnimi organizmy a prostredim.
Ovliviiuji se v ramci jednoho druhu i mezidruhové a svymi Zivotnimi aktivitami méni i nezivé
prostiedi, které osidluji. Mezi biotické stresory je mozné zafadit patogenni mikroorganismy, jako
Jsou napf. viry, bakterie a jiné mikroorganismy, houby, déle hmyzi a Zivo&iiné Skidce, ale také
rostliny. K elicitaci se pak vyuziva homogenatu mikroorganisméi a a7 na vyjimky
charakteristickym problémem kultivace rostlinnych explantatd v kulturach in virro Jje nizka
produkce sekundarnich metabolitt témito kulturami. Jednou z metod, kterou je mozZné doséhnout

zvySeni produkce ptirodnich latek v kulturach in vitro, je elicitace bun&énych kultur.

K plisobeni Zivych organismt se vztahuje pokus, ktery provadéli MARINELL et al (1994), v
némz se hloub&ji zabyvali elicitaci s vyuzitim homogenatu z usmreenych bungk z Escherichia
coli a Aspergillus ferreus na produkei flavonoid( v kultufe Ononis arvensis L. a zjistili, Ze
uvedené elicitory zvySovaly akumulaci flavonoidi zejména po 24 hod nebo po 48 hod elicitace.
PFi pouziti elicitoru - usmreenych bungk Pseudomonas aeruginosa v koncentraci I (I g bunééného
materidlu byl dan do 100 ml odmérné baiiky, ktera byla po zna¢ku doplnéna destilovanou vodou)
u kalusové kultury doslo po 24 hod ke sniZeni obsahu flavonoidti v porovnani s kontrolni
skupinou. Naopak po 48 hod nastalo zvyseni obsahu flavonoid(i. Po 7 dnech elicitace obsah
flavonoidi opét pokles! pod troveri kontrolni skupiny. Po aplikaci elicitoru v koncentraci II, ktera
se pripravila tak, Ze byl odpipetovan 1 ml suspenze o koncentraci | do 100 ml odmérné baﬁky a
po znacku doplnén destilovanou vodou, byl v kalusové kultufe po 24 hod zaznamenan niz&i
obsah flavonoidii nez v kontrolni skuping, avsak po 48 hod elicitace produkce flavonoidii
pfevysila kontrolni skupinu a po 7 dnech elicitace dosdhla maxima. Po aplikaci elicitoru v

koncentraci I1I, ktera se pfipravila odpipetovanim 1 ml suspenze o koncentraci II do 100 ml
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odmérné banky a doplnénim destilované vody po znaéku byl ke kalusové kultufe po 4 hodinové
elicitaci obsah flavonoidil nepatrné niz$i nez u kontroly, ale po 48 hodinach doslo jesté k vétSimu
poklesu. Ani po 7 dnech elicitace nedoslo k pfevyseni obsahu flavonoidd ziskanych u kontrolni
skupiny. U suspenzni kultury pfi pouziti koncentrace [ doslo k vyraznému nérlstu obsahu
flavonoidi po 48 hodinach. Ostatni hodnoty obsahu flavonoidd byly niZsi neZ u kontrolnich
skupin. Koncentrace elicitoru 1l zplsobila postupné sniZovani produkce flavonoidii v suspenzni
kulture. Produkce flavonoidi zjiSténd po 24 hod elicitaci byla sice nejvy3si, ale statisticky
nevyznamna v porovnani s kontrolou. Pouze nejniZi testovana koncentrace elicitoru 111 dokazala
prevysit obsah flavonoidi nad troven kontrolnich skupin, a to ve vech Casovych intervalech.
Nejvyssi obsah flavonoidli byl namé&fen po 7 dnech elicitace. Pii hodnoceni viech dosazenych
vysledku lze Fici, Ze u kalusovych kultur vyvolal maximalni produkci elicitor o koncentraci Il po

7 dnech elicitace. Tato hodnota byla vyssi o 83 % vzhledem ke kontrole.

2.1.7.2. Organické Litky jako biotické stresory

Druhou vyznamnou skupinou bioelicitori jsou slou¢eniny na bazi organickych slouéenin.
Neustale jsou vyhledavany a vyvijeny nové a nové organické latky, které jsou experimentalng

zkouseny jako elicitory pfi elicitaci testovanych kultur péstovanych in vitro nebo in vivo.

Jeden zexperimentli se zabyval vyuZitim kyseliny linolové. PFi hodnoceni produkce
flavonoidd v ¢ase béhem elicitace kyselinou linolovou TUMOVA a DUSEK (2000) zjistili, ze u
veétsiny pokusnych koncentraci je obsah flavonoidi nejvyssi 24 hod po aplikaci elicitoru a poté
klesa (u koncentraci 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. Pfi porovnavani dosaZenych hodnot v zavislosti na
koncentraci elicitoru byl nejvyssi obsah flavonoidii zaznamenan v kultufe vystavené ptisobeni
kyseliny linolové o koncentraci 2,0 mg/ml a 1,0 mg/ml. Vyznamny byl nariist obsahu flavonoidi
také u koncentraci 0,01 a 0,20 mg/ml. Nevyznamny nértst produkce flavonoidi byl zjistén pri
pusobeni koncentrace 0,02 mg/ml za 24 a 48 hodin a u koncentrace 2,0 mg/ml po 24 hodinch.
Pri srovnani produkce flavonoidi u elicitovanych kultur s kontrolnimi konstatovali, ze

elicitované kultury vykazovaly vyssi obsah flavonoidii zejména po 24 hodin4ch pfi koncentraci

0,01; 0,20 a 1,0 mg/ml. Po 48 hod pak byla produkce vii¢i kontrolnim vzorkiim vétSinou nizsi s




vyjimkou koncentrace 1,0 a 2,0 mg/ml. Po 7 dnech plsobenim kyseliny linolové mély viechny
kontrolni kultury vy3si obsah flavonoidii nez kultury elicitované. Nejvys$$i nartst tvorby
flavonoidi byl zaznamenéan pfi pouZiti elicitoru o koncentraci 2,0 mg/ml a o dobé pusobeni 48
hod a to o 118 %. Pti 24 hodinovém pulsobeni elicitoru o koncentraci 1,0 mg/ml doslo ke zvyseni
produkce flavonoidii o 94 %. Je ziejmé, Ze po dosazeni maximalni produkce flavonoidd dochazi
uZ jen ke snizovani jejich obsahu, coz je pravdépodobné zplsobeno jejich metabolizaci. Na

odbouravani se nejspise podili i elicitor (PEXIDR, 2004).

2.1.8. Kyselina acetylsalicylova jako elicitor

Velky zdjem védeckych pracoviit’ se v poslednich letech soustiedil na vyuZivani elicitoru
kyseliny acetylsalicylové (ASA) u hospodafsky vyznamnych plodin. Naptiklad BERGMANN,
et al. (1994) experimentalné ovéfovali aplikaci ASA ve vodném roztoku (0,2 - 2 mg/rostlina
nebo 1-2 kg/ha) na rostliny (je¢men, brambory, cukrovky), kdy se vyznamné zvysil vynos a
efektivita vyuziti vody (naptiklad v je¢menu az 20 % a v cukrovee 10 %). Uéinek aplikace ASA
byl porovnatelny s 6ti-osetienimi phytohormonem kyselinou abscisovou (ABA). V nestresovych
podminkach se ASA chovala jako antitranspirant a zvySovala osmoticky tlak (n). Nicméné po
nasledujicim suchém obdobi byla v oSetienych rostlinach zvysena hodnota (n) mensi nez v

rostlinach neosetrenych (50%).

Uginek acetylsalicylové kyseliny, tentokrate na sekundarni metabolismus suspenzni kultury
Catharanthus roseus, zjistovali také GODOY-HERNANDEZ a LOYOLO-VARGAS (1 997), kdy
pridavkem riiznych koncentraci (0,5 - 20 mM) acetylsalicylové kyseliny do zminéné kultury
zjistili zvyseni celkovych alkaloidd o 505 %, 1 587 % fenolickych latek, 612 % furanokumarinu a

1476 % anthokyaninu. Dosazenymi vysledky naznaéili, ze acetylsalicylova kyselina muze

plsobit jako novy elicitor na tvorbu metabolitt v bunéné kulture Catharanthus roseus.




2.1.9. Kyselina acetylsalicylova — plivod, popis a vyuZiti

Kyselina acetylsalicylova (ASA) byla u této prace nejvétsi mérou vyuzita k foliarni aplikaci,
za U€elem ovéfeni G¢inku stimulatoru rostlinné imunity, ve formé vodného roztoku ve 3 riiznych
koncentracich.

Jedna se o 2-acetoxybenzoovou kyselinu (CoH,0., M,=180,160), viz obrazek | (PEXIDR,, 2004).

Obr. | - Kyselina acetylsalicylova

Podle historickych zaznamii uz Hippocrates pedepisoval svym pacientim kdru a listy z vrby
(Salix) ke zmirn&ni bolesti a hore¢ky. Uéinek byl p¥ipisovan piibuzné latce - salicinu, na ktery je

vrba bohata.

Prvni syntéza ASA byla uskuteénéna v roce 1879 a prestoze od jejiho prvniho 1é¢ebného
pouZiti uplynulo vice jak 100 let, je i nadale tato latka pfedmétem zajmu medicinalni praxe a
vyzkumu. Stabilni formu ASA syntetizoval némecky chemik Felix Hoffmann u Bayerd
v Leverkusenu. Pozdégji byla G¢inna latka nazvéna aspirinem spojenim "a" jako zkratky acetyl,
dale Castice "spir" ze slova spirea, tj. jména rostliny, ktera byla zdrojem salicinu a novy nazev
léku dostal koncovku "in", po léta pro medikamenty oblibenou. Acetylsalicylova kyselina se
neuziva pouze pro zmirnéni bolesti ¢i horecky, ale také jako prevence tvorby krevnich sraZenin
- prevence ucpani tepen, tj. tedy i proti vzniku infarktu myokardu (sniZeni agregability desti¢ek)

nebo mozkové mrtvice jak uvadi ve své praci PEXIDR (2004).

Pro tuto praci byla pouZita k experimentalnimu ovéreni laboratorné pfipravena ¢ista kyselina
acetylsalicylova rozpusténa ve vodném roztoku ve stanovenych koncentracich oznaovanych

v postiikové jiSe vodného roztoku ASA jako davka nizka, stfedni a vysoka.
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2.2. Ostropestiec mariansky — popis rostliny

2.2.1. Piavod rostliny

Ostropestiec mariansky — Silybum marianum (L.) Gaertn. (Carduus marianus L., Asteraceae)
patii mezi nejdéle znamé 1é¢ivé rostliny. Pravdépodobné poprvé je popisovan jiz ve spisech
Theophrasta (4.st.p.n.l.) pod ndzvem ,Pternix“. Zatimco mnohé medicinské poznatky byly
zapomenuty v temnotach stiedovéku a poté byly znovu objevovany, ostropestiec mariansky je
popisovan ve viech vyznamnych herbéfich 1égivych rostlin, napt. abaty3e Hildegerdy z Bingenu
(1098 - 1179) a dalsich az do soucasnosti (JEGOROV, 1996).

Zprvu se pouzivala k 1é€eni cela rostlina, pfisuzovala se ji moc vSeléku. V malo piehledném
souboru indikaci zaujme tvrzeni, Zze droga pomaha od bolesti v boku, patrné zptisobenych nemoci
Jater a Zlu¢niku. Az zndmy némecky Iékai Rademancher (1851) vyjadiil jasné, 7e ostropestiec
acinkuje proti jaternim onemocnénim a k tomu Ucelu doporucoval velmi slavnou a dlouho
pouzivanou tinkturu ze semen — Tinkiura Cardu mariae. Madaus v Lehrbuch der biologischen
Heilmittel, v uCebnici Ié¢iv biologického plvodu, ktera vySla v Lipsku r. 1938, vénuje
ostropestfci znaénou pozornost. Neni proto divu, Ze sjeho jménem spojend farmaceuticka
tovarna byla prvni, ktera tuto lé¢ivku zhodnotila ve hromadné vyrabéném lé¢ivém pripravku
s nazvem Legalon. Stejného slozeni je i u nas vyrabény Flavobion (STARY, 2000).

Bez nadsdzky tedy miizeme fici, ze od doby, kdy byly 1é¢ivé acinky této rostliny poprvé
nalezeny az do soucasnosti, kdy se podafilo izolovat aktivni komponenty a objasnit alespori
Castecné jejich mechanismus ucinku, uplynulo jiz vice nez dva tisice let (JEGOROV, 1996).

Pfedpoklada se, Ze rodové jméno Silybum vzniklo z feckého silybon — stfapec, ziejmé podle
tvaru a velikosti uboru. Druhové jméno marianum se opira o legendu, Ze bilé mramorovani na
listech pochazi od matetského mléka bohorodiéky (STARY, 2000).

Ostropestiec nepatii mezi typické kulturni plodiny, neni ani ptvodnim zastupcem nasi
domaci kvéteny. Pavodni aredl sahd od Pyrenejského poloostrova pres jizni Evropu po Kavkaz a
druhotnému aredlu, ktery na sever sahd az do Anglie. Druh byl zavle¢en i do Ameriky a do
Australie (HUSAKOVA a LHOTSKA, 1981). Nékdy roste na kamenitych stranich a rumistich
divoce, v nasi republice je vSak plevelny vyskyt vzacny (KUBINEK, 1987).
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2.2.2. Botanicka charakteristika rostliny

Ostropestiec patfi do Celedi hvézdicovitych (Asteraceae). V naSich klimatickych podminkéch
je jednoletou, vyjimeén& dvouletou bylinou (SPITZOVA, 1997), v piiznivych podminkach
ozimého charakteru, u nas viak téméf vzdy vymrzajici (KUBINEK, 1987). Mala odolnost vici
mrazu je divodem, pro¢ u nas ostropestiec nezdomacfiuje, ale jen pfechodné zplanuje. V teplych
oblastech, napfiklad v asijskych stepich, jihoamerickych a jihoaustralskych pustinach, je vsak
obtiznym plevelem, vyskytujicim se v obrovském mnozstvi (HUSAKOVA a LHOTSKA, 1981).

Ostropestiec rychle a spolehlivé kli¢i, pom&mé& rychle roste (STARY, 2000). Vzchézeni
pocina 2 - 3 tydny po vysevu, v optimalnich podminkach i po 5 dnech. Do dvou mésicii po
vysevu se vytvoii pfizemni razice lalo¢natych listt (KUBINEK, 1987). Délka tvorby a trvani faze
rizice listh mad vyznamnou roli pfi tvorb& a sloZeni silymarinu (GROMOVA, et al., 1993).
Prechod do generativni faze je charakterizovan tvorbou rozvétvené kvétonosné lodyhy, ktera
dosahuje kone¢né vysky (zejména v zavislosti na mnozstvi srazek) mezi | — 2 m, s maximy az
2.5 m (KUBINEK, 1987) a je vhorni poloving bohaté vétvena, pavucinata, leskla, v dolni
poloving husté olisténa. Listy jsou stiidavé, piisedlé, tuhé, lesklé, podlouhle, lalognaté, na okraji
vInité a ostnité zubaté se zlutymi ostny (HUSAKOVA a LHOTSKA, 1981), svou strukturou dobie
svadeji destovou vodu ke kofentim (STARY, 2000). Diky vyrazné ostnatosti celé rostliny byva
lidové oznaCovéna jako ,bodlak®. Charakteristickym znakem je bilé mramorovani listi
(KUBINEK, 1987). Kofenovy systém je znaéné variabilni, zpravidla je mohutné vyvinut kilovy
kofen (SPITZOVA, 1997). Ubory jsou na konci vétsinou bezlistych stopek jednotlivé, pfimé
(HUSAKOVA a LHOTSKA, 1981), Gerveno fialové kvetouci, velké 5 az 8 em (SPITZOVA, 1997)
s lysym zakrovem a ostnité zubatymi listeny, které vybihaji v mohutné, Zldbkovité, nazpét ohnuté
ostny (HUSAKOVA a LHOTSKA, 1981). V kazdém aboru je asi 190 semen, co# davé z rostliny
pramérné 6350 semen pfi 94 % kli¢ivosti a pfiblizné hmotnosti jednoho semene 22 mg
(SINDEL, 1991).

Zrala semena jsou nevyrazné tmavohn&dé Zzihana, primérna velikost je 6,5 x 3 mm
(SPITZOVA, 1997). Barva obalii zavisi na meteorologickych podminkach v obdobi tvorby’ plodi,
tzn. Ze kdyz je chladné a destivé pocasi mnoho semen se vibec nezbarvi (CZABAJSKA, et al.,
1989). Semena maji 1,5 cm dlouhy, bily chmyr. Dozravaji v zavislosti na terminu vysevu od
Cervence do zafi. Ostropestiec je cizosprasny, hlavnimi opylovagi jsou véela a ¢meldk

(SPITZOVA, 1997). SamospraSeni rovnéz vede kvyvinu plodd s podstatné nesniZenou
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biologickou hodnotou. Na jednotlivych vétvich lodyhy postupné dozravaji v tiborech plody, které
tvoii zérovefi drogu i osivo a byvaji b&zné oznaGovany jako semena (KUBINEK, 1987). Semena
se ziskavaji i se slupkou, nebot’ u¢inné latky se nachazeji bezprostfedné pod osemenim (JAROS,
1992). Droga ma Sedohnédou barvu, je bez pachu a chutna nahotkle (OPLETAL a VOLAK,
1999). Nejvyssi obsah silymarinu je v nazkach z vrcholovych tbort (GROMOVA, et al., 1993).

2.2.3. Péstovani rostliny

2.2.3.1. Pudni a klimatické niaroky

Ostropestiec je relativné piizptsobivy piidnim podminkdm. Ve srovnani s obilninami je viak
na malo arodné pidy citlivéjsi. Nejvyssi vynosy jsou dosahoviny na obecné nejkvalitngjsich
pudach. Velky vyznam ma pritomnost organické hmoty, nejlépe trvalého plidniho humusu se
v8emi jeho pozitivnimi vlastnostmi, neutralni piidni reakce ve spojeni s dobrou zdsobou vapniku
a v neposledni fadé struktura pady vytvarejici ptiznivy vzdusny tepelny a vldhovy rezim. Na
lehkych pudach ostropestiec v suchych letech trpi nedostatkem vldhy a je nachylIngjsi k napadeni
pidnimi houbami z rodu Fusarium. Odchylka od optima smérem ktézkym padam je zde
piipustna, nesméji se vSak pfemokfovat a byt utuzené. Zcela nevhodné jsou pidy mélké, vyrazné
pisCité, Stérkovité, silné kyselé. Pfi vybéru pozemku je tieba se vyhnout vysusnym jiznim svahim.

Z hlediska podnebi lze ostropestfec uspésné péstovat v Sirokych klimatickych podminkach
na3i republiky (KUBINEK, 1987), je to rostlina znagné plasticka. Obecné nejvyssich vynost je
dosahovano na kvalitni pidé v klimatickych podminkach blizkych areald pavodniho rozsifeni.
Tém zhruba odpovidaji podminky fepaiského vyrobniho typu (SPITZOVA, 1997).

Vegetacni doba od vysevu po sklizeni ¢ini obvykle asi 4 mésice - od poloviny dubna do
poloviny srpna. V chladnych a destivych letech, zvlasté ve vyssich polohach, se sklizen posouva
az na zafi. Vyhodou teplych niZin je kratSi vegetaéni doba, vétsi jistota dozrani za pif{znivych
podminek pro sklizen. Vynosy zde byvaji vy3si — pokud srazky prijdou véas a v dostateéné mife.

Tzv. kritickym obdobim je faze intenzivniho ristu pfi pfechodu k tvorbé kvétonosné lodyhy.

Prudky narlst biomasy vyzaduje hodné¢ vody. Nejvyssich vynosii dosahuji porosty, jejichz
primérna vyska se blizi 2 m (KUBINEK, 1987).




2.2.3.2. ZafFazeni v osevnim postupu

Otazka predplodiny nebyla dosud u ostropestice ve vétSi mife specificky zkoumaéna.
Predpokladad se, Zze na predplodinu neni zvlast néroény (KUBINEK, 1987). Lze doporugit
predplodiny obecné zlepsujici, jako jsou Jeteloviny apod. Nejsou viak rozhodujici podminkou
uspéchu. V praxi je vétsinou VyuZivano zafazeni po obiloving (SPITZOVA, 1997).

GROMOVA, et al. (1993) na zakladé svych pokusi navrhuje pro ostropestiec uréeny pro
postupny rucni sbér jako piedplodinu hnojené okopaniny a zeleniny. Pro mechanizovany pfimy
sbér je vhodné ozima psenice, koriandr pfipadné nehnojené zeleniny, napf. cibule.

Zafazovéni ostropestice po sobé vice let na Jednom pozemku se v praxi sice dél4, divodem je
obava ze zapleveleni nésledné plodiny ostropesticem, je viak lépe se tomu vyhnout, nebot’ ze
pfedpokladat negativni vliv na vynos. Hluboko v pidé semena nekli¢i a nevymrzaji, takze na
pozemku, kde byl jednou péstovan, se ostropestfec jako plevel objevuje i po mnoho let.
V osevnim postupu je ostropestiec povaZovin za zlepSujici plodinu, zvlasteé byl-li organicky

hnojen. Po sklizni se do ptidy dostane velké mnozstvi organické hmoty (KUBINEK, 198 7).

2.2.3.3. Vyiiva a hnojeni

V nazorech na vyzivu dospivaji autofi k odliSnym zavérim. SPITZOVA (1997) se domniva,
ze vzhledem k velkému nartistu nadzemni hmoty vyZaduje ostropestiec znadné mnoZstvi Zivin.
Optimalni je piida ve staré ptdni sile, se zasobenosti Zivin dle rozbord AZP dobrou, popiipadé
vysokou.

Experimentalni vysledky potvrzuji, e mnoZstvi srazek béhem kritického obdobi ma mnohem
VEtSi vliv na vynos plodii ostropestice nez b&zné pudni podminky a hnojeni. Hnojeni ostropestice
ma tedy svij dilezity vyznam, ktery se viak ne vzdy musi vyrazng projevit zvySenim vynosu
(KUBINEK, 1987).

Hmotnost susiny nadzemni ¢asti stoupd az do faze kveteni, kdy hodnota susiny na jednu
rostlinu dosahuje maxima. Tehdy je i nejvyssi odbér veskerych makroZivin. Porost dosahuje
optimalni hodnoty listové pokryvnosti ve fazi plného kvétu. Poté fotosynteticka aktivita listd

postupné klesa, zacinaji prevladat katabolické pochody. Z listli se pfesouvaji rezervni latky do

mladsich organd rostliny, listy za¢inaji stirnout. S dozravanim se sudina snizuje. V této fazi




rostlina odgerpa okolo 93 kg N.ha™', semeno 42,9 kg N. Fosforu rostlina od¢erpa 9,6 kg, semeno
11,4 kg. drasliku semeno od¢erpa 12,2 kg, rostlina az 200 kg (GROMOVA, et al., 1993).

Diferencované hnojeni fosforem, draslikem a hof¢ikem slouZi nejen pro optimalni vyZzivu
plodin, ale i k zvySeni obsahu Zivin v piidach témito Zivinami malo zasobenych. Témito Zivinami
nehnojime rostlinu, ale usiluje se o vytvoieni trvalé optimalni hladiny Zivin v pudé.

Dle literatury lze doporudit davky N v rozmezi 60 — 90 kg.ha s ohledem na ekologické a
pudné klimatické podminky a zafazeni v osevnim postupu. NejcastéjSi zafazeni v osevnim
postupu byva v tieti a &tvrté trati po organicky hojené ploding. V tomto piipadé bude davka N
vy§8i. Dusikata hnojiva se aplikuji na jafe ve spojeni s pfedsetovou pripravou pldy. Podobné tak
se pouziva dusik v kombinovanych hnojivech. Jedna polovina az dvé tfetiny N se zapravi do
ptdy pied vysevem, zbytek ve fazi 6 — 8 pravych listi. V teplych a suchych oblastech se zapravi
celkova davka dusiku pfed vysevem. Pro zékladni hnojeni vyhovuji viechna dostupna dusikaté
hnojiva, ke hnojeni na list se pouZije ledek vapenaty nebo ledek amonny s vapencem. Organické
hnojeni pfimo k ostropestici je vhodné. Zapravi se hlubokou orbou na podzim. Hnlij ma na rlst
kultury pozitivni G¢inky a muze byt vyznamnym piinosem k stabilizaci trody (KUBINEK, 1987).
Pausalné je mozné aplikovat na hektar asi 300 - 400 kg NPK predsetové (RYANT, 20035).

Podle ramcové metodiky péstovani ostropestice marianského Zemédélského vyzkumného
astavu Kroméiiz (Ramcovd metodika 2, 2003). s.r.o. je pro podminky CR doporucovano
aplikovat 45 - 60 kg N, 17,5 kg P a 33,2 kg K na ha. V praxi to znamena aplikovat 200 kg.ha
NPK (19-19-19), v piipadé vysoké nebo velmi vysoké zasoby K v padé 100 kg Amofosu na ha na
podzim. Na jafe je potom vhodné aplikovat 100 - 150 kg dusi¢énanu amonného pred setim nebo

ihned po zaseti (RYANT, 2005).

Problematikou optimalni vyZivy ostropestice se detailné vénuji pfedevsim v oblasti severniho
Egypta. Na pis¢itych pudach této oblasti je popisovano pozitivni ptsobeni davek dusiku (120 az
240 kg.ha™), resp. fosforu (62 kg.ha) na vynos nazek, vynos oleje a silymarinu (OMER, et al.,
1998).

Pti srovnani raznych druhi dusikatych hnojiv (mocovina, siran amonny a dusiénan amonny;
viechny v davece N 143 kg.ha') poskytuje nejvyssi vynos naZek siran amonny a jeho délena
aplikace ve dvou terminech poskytuje také vy3ssi vynos oleje a viech slozek silymarinu (OMER,

1996).
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Také pti sledovani vlivu dvou davek dusiku (70 a 140 kg.ha'l) a tii davek drasliku (46, 71 a
95 kg K na ha) pusobi nejvySsi davky narGst vynosu nazek, vynosu oleje a obsahu oleje
v naskach ve srovnani snizsi hladinou hnojeni, avSak nemaji vyznamny vliv na obsah
flavonolignant (OMER, et al., 1993).

Ostropestiec je zde péstovan také pod zavlahami, kde pii vysokych davkach dusikatych a
draselnych hnojiv (476 kg N na ha v dusi¢nanu amonném a 99 kg K na ha v siranu draselném)
dosahuje vysstho vynosu nazek, vynosu oleje a silymarinu ve srovnani s nizsi arovni hnojeni
dusikem a draslikem (238 kg N na ha a 99 kg K na ha) (OMER, et al., 1993).

Efekt dusikatého hnojeni ostropestfce maridnského byl zkouman také v Némecku, avsak
vynos nazek byl ovlivnén negativné a obsah silymarinu se lisil od dusikem nehnojenych rostlin

pouze 0 0,03 % (SCHUNKE, 1992).

2.2.3.4. Piedset'ova pFiprava pidy, osivo a seti

Pida pro ostropestiec se pripravuje stejnym zpiisobem jako pro jarni obiloviny s tim
rozdilem, ze podzimni orba ma byt hluboka (0,30 m). Vileni po vysevu je zadouci pouze na silné
proschlé pidé u opozdénych vysevll, Je-li pfedplodinou obilnina, jetelovina, luskovina nebo
olejnina, neméla by byt vynechana podmitka.

Semena svymi pramérmymi rozméry pfiblizné 6.5 x 3 mm zhruba odpovidaji osivu obilnin.
Kvalitni osivo je slozeno ze svétlych az tmavych semen plného tvaru a hmotnosti tisice semen
(HTS) 25 - 30 g. K vysevu neni vhodné pouzivat osivo skladované déle nez 2 roky, nebot’ béhem
skladovani kli¢ivost osiva klesa (KUBINEK, 1987).

V soutasné dobé se preferuje irokoradkovy vysev piesnymi secimi stroji. Norma vysevu hi-
d4na aktualni kli¢ivosti a kolisa mezi 5 aZ 8 kgha (SPITZOVA, 1997). Hloubka vysevu je 2 =3
cm. Jen pii pozdnim vysevu v suchych podminkach Ize sit do hloubky maximalné 5 cm pfi
sou¢asném zvyseni normy vysevu. A jen v tomto piipadé je po vysevu zadouci valeni pudy.

Teoreticky spon se pohybuje v rozmezi 0,30 x 0,30 m az 0,40 x 0,40 m. Na 1 m” by mélo rist
6 — 12 jedincd, tj. 60 — 120 000 rostlin na 1 ha. Husté porosty (az do 200 000 jedinct na 1 ha)
jsou také mozné, vyhodou je zde omezeni vétveni rostlin, aviak pii vét§im mnoZstvi srazek a

silném vétru poléhaji (KUBINEK, 1987).
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Pocet jedinct na hektar ur€ujeme dle technologie péstovani, zvlasté zplsobu sbéru. Pro
malopéstitele se doporu¢uje porost zakladat v $ir§im sponu, kde se rostliny vice vétvi a tvorba
vynosovych prvki je tak vyraznéjsi. Doporucuje se vysévat v pasech 2 - 3 Fadky, mezi kterymi se
vynechdva manipula¢ni cesta. Pro velkoploiné péstovani vice vyhovuji hustéjsi porosty, podet
vétvi je nizsi a tim je zabezpedeno jednotngjsi dozravani nazek (GROMOVA, et al, 1993).

Optimalni termin vysevu je asné jaro. Teplota plidy ma byt minimalng 5° C a pfiméfena
vlhkost pidy. Agrotechnicka lhita seti se podle klimatickych regioni pohybuje mezi 15. — 25.
dubnem. Optimum je 25. bfezen — 10. duben. Vé&asny vysev je nejuéinngj$i ochranou pred
tracheomykoézou a zéroven zajistuje vétsi vidhovou jistotu pii vzehazeni (KUBINEK, 1987).

Termin seti je dillezity hlavné z hlediska vynosu. Pro vys$si nasadu Gbor( jsou nejvhodngjsi
terminy seti koncem bfezna a za¢atkem dubna. Rostliny zistavaji delsi ¢as ve fazi riZice, ve které
se vytvari pocet vétvi. Tento termin je vhodng&jsi pfi realizaci ruéniho sbéru.

Vysev koncem dubna poskytuje rostling krat$i obdobi trvani fize ptizemni riZice, redukuje
se pocet vetveni, coz je vhodnéjsi pro mechanizovany sbér, nebot’ rostlina vytvaii méné
nadzemni biomasy. Tim, Ze pocet Ubort je niZsi a jejich tvorba piechézi do teplejsiho a sussiho

obdobi, zvIst faze zrani, se zvySuje obsah silymarinu (GROMOVA, et al., 1993).

Stejné tak se otazkou nejvhodnéjsiho terminu vysevu ve svych pokusech zabyvali POLAK a
SUSTROVA (1991). Zajimalo je, zda jiny termin vysevu, lépe vyuzivajici jarni, resp. zimni vlahy,
by nebyl vyhodnéjsi. Pokus byl motivovan snahou o nalezeni alternativnich termind seti
ostropestice. Provozni péstovani vychazi z vyse uvedené metodiky z roku 1987. Po vyhodnoceni
vysledki dvou pokusnych let se jako optimalni projevily dvé vyrazné oddélené skupiny vysevi:

1. skupina pozdné letnich a pfedzimnich vysevl s pfezimovanim rostlin v listové razici.

2. skupina zimnich a €asnych jarnich vysevi, které se ukazaly jako jednoznaéné nejlepsi.

V obou pripadech je start rostlin daleko rychlejsi, vyuzitelnd doba setrvani kultury na poli se
prodluZuje a i v pfipadé neptiznivych klimatickych podminek v kvétnu a Eervnu ostropestiec
bezpetné dozrava. U obou skupin bylo mozné sklidit semeno o 1 - 2 mésice dfive nez u
provoznich kultur, setych obvykle po 2. dekadé dubna i pozdéji. Semeno sklizené z téchto‘V)?sevﬁ
bylo dobfe vyzralé, s primérnou HTS a velmi dobrou kli¢ivosti, Rozsiteny interval terminu seti

Ize uplatnit hlavné v klimaticky a sraZkové ,,nenormalnich“ letech pro zajisténi aspon pramérné

sklizn¢ drogy.




2.2.3.5. Kultivace béhem vegetace

Kultivaéni prace béhem vegetace mohou zahrnovat ptihnojeni dusikatymi hnojivy, posttiky
proti chorobam a Skidclim, popfipadé i zavlahy. Hlavni opatieni viak spoivaji v boji proti
plevelim.

Ostropestiec se vyznacuje velmi dobrou konkurenéni schopnosti vigi plevelim, zvlaste
travovitym. Tato lé¢iva rostlina se da péstovat i extenzivnim zplisobem. Pii intenzivni vyrobd
vak boj proti plevelim vynechat nelze. Z plevelnych druhd jsou nejnebezpedndjsi merliky,
lebedy, ohnice, hoi¢ice, vydrol fepky a obili, oves hluchy a nékteré dal$i, méné &asté plevele,
které ostropestiec ve fazi listové riizice ﬁferﬁstaji a pfipravuji jej tak nejen o vlahu a Ziviny, ale i
o svétlo. Velmi také Skodi plevele vytrvalé, zejména pyr a pchag. Plati, Ze v &asngjsich vysevech
jsou plevele nebezpeénéjsi, nebot’ ostropestiec za nizkych teplot roste oproti plevelim pomaleji.

Zakladem niceni pleveli by méla byt mechanicka kultivace mezifadki, obvykle ve fazi okolo
6 pravych listii ostropestice. Pfi silném zapleveleni je vhodné ple¢kovani jiz v po&atednich fazich
vyvoje kultury. Po zapojeni vyrovnaného, nemezerovitého porostu je rist jednoletych pleveld
prakticky vyloucen. Jde tedy o to, udrzet kulturu po dva mésice &istou, nez se porost zapoji. Pro
pleckovani se nejlépe osvédéuji rotadni plecky na cukrovku (KUBINEK, 1987).

Herbicidni ochrana je viceméné vytesena (SPITZOVA, 1997). Rezidua pesticidi v droze jsou

kontrolovana, obsah nesmi prekrogit pripustnou normu (KUBINEK, 1987).

2.2.3.6. Ochrana proti chorobiam a $kidciim

Zdravotnim problémem, zejména podhorskych oblasti, je pliseni Seda (SPITZOVA, 1997).
KUBINEK (1987) tuto plisen  podrobnégji popisuje jako polyfagniho, velmi roziifeného
saproparazita, ktery napadd ostropestfec ve fazi kveteni a zrani. Napadeni se projevuje
hnédnutim, ¢ernanim, zasychanim, kroucenim a zaskrcovanim &asti stonku pod iborem, nékdy az
té miry, Ze tbor upadne. Byl zaznamenan i pfipad, kdy napadené, aviak zdanlivé zdravé rostliny
nevytvarely plody. Zvlasté nezadouci je pak infikace semen. Tim vznika dalsi diivod k mofeni
osiva. Prevenci proti této chorobé je véasny vysev.

SPITZOVA (1997) Jjako dalsi chorobu uvadi houby rodu Fusarium, které dle KUBINKA

(1987) zpusobuji nejzavazngjsi chorobu ostropestice, a tou je tracheomykoza — cévni vadnuti. Za

vhodnych podminek — teplotni optimum 26 — 28° C, kyselé prostfedi, sucho, pii fyziologickém
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oslabeni rostliny, se stavaji z viudypiitomnych fusarii paraziti. Projevy choroby vedouci az
k thynu rostlin se za¢inaji masové objevovat od faze listové rizice. Je to postupné vadnuti,
Zloutnuti az hnédnuti a nekrotizace celé rostliny. Pfi slab$im infekénim tlaku napadeni
v pozdé€jSich vyvojovych fazich maze v porostu dojit k plynulé fadé poskozeni réizného stupné
— od silné retardace ristu az po nepatrné pfiznaky poSkozeni, jako je napf. poskozeni nebo
nevytvareni semen. Chemickd ochrana proti cévnimu vadnuti Je velmi obtiZznd a znaéné nakladna,
takze se dd jen stéZi uplatnit v praxi, snad s vyjimkou zvlasté cennych kultur, p&stovanych na
malych plochach. Nejjist&jsi a zaroven nejjednodussi ochranou proti tracheomykdze je véasny
vysev biologicky hodnotného osiva. Osivo je vhodné motit (KUBINEK, 1987).

Cas od Casu je zaznamenan vyskyt padli ¢ekankového a v posledni dobé i skvrnitosti
zptsobené druhy rodu Alternaria a Septoria (SPITZOVA, 1997). Podstatny vliv na vynos a
kvalitu drogy v3ak nemaji (KUBINEK, 1987).

Z zivocisnych Skided Skodi msice, v poslednich letech byl zaznamenan i Zir housenek
polyfagnich skiidcti a babocky bodldkové (SPITZOVA, | 997). Zaseta semena mohou vyzobavat
bazanti, dozravajici plody jsou atraktivni pro ptaky, hlavné zvonky a vrabce (KUBINEK, 198 7)

2.2.3.7. Sklizen

SPITZOVA a PLACR (1994) oznacuji sklizen za nejvétsi uskali péstovani ostropestice, nebot
limituje jak vynos, tak kvalitu drogy. Sklizef pouze zcela biologicky zralych semen je ve
velkoplo$nych podminkéach technicky neproveditelnd. Problémy vyplyvaji z biologickych
vlastnosti rostliny, resp. z postupného dozravani. Ubory zraji odshora dolii, semena v uborech od
stfedu k obvodu. Navic zrald semena spontanné vypadavaji. Situaci dale komplikuje skute¢nost,
ze obsah u¢innych latek v tzv. silymarinovém komplexu a do jisté miry i jejich vzajemny pomér,
stejné jako biologicka hodnota, zavisi na stupni vyzrani semen.

Hlavni problémem je i velké mnoZstvi vegetadni vody v rostlinich v dob& technologické
zralosti. Termin sklizné musi byt kompromisem mezi stupném vyzrani semen a ~velikosti
skliziiovych ztrat. Porost ostropestice vhodny ke sklizni by mél mit 30 % prezravajicich ubord,
dobfe rozeznatelnych za suchého podasi podle rozevieni a bilého chmyfi. Vétina zbyvajicich
Uborli by v té dob& méla zasychat. Sklizet lze pomoci techniky pro sklizeri obilovin (KUBINEK.
1987). Pro ruéni sklizefi je optimalni vlhkost naZek mezi 13 a 18 % (GROMOVA, et al., 1993).
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Problémy souvisejici se sklizni miize do jisté miry fesit desikace, kterd v§ak mnohdy byva
nezadouci vzhledem k riziku obsahu rezidui v droze. Je tedy pouzitelnd pouze tehdy, neovlivni-li
soucasné obsah ¢innych latek a vynos, u semendiskych porost pak biologickou hodnotu semen.
Vsechna tato kritéria musi sledovat vybér desikantu (SPITZOVA a PLACR, 1994).

KUBINEK (1987) ve své metodice péstovani upozoriiuje, ze desikace pripravkem Reglone
vyrazn€ snizuje vynos plodid, obsah silymarinu a kli¢ivost semen. To je zptsobeno s nejvétsi
pravdépodobnosti tim, ze po aplikaci desikantu Reglone dojde velmi zahy k pieruseni vsech
biologickych pochodii v nadzemni &4sti rostliny a vyvoj semen se zastavi. Vysledky nejlepsich

péstitelu ukazuji, Ze sklizen bez desikace je nejen mozna, ale i vynosna.

SPITZOVA a PLACR (1994) se na zakladé vySe uvedené skute¢nosti v parcelkovych a
nasledné provoznich pokusech zabyvala sledovanim vlivu vybranych desikaénich piipravki na

kvalitu drogy a biologickou hodnotu semen s témito zavéry:

I. Pfi pouziti desikacnich piipravki je ve vztahu ke kvalit¢ drogy rozhodujici termin
aplikace, nikoliv ptipravek. Pomaleji piisobici desikanty jsou méné rizikové. Zatimco pii postiiku
I'l dni pied sklizni je ve srovnani s kontrolou obsah silybinu o 1,55 % niZ8i, pii oetteni 5 dni
pred sklizni je naopak o 0,51 % vyssi nez u kontroly. Vyslovena hypotéza tedy plati, nikoliv viak
absolutn¢. Pokud se desikant pouZije pred¢asné, miize to maskovat geneticky potencidl rostlin,
Jak nazorné dokumentuje obsah 1,06 % silybinu p#i postfiku 11 dni pfed sklizni. Obdobné
ovliviiuje pfedCasna desikace obsah silychristinu. Zhruba stejnou zakonitost, nizky obsah silybinu
ve srovnani s kontrolou jako disledek ptedcasného oSetfeni, lze vysledovat i u pripravku
Roundup. Ve vSech ostatnich piipadech je obsah silybinu ve srovnani s kontrolou sice niZii,
nicmeén€ pokles dosahuje maximalng 0,31 %. Pocitame-li se subjektivni a objektivni chybou

analytické metody, miizeme tento rozdil oznacit z praktického hlediska za nepodstatny.

2. Do kultur ostropestice lze pouzit pfipravky Harvade 25F a Roundup v davee 3 I/ha pii
aplikaci jeden tyden pfed predpokladanym terminem sklizng. Pripravky Reglone v davee 3 1/ha,
DAM 390 (200 1/ha) a mix Reglone + DAM 390 (3 + 100 I/ha) je nutno aplikovat dva dny pred
sklizni. Pfi dodrZeni vySe uvedenych podminek nemaji zminéné piipravky negativni vliv na

kli¢ivost, HTS a obsah G¢innych latek.

3. Droga pochazejici z oSetfenych porostl je pouzitelna pouze pro primyslové zpracovani na

izolaci u€¢innych latek.
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2.2.3.8. Soucasna situace na trhu

KUBINEK (1987) fadi ostropestiec mezi plodiny ekonomicky vyhodné a zaroveir malo
rizikové, pokud je dodrzen predevsim véasny kvalitni vysev do dobré piidy, spravna aplikace
herbicid( a sklizen v pravy ¢as a ve vysoké kvalité.

Primérny hektarovy vynos zkusenych péstitelti dosahuje priblizné | tuny (SPITZOVA, 1997).
Pii postupném ru¢nim sbéru vynos presahuje i 3 tuny, nebot’ zde dochazi pouze k minimalnim
ztratam vypadem jiz zralych semen (GROMOVA, et al., 1993). Naklady na péstovani jsou zhruba
porovnatelné s jarni obilovinou. Pfi primérném hektarovém vynosu 1 tuny je &isty zisk
v porovnani s obilovinou vyssi (SPITZOVA, 1997).

Vykupni cena je vyrazné ovliviiovana predevs$im poptavkou na trhu a kvalitou i mnozstvim
domaci produkce, zavisi rovnéZ i na objemech dovozu (LAKR, 2004). Vykupni ceny za kg
semene v poslednich letech na tuzemském trhu viceméné stagnuji a pohybuji se okolo 24 K¢
(ustni sdéleni konzultanta). Podstatné jina situace panuje na trhu USA, kde fadi ostropestiec mezi
Jednu z nejprodavanéjsich bylin. Ceny se zde odvijeji od Grody, sklizné a podilu dovozu z Evropy
a Jizni Ameriky. V roce 2005 se vykupni ceny pohybovaly mezi $3,20 - $26,50/Ib (JANKE,
et al., 2005). V prepoctu, kdy 1 libra je cca 0,454 kg a uvaZzovany kurzu dolaru cca 24 K¢,
dosahuji trzby v USA 168 — 1 392 Ké& kg™

Ziskani dat o zpracovani lé¢ivych rostlin véetné ostropestice je v CR velmi problematicke,
sdileni informaci zavisi pouze na spolupraci jednotlivych zpracovatelli. Ve vétsiné piipadii jsou
v CR péstitelé v t&sném kontaktu s velkymi zakazniky a trendy v péstovani uruje trh.
Péstitelskou alternativou je ziskavani lécivych rostlin z ekologického zemédélstvi. Takto ziskané
produkty se vyuZivaji predevs§im k vyrob& ¢ajovin. Uplné informace o péstovani lécivych,
aromatickych a kofeninovych rostlin (dale jen LAKR) nejsou k dispozici ani ve svété. Statistiky
se této komodité vénuji jen okrajové. Pro péstitele LAKR v CR a EU i ve svété neni povinnost
registrovat péstebni plochy. Diisledkem toho jsou piehledy a zpravy velmi odlisné (LAKR, 2004).

Dle DRASNAROVE (2005) se plocha péstovani ostropestice v CR v poslednich letech
vyrazné neménila. Odbératelé kladou vysoké naroky na kvalitu suroviny, a proto davaji prednost
stalému osveédéenému péstiteli. V soucasné dobé se v celoevropském métitku uplatiiuje trend
péstovani IéCivych rostlin na zakazku, kdy zpracovatel doddva celou technologii véetné osiva.
Dosud posledni evidovana plocha statistickym uradem je z roku 2003, a to 2 500 ha ostropestice

marianského a vynos 0.62 t z hektaru.
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2.3. Chemické sloZeni a uc¢inné latky rostliny

2.3.1. Obecnia charakteristika lignani

Jako lignany je oznacovana pomérné rozsahla skupina sekundarnich metabolitd cévnatych
rostlin se zajimavymi fyziologickymi uéinky. Skladaji se ze dvou fenylpropanovych jednotek,
které jsou spojeny pres centralni (B) uhliky obou postrannich fetézci.

V soucasnosti je znamo vice jak 200 lignani nachazejicich se ve vice nez 70 &eledich rostlin.
Byly nalezeny prakticky ve viech &astech rostlin, typickd je jejich pritomnost ve dfevé a kiie
strom a v pryskyricich. U nékterych druht byl nejvys$si obsah lignanli nalezen v semenech.

Malo je zndmo o fyziologické funkei lignant v rostlinich. Protoze se jedna o slouceniny,
které vykazuji antimikrobialni, antibiotické, antivirové, antioxidaéni a antinutriéni vlastnosti,
predpoklada se, ze podobné jako jiné sekundarni metabolity zvy3uji rezistenci rostlin proti
riznym patogenim. Nepolarni charakter lignanii umoziuje jejich snadnou prostupnost
bunéCnymi membranami a schopnost ovlivnit v burikach fadu biologickych d&ji. Nékteré lignany
se pouzivaji jako lé¢iva. Vykazuji také vyraznou antivirovou aktivitu, véetné aktivity vagéi viru
HIV. Lignany byly také nalezeny v krvi a moci savei, véetné élovéka. Tyto ,,zivocisné* lignany
vznikaji ve stfevech savel transformaci rostlinnych lignand, v téle G¢inkuji jako fytoestrogeny,
pravdépodobné plisobi preventivné proti vzniku nékterych rakovinovych onemocnéni.

' V rostlinach se vyskytuji slouceniny, které maji podobné strukturni znaky jako lignany. Mezi
tyto pfibuzné slouceniny patii piedev$im neolignany, ve kterych jsou dvé& fenylpropanové
Jednotky spojeny jinou vazbou, nez je vazba pies centralni (B) uhliky alifatickych fetézci.
Existuji také hybridni lignany jako jsou flavanolignany, kumarinolignany a lignin-iridoidy,
v nichz jedna ¢ast molekuly je tvofena fenylpropanovou jednotkou a druha ¢ast jinou piirodni

latkou (SLANINA, 1994).

2.3.2. Struktura flavanolignanii a dalsi obsahové Litky ostropestice

O flavanolignanech podrobnéji ve svém ¢lanku pojednava i JEGOROV (1996). Uvadi, ze
aktivni slozkou semen ostropestiece jsou latky flavonoidni povahy, coz se podafilo zjistit v roce

1952. Struktura dvou flavanonti — silybinu a silydianinu pak byla objasnéna o 8 let pozdéji.
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DalSimi komponentami smési flavonoidii, souhrnné oznacované jako silymarin, jsou silychristin
a iso-silybin. Vechny tyto latky jsou tvofeny flavanonem taxifolinem k némuz je oxidativni
adici pfipojena molekula koniferylalkoholu. Vzhledem k tomu, Ze koniferylalkohol je rovnéz
obvyklou sloZkou ligninu, dostal tento novy typ flavonoid souhrnné oznaceni flavanolignany.
Vzorce hlavnich u€innych latek ostropestice marianského jsou zndzornény na obrézku 2.

Mimo tyto latky obsahuji semena histamin a thyramin, hoi€inu, sacharidy, malé mnoZstvi
silice a 18 - 27 % oleje s hlavnim podilem kyseliny linolové (60 %), olejové (15 - 26 %) a
linoleové (2 %) a 8 - 12 % nasycenych mastnych kyselin (INDRAK a CHYTILOVA, 1992).

V pokusech CZU v Praze bylo dosazeno primérné olejnatosti 24,5 %, pricem? znadné
rozdily byly zptisobovany rozbory nestejné zralych nazek (RYANT, 2005).
zastoupenim silybinu, silydianinu, silychristinu a také isosilybinu. Z téchto &tyf chemickych
komponent je terapeuticky vyuZivan, vzhledem k vyraznému hepatoprotektivnimu uéinku,
silydianin a zejména silybinin (INDRAK a CHYTILOVA, 1992). Za nejicinnéjsi slozku je
povazovan pravé silybinin, coz je souhrnné oznadenim pro silybinin A a silybinin B (STARY,
2000). lIso-silybin je pravdépodobné nejméné aktivni (JEGOROV, 1996). Standardni extrakt
ostropestice obsahuje 70 — 80 % silymarinu (PEPPING, 1999). Z pohledu OPLETALA a
VOLAKA (1999) je obsah ucinnych latek ostropestice rozdélen na flavonolignany oznaované
jako silymarin (1,5 - 3 %), flavonoidy (taxifolin, kvercetin, kemferol), aminy (tyramin, histamin),
mastny olej (20 - 30 %; kyseliny linolova, olejova, palmitovd), tokoferol (0,6 %), steroly
(kampesterol, stigmasterol, beta-sitosterol) a bilkoviny (25 - 30 %). FOSTER (1996) uvadi obsah
u¢innych latek ve zralych semenech v koncentracich vy3si, a to asi 4 — 6 %.

JEGOROV (1996) uvadi, ze silybin, silydianin, silychristin a iso-silybin tvoii spolu
s taxifolinem a kvercetinem podstatnou ¢ast flavonoidt extrahovanych ze semen ostropestice.
Jako minoritni sloZky byly izolovany analogické flavony odvozené od kvercetinu, napf.
dehydrosilybin, které pravdépodobné vznikaji v diisledku snadné oxidace flavanoni na flavony.
Podrobnostmi izolace a syntézy dehydrosilybinu se ve své praci zabyvaji KURKIN, et al (2001).

Zatimco biosyntéza flavonoidd z fenylalaninu predstavuje tadu velmi specifickych
enzymatickych reakci, nizka stercospecifita nasledné oxidativni adice koniferylalkoholu je
v souladu s pfedpoklddanym radikalovym mechanismem této reakce probihajici jak in vitro, tak

in vivo. Struktura flavanolignani je pak neobycejnou ukéazkou stereochemickych moznosti
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oxidativni adice olefinu (koniferylalkoholu) na fenol (taxifolin). Tvorba 1,4-benzodioxand, pri
niz reaguji obé sousedni fenolické skupiny (3", 4°), poskytuje &tyfi stereomery nalezené v pfirodni
smesi: dva silybiny, kde je a-uhlik koniferylalkoholu vazén na 3°-0 a dva iso-silybiny u nichz je
a-uhlik koniferylalkoholu vdzan na 4°-0 naleZejici C-kruhu taxifolinu. Vzhledem k piitomnosti
dal3ich choralnich center v molekule maji jednotlivé stereomery odligné vlastnosti a lze Je tudiz
rozlisit kapalinovou chromatografii v achirdlnim systému. Podle pofadi eluce byly jednotlivé
silybiny a iso-silibiny oznaCeny A a B. Koniferylalkohol se miZe adovat i na pozici jedné ze
dvou OH skupin C-kruhu taxifolinu (3'nebo 47) a soucasné na jeden ze sousedicich uhlikii (2'nebo
57) jako je tomu v piipadé silychristinu (4"-O-0, 5°-C-p), iso-silychristinu (3°-O-q, 2°-C-p),
silyherminu (4"-0-¢, 5°-C-f = 3-deoxy-silychristin) nebo neo-silyherminu A (3’-0-a, 2°-C-B = 3-
deoxy-iso-silychristin). Jesté lepsi trojrozmérnou predstavivost vyZaduji struktury silydianinu a
silymoninu  (3-deoxy-silydianin), kde je koniferylalkohol navazan ve tiech mistech C-kruhu
taxifolinu (5'-C-g, 2"-C-, 3'-0-y-0). Tento typ adice vede k jedinému stereomeru, jehoz absolutni
konfigurace byla prokdzana RTG-difrakei (JEGOROV, 1996).

Isilybin A 2 silybinB 3 isosilybin A disosilybin B 5 silychristin 6 isosilychristin 7 silydianin 8 taxifolin

Eels]
lﬁ:é oﬂﬂ mc*’:ﬁﬁ @Uit OCHy
g O
QH ‘9
1 2
o )
s Q + ¥
3] 3/5CHs y - oK
7 -0 v v
M M Mt ¥
AN T og”T Tadm
7 Buon A
‘i! Ok b Ch g e
CH G
5 6

OH
e
) gol)
O O %

Obr. 2 - Struktura hlavnich ucinnych ldtek (NAM-CHEOL KIM, et al, 2003)

24




2.3.3. Chemické sloZeni a obsah ucinnych litek kultivaru Silyb

V poslednich letech se dostava do popfedi hlavné otazka kvality drogy (SPITZOVA a
PLACR  1994). V daném piipads nazky ostropestice je to vyroba kvalitni suroviny
s odpovidajicim kvalitnim a kvantitativnim sloZenim silymarinového komplexu (SPITZOVA,
1997).

Vzhledem ktomu, Ze v pivodné péstovaném neslechténém materialu byly koncentrace
silybinu nizké (0,2 - 0,6 %) a vzajemny pomér silybin : silydianin kolisal (INDRAK a
CHYTILOVA, 1992) a ztoho divodu piedstavovala pfirozena populace v tomto sméru velice
nesourody rostlinny material, nepouZitelny jako standardni surovinovy zdroj (SPITZOVA, 1997),
byla v uplynulych letech vyslechténa silybinovd chemovarieta cv. Silyb (INDRAK a
CHYTILOVA, 1992) zapsana do Listiny povolenych odriad v roce 1984 (SPITZOVA, 1997).
Z toho vyplyva, ze droga jako prumyslovd surovina by méla mit v silymarinovém komplexu
zastoupen predev$im silybin, a to v mnoZstvi, které umozni Jeho ekonomickou izolaci
(SPITZOVA, 1991).

Obsah G¢innych latek byl tedy $lechténim posunut na vysSi kvantitativni hladinu. SloZeni
silymarinového komplexu bylo posunuto smérem k maximalnimu terapeutickému efektu.
Konkrétné to znamena obsah 2,5 % silybinu a 1,5 % silychristinu pfi absenci silydianinu
v silymarinovém komplexu (SPITZOVA a PLACR, 1994). Z toho vyplyva, ze zmingny kultivar je
pouZitelny pro izolaci &istého silybinu s moznym vyuzitim jak v humanni, tak veterinarni praxi

(SPITZOVA, 1991),

Tento kultivar se obsahem ucinnych latek zcela jednoznaéné 1i3i od dalgich u nés
pestovanych chemoras, které nemaji ani legislativné ani fakticky charakter odriid. Pro
praktického zemédélce je rozhodujici skutecnost, Ze vlastnikem kultivaru Jje akeiova spoleénost
Galena Opava a kultivar podléha pravni ochrané ve smyslu zakona 132/89 Sb. Neni tedy volné
dostupny. Jeho vyuzivani podléha uzavieni licenéni smlouvy s vlastnikem. Ten také provadi
udrZovaci $lechténi a prostfednictvim smluvnich mnoZiteld j vyrobu osiv vSech stupiit.

Soucasti podnikového know-how Galeny Opava a.s. jsou i podrobné agrotechnické udaje
obsaZeny ve specialni agrotechnice. Tato organizace také zajistuje p&stovani a vykup drogy u
smluvnich péstiteléi. Tém je na zakladé licendni smlouvy prodano osivo a zajistén poradensky

Servis.
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Filozofii zpracovatele drogy je intenzifikace veSkerych cinnosti, tedy i péstovani a
zpracovani ostropestice marianského. Piedpokladem je staly pfisun kvalitni drogy. Pro péstitele
to znamena trvale dosahovat stabilnich vynosti i obsahGi G¢innych latek v droze. To nelze
zabezpecit pii extenzivnim zplsobu péstovani, bez odpovidajiciho technického zdzemi pro
poskliziitovou upravu a manipulaci s drogou. Se zietelem na viechny vy3e uvedené skutecnosti je
provadén vybér péstitelii. V soucasné dobé je okruh péstitell jiz relativné staly, nové zdjemce o
péstovani lze pfijmout pouze ndhradou za péstitele nevyhovujici ¢i jako rezervu v ptipadé dalsiho

nardstu péstebnich ploch (SPITZOVA, 1997).

V pribéhu péstovani vyde zminéného kultivaru byla podchycena celd fada genotypl
odliSnych kvalitativnim i kvantitativnim slozenim uéinnych latek. Z nich nejzajimavéjsi jsou
individua umoznujici v dosti kratké dobé vyslechténi kultivaru, v némz chybi silybin, ale je
vhodny kizolaci ¢&istého silydianinu. Vzhledem kexistenci praci dokumentujicich
hepatoprotektivni Gcinek pfi rizném poméru silybinu a silydianinu ve findlnich vyrobcich by
takto cilené Slechténi bylo Zadouci. Soucasné by se tak odstranilo nekontrolované péstovani

populace nejasného plvodu obsahujici silydianin, ohrozujici navic odridovou Eistotu ev. Silyb

(SPITZOVA, 1991).
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2.4. Farmakologické ucinky a vyuzivani ostropestrce marianského

Ostropestiec mariansky, jeho semena, listy, plody i kofeny jsou po staleti uZivany v tradi¢ni
evropské medicin€ na lé€eni rliznych chorob jater. Systematické studie aktivnich komponent se

datuji zhruba od 60. let a pokraéuji dodnes.

Vyroba 1€k na bazi extraktli ze semen ostropestice, obsahujicich silymarin, tj. smés
flavonoid( s prevahou silybinu, izosilybinu, silydianinu a silychristinu, ma vzestupnou tendenci.
Svétova roéni produkce silymarinu &ini okolo 200 tun, nejvétsimi producenty jsou Spanélsko,
Ceska republika, Cina, Indie a Brazilie. Pocet specialit obsahujicich silymarin se na naSem trhu
stale rozSifuje (napf. Flavobion, Legalon, Lagosa). Uvedena fytofarmaka jsou indikovana pfi
toxickometabolickych alteracich jater (steatdza, polékova poSkozeni, otravy) a pii akutnich
chronickych hepatitidach. Pfiznivé plisobi na metabolizmus hepatocyti, napomahaji obnoveni

jejich Cinnosti a stabilizuji extra i endoplazmatické bunééné membrany (KUMMER, et al., 2000).

Pti akutni otravé napf. toxiny muchomurky zelené brani pfitomnost silymarinu navizani
toxinl na bunéény povrch a aktivnimu transportu dovnitf bunky. Vliv silymarinu na propustnost
membran se zde jevi jako primarni ochranny efekt a jeho v¢asné podani podstatné zvySuje nadéji
na preziti. Uginek dalsich jaternich jedd, napf. CCly, thalnych soli, ethanolu a dal3ich spodiva
v tvorbé volnych radikali. Pfi tomto typu otrav pievazuje G¢inek silymarinu jako lapace volnych
radikald, jeho inhibiéni G¢inek na rGzné oxygenasy a peroxidasy a naopak pozitivni efekt na
stabilizaci koncentrace neredukovaného glutathionu. V souladu stim jsou silymarin, jeho
Jednotlivé konstituanty nebo derivaty zahrnuty do standardnich medicinskych postupl pfi
akutnich otravach. Silymarin se nevaze pouze na bunétné membrany, ale pronikd rovnéz do
bunétnych jader, kde pusobi jako stimuldtor syntézy bilkovin a stimuldtor syntézy DNA.
Stimulace proteosyntézy je vyznamnym krokem umoziiujicim opravu poskozenych bun&énych
struktur a nahradu enzymi poskozenych jaternimi toxiny. Stimulace syntézy DNA vede
k aktivaci bunéného déleni a regeneraci jaternich bunék. Zda se, ze pravé tento efekt &ini
flavanolignany vyjime¢nymi léky se specifickym U¢inkem na obnovu jaterniho parenchymu i u
chronicky poskozenych jater. Pouziti silybinu, ktery lze nejsnaze ziskat v &istém stavu, omezuje
predev$im jeho velmi nizkad rozpustnost. V soucasnosti je proto studovana cela fada derivatd

S vy8§i rozpustnosti (JEGORQOYV, 1996).
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Studie na zvifatech prokazaly, Ze pouZivani silymarinu je Zadouci i v prevenci a 1é¢be urdité
rakoviny zahrnujici prsa, prostatu a rakovinu kiize (PEPPING, 1999). Komplex obsahovych latek
rovnéz zvysuje vyluCovani zIugi a uvoliiuje kiece. Obsahové latky drogy se dnes vyuzivaji spise
ve formé Cistého komplexu. Pokud se z drogy pripravuji odvary, ma byt vzdy Cerstvé mleta; diky
vysokému obsahu mastného oleje totiz Zlukne (OPLETAL a VOLAK, 1999). Semena ziskana
ptipadnym individualnim sbérem z rostlin se doporucuje rozdrtit, 2 minuty vafit a pit odvar po
predchozim asi 20 minutovém vyluhovani. V lidovém légitelstvi se piti tohoto odvaru doporuduje
1 u onemocnéni zlu¢niku, dvanactniku a sleziny a zevni pouZiti ke koupelim (i z naté a koient)
pii hemeroidech a kieGovych zilach. Uginek piti tohoto odvaru pii chorobach Zluéniku miize

podpofit obsah hoi¢in a silice (JAROS, 1992).

Semena ostropestice se v lidovém Iécitelstvi zpracovavaji bud’ celd nebo drcena. Obé
receptury se pouzivaji takika od nepaméti a zachovavaji maximalni mnoZstvi G¢innych latek,
které jsou obsazeny zejména v obalu — barvivu semen. Odzkouseno je nasledujici homeopatické
zpracovani: Do 0,5 litru vody se pfida 45 gramt dobfe zralych, ¢ernych semen a vie se pomalu
vaii prikryté, az zistane 250 az 300 ml. Odvar se slije a pak se ptida 250 ml lihu 90%. Vzniklou
tinkturu fedime na potenci D4 lihem 40%. Obecné ji uZivame v potenci D3 nebo D4

s davkovanim 3krat denné 10 kapek, po jidle.

Kromé semen se v lidovém lé¢itelstvi uziva i list a kofen. Odvar ze suSenych listh aplikujeme
napiiklad pfi Zloutence, zanétu pohrudnice a plic a Zluénikovych kamenech. V pfipadé bilého
vytoku a chybéjici menstruaci uZivame odvar z kofene (JANCA a ZENTRICH, 1999). Mladé listy

pfizemni rGzice se mohou pouzit jako zelenina podobné jako Spenat.

Ostropestiec ma rovnéz vyuziti ve veterinarni mediciné pro ozdravné Ucinky pti horedce u
hovéziho dobytka (GROMOVA, et al., 1993). Ne vzdy jsou viak vykazovany pouze pozitivni
u¢inky, coz je ziejmé ze studie vlivu vedlejsich U¢inkti zkrmovani vyliskd semen ostropestice
marianského u krav. Zde byly zjistény strukturdlni a funkéni zmény, které svédéi o .slabém
estrogennim ucinku. V provoznich podminkach by proto délka doby pFijmu téchto vyliska
v pouZitém davkovani (denni pridavek do krmné davky 500 g vyliski) neméla presahnout 4 - 5
tydnli po porodu, nebot’ dalsi prodluZovani tohoto obdobi muZe byt pri¢inou snizené plodnosti

krav (KUMMER, et al., 2000).
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2.5. Metody stanoveni nékterych aéinnych latek v rostliné

2.5.1. Chromatografické metody

Chromatografie, jedna znejvyznamnéjsich analytickych a zaroven separaénich metod,
umoznuje déleni a identifikaci velkého poétu organickych i anorganickych latek (DRBAL a
KRIZEK, 1999). Do této skupiny metod patfi napf. metoda HPLC-vysokotlaka kolonova

kapalinova chromatografie, GLC-plynova chromatografie, TLC-chromatografie na tenké vrstvé.

Rozdé€lované slozky se distribuuji mezi nepohyblivou a pohyblivou fazi (KOPRIVA, 2002).
Fazi staciondrni mohou byt &astecky tuhé faze o velikosti jednotek a7 stovek mikrometr(, mizZe
to byt kapalina umisténa na povrchu inertniho nosiée ¢i film kapaliny na vnitini strané kapilary.
Pro jednoduchost je zvykem uzivat pro jakoukoliv formu oznaceni sorbent (DRBAL a KRIZEK,
1999). Staciondrni faze vytvaii tzv.chromatografické loze, které mize mit rlzny tvar a jimz
protékd faze mobilni (KOPRIVA, 2002). Jako mobilni fize se nejéastéji pouzivaji bindrni &i
ternarni smési vody, methanolu, acetonitrilu, tetrahydrofuranu ¢i dioxinu.

Pfi styku stacionarni i mobilni faze sdélenymi latkami vzorku dochaz{ k vzajemnym
interakcim, které rozhoduji o priibéhu separaéniho procesu (DRBAL a KRIZEK 1999).
V takovéto soustavé se jednotlivé slozky pohybuji souhlasné se smérem pohybu mobilni faze
nestejnou rychlosti v pfiblizné zivislosti na hodnoté své distribu¢ni konstanty. V disledku
rozdilnych rychlosti urazi za stejny ¢as jednotlivé slozky riznou drdhu a tim dojde k jejich
rozdéleni. Pokud po ukonéeni procesu zistévaji slozky v loZi a ur&ime jejich polohu, ziskame tzv.
vnitini chromatogram (TLC). Opusti-li slozky pfed skon¢enim procesu soustavu, je tieba zjistit
v zavislosti na ¢ase zmény jejich mnozstvi nebo koncentrace pri vystupu ze soustavy, ziskdme
tzv. vnéjsi chromatogram (HPLC, GLC).

Pritok mobilni fize soustavou, jehoZz vysledkem je chromatogram se nazyva vyvijen.
Zjistovani ptitomnosti délenych slozek se obecné nazyva detekce (KOPRIVA, 2002). Podle typil
téchto interakei je mozno délit jednotlivé metody. Mluvime napr. o adsorpéni, rozdélovaci,
iontové vyménné ¢i gelové chromatografii. Nazvy jsou odvozeny z mechanismu, na jehoz
zaklad€ dochazi k separaci. Jelikoz v fadé piipadd je celkovy priibéh separace podminén dvéma i
vice mechanismy. pouziva se v praxi nejbéZngji ¢&lenéni na plynovou a kapalinovou

chromatografii (DRBAL a KRIZEK, 1999).
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2.5.1.1. Vysokotlakd kolonovi kapalinova chromatografie (HPLC)

Mobilni féize je pfi isokratické eluci (smés zGstavd stejnd) vedena ze zasobniku pres
odplynova¢ do vysokotlakého &erpadla, pfi gradientové eluci (slozeni smési se méni) se
komponenty mobilni faze piivadéji ze zasobniku do sméSovace, kde se programové misi
ve zvoleném poméru a teprve pak postupuji do cerpadla. Odtud je mobilni faze vedena pres
tlumi¢ pulzt do kolony.

Bézné se v HPLC pracuje s tlaky od 1 do 60 MPa, pfi pritocich mobilni fize v rozsahu od
0,1 do 10 ml.min™. Pro HPLC se pouZivaji rovné kolony o délce 10 — 100 cm, nejéast&ji 10 — 20
cm s vnitinim pramérem od 0,2 do 2 cm. Pti déleni sloZit&jsich smési se nékdy kolony fadi za
sebou. Kolony pro HPLC jsou dnes plnény vyhradng profesionalng, velikost zrn sorbentu se
pohybuje mezi 3 — 50 um (DRBAL a KRIZEK, 1999). V separaéni kolong, ktera obsahuje
stacionarni fazi (sorbent) a mobilni fazi (eluent), probiha déleni. Rozdilné analyty jsou rozdilné
zadrzovany a zpozd'ovany. Pritokem mobilni faze dochézi k prostupu jednotlivych slozek
kolonou. PFi vhodné¢ zvolenych podminkach je jejich rychlost natolik odlisnd, ze jednotlivé
slozky vytvori oddélené zony, které postupné opoustéji kolonu ve formé tzv. eludtu, coZ je roztok
slozky v mobilni fazi (KOPRIVA, 2002).

Zony delenych latek se béhem postupu kolonou rozsifuji (COUFAL, 2004). Koncentrace
slozky v piislusnych podilech eluatu nejprve stoupa, po dosazeni maxima opét klesa, coz se
projevi na vnéj$im chromatogramu jako tzv. pik (KOPRIVA, 2002), neboli eluéni kiivka, jehoz
plocha je Umérna mnoZstvi slozky, tzn. charakterizuje koncentradni profil analytu v zéné. Viz

obrazek 3 (COUFAL, 2004).
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poloha , ¢as

koncentrace

¥

Obr. 3 - Zavislost plochy piku na mnozstvi slozky
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Pfi volbé spravnych podminek jsou piky jednotlivych sloZek navzajem oddglené, Po opusténi
kolony elucr prochézi detektorem (KOPRIV A, 2002). Kapalinové chromatografie postrada takika
univerzalni detektor. Velmi je roziifen pritokovy fotometricky ¢i fluorimetricky detektor &i
tepelné vodivostni detektor.

Detektor je spojen se zafizenim pro registraci priibéhu analyzy (zapisova¢, ¢i takika vyhradngé
PC s hardwarovou tpravou s vyhodnocovacim softwarem) (DRBAL a KRIZEK, 1999) a
zaznamenavaji formou vnéjsiho chromatogramu (KOPRIVA, 2002). Nékdy byva za detektor
zafazen tzv. sbéra¢ frakei mobilnj faze, jenz umoziuje zachytit separovanou slozku vzorku, napf.

pro naslednou detailni identifikaci.

Zakladni zpiisob kvalitativniho vyhodnocovani chromatograma Je zalozen na znalosti
retencnich dat chromatografovanych latek. Identifikace spocivd v porovnani retenéniho &asu
neznamé latky a standardu separovancho za stejnych podminek. Toto porovnani se provadi ve
dvou odlisnych chromatografickych systémech.

Kvantitativnim tdajem detektort je plocha pod eluéni kiivkou. Plochu je mozno méfit fadou
zpusobti. Nejbéznégji se postupuje nésobenim vy8ky piku Sitkou v poloving vysky piku. Moderni
chromatografy jsou viak pravidelng vybaveny integrdtorem plochy pikd, jenz je dnes ¢asto

soucasti fidiciho poéitace chromatografu (viz obrazek 4 dle COUFALA, 2004).

CHROMAIOGRA M —]
£Ei":.:
4
- piky
e o a
mobilni °i T
fE mhrin fan [man |
L e=
davkovaci pocitac
kohout se™~{ ]

smyckou separacni

0
kolons detektor

Obr. 4 - Kapalinovy chromatograf

Dnes jiz existuji pIné automatizované HPLC systémy schopné nepfetrzitého provozu, kde lze
udélat i nekolik set analyz za 24 hodin (DRBAL a KRIZEK 1999).
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Priklad pouziti HPLC pfi analyze ostropestice

Stanovenim  silymarinu v semenech ostropestice HPLC (high performance liquid
chromatography) se zabyvali i HAMMOUDA, et al. (1992), kdyz sledovali G¢innost odlisnych
vodnich rezimii a odlidnych dévek dusikatého hnojeni na obsah silymarinu v rostlinach
pestovanych na nové zkultivovanych pustych pidéch v Egypté, za Géelem ziskéni nejvyssiho
silymarinového obsahu v rostling pro komeréni vyrobu k farmaceutickému vyuziti. Nejvyssi
obsah silymarinu byl ziskdn pfi hnojeni dusikem p#i davee 100, 150 kg/4200 m* a pti 60%

vodnim rezimu bez hnojeni v porovnanim se silymarinem v divoce rostoucich rostlinach.

Piiprava vzorkQ:

Kvantitativni stanoveni silymarinu bylo provedeno externi standardni metodou. Kalibragni
kfivka silybinu A a B jako standardu byla zakreslena s péti odlisnymi mnozstvimi silybinu, které
byly vstfiknuty do kolony HPLC a vyznadeny ve formé pikil. Vstifknuti mnoZstvi a plochy
vrcholu vykazovaly dobrou linearitu a odezvu, faktor (F) byl pocitam nasledujici rovnici:
F=im/Y, kde im je vstiiknuté mnozstvi a Y je plocha vrcholu. Odpovidajici faktor byl konstantni

pro kazdé vstitknuté mnozstvi a jeho odpovidajici plochu vrcholu.

Semena kazdého zpracovavaného vzorku (100 g) byla rozdrcena a odtuénéna petrolejovym
etherem (40 - 60° C). Odtu¢néné vzorky byly suSeny a extrahovany octanem ethylnatym
v Soxhletové pfistroji az do vyCerpani tekutiny. Extrakty octanu ethylnatého byly odpafovany
pod sniZzenym tlakem do vysuSeni a rozpustény v 10 ml methanolu. Ustalené mnoZstvi kazdého
preparovancho vzorku bylo analyzovéno metodou HPLC, kolona U-bondapak C-18 (3,9 nm x 30
cm) s rychlosti toku 1,5 ml.min™". Vrcholy flavonolignanti byly zaznamendny UV detekei pii 288
nm. Rozpoustédlem byl linearni gradient 15 minut 35% - 50% &erpadlo A, poté 5 minut, kde
¢erpadlo A bylo 5% AcOH v MeOH a ¢erpadlo B bylo 5% AcOH ve vodé. Reprodukovatelnost
metod byla dosazena vstiiknutim dvojitého mnozstvi HPLC, ze kterého byl vzat pramér hodnot.
Procenticky podil kazdé slozky silymarinové skupiny v extraktu octanu ethylnatého (Z) byl

pocitan uzitim nasledujici rovnice: Z=100 (FxY)/koncentrace extraktu vzorku.

Metodou HPLC se pfi stanovovani obsahu G¢innych latek ostropestice zabyval v roce 2001

naptiklad i rusky védecky tym MINAKHMETOV, et al.
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2.5.1.2. Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

TLC je jednoducha, rychla a ¢asto pouZivana metoda, se kterou se daji realizovat vSechny

metody kapalinové chromatografie.

Na tenké vrstvé je podstatné ménée stacionarni faze, a tudiz analyza na tenké vrstvé mize byt
velmi rychld v porovnani s kolonou, Vsechny nanesené latky se musi objevit mezi startem a
¢elem rozpoustédla; nic nemize ziistat v kolong¢ (COUFAL, 2004).

Stacionarni fazi je tenk4 vrstva sorbentu nanesena na vhodnou podlozku z inertniho materialu
(sklo, kovova folie) (KOPRIV A, 2002). Pouzivaji se prakticky viechny stacionarni faze jako pro
kolonovou chromatografii se zrnitosti 5 as 40 pm (oxid hlinity, silikagel, celuléza, lontoménide,
polyamid a silikagel s -C18, -NH; nebo -CN skupinami). Vzorky rozpusténé v t&kavém
rozpoustédle se nanasi ve formé malé kulaté skvrnky na start (COUFAL, 2004), ktery je na desce
predem vyznaceny (KOPRIVA, 2002). Nanésime 0,1% az 5% roztoky v mnozstvi 200 nl az 20 pl
do skvrn o priiméru 2 a7 6 mm (COUFAL, 2004).

Po odpafeni rozpoustédla se deska umisti do chromatografické komory, do niz se predem
umisti ur¢ité mnozstvi mobilni faze a komora se necha saturovat parami rozpoustédel (DRBAL a
KRIZEK, 1999). Mobilni faze (cyclohexan, toluen, chloroform, dichlormetan. aceton, ethanol,
methanol, voda, amoniak, kyselina octova a jejich smési) unasi délené latky ze vzorku, které se
vice ¢i méné zpozd'uji interakci (rozpousténi nebo adsorpce) se stacionarni fazi, a tim se
vzajemné déli (KOPRIVA, 2002).

Vyvijeni chromatogramt u TLC se obvykle provadi vzestupng, tzn. Ze okraj desky se ponofi
do rozpoustédla sikmo tak, aby skvrna vzorku (start) byla nad jeho hladinou. Rozpoustédlo vzlina
vrstvou sorbentu a unési s sebou délené slozky (DRBAL a KRIZEK, 1999), jejichZ pohyb je
zbrzd’ovan v souladu s hodnotami distribuénich konstant (KOPRIVA, 2002).

Vyvijeni se ukonéi vybranim chromatogramu z vyvijeci komory, kdyZ Gelo mobilni faze
dosdhne téméF protilehlého okraje tenké vrstvy (COUFAL, 2004). Chromatogram se vysusi a
vhodnym zpasobem detekee se zjisti, kam doputovaly latky obsazené ve vzorku.

Detekce probiha nejéastsji vyBarvenfm skvrn jednotlivych slozek po nastfiku chromatogramu
vhodnym ¢&inidlem (reakce s H,SO,, KMnO,, K,Cr,0,), nebo prohlizenim chromatogramu

v ultrafialovém svétle & jinou technikou (DRBAL a KRIZEK, 1999).
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Kvalitativni vyhodnocovani chromatogramu se provadi zméfenim hodnot Jjednotlivych slozek
tzv. retardacnim faktorem (R;) a Jejich porovnanim se standardnimi vzorky chromatografovanymi

za stejnym podminek, viz obrazek 5 (COUFAL, 2004).

R, - up _dp 1 T
Mu, dy 14k v
®

o|dm
Ui =rychlost skvrny i-tého analytu Q0
Um = rychlost (ela) mobilni faze o0 d;
d; =vzdélenost stfedu skvrny i-tého analytu od startu
dm = vzdalenost éela mobilni faze od startu

Obr. 5 — MeéFeni hodnot retardacnim faktorem

Kvalitativni vyhodnocovéni je mozno provadét nékolika zplsoby, z nichz nejjednodussi je
vizudlni porovnani velikosti skvrn stanovené sloZky ve vzorku a ve standardu. Jinou moZznosti je
vymyti skvrn jednotlivych slozek a pouZiti ke stanoveni nékteré z technik kvantitativni analyzy
(napt. fotometrie) (DRBAL a KRIZEK, 1999),

Analyty mizeme stanovit piimo na chromatogramu pomoci fotodozimetru (densitometru),
ktery nam prevede skvrny analyti na chromatogram s piky, jejichZ plocha je tmérna mnoZstvi

pfisluSného analytu ve skvrné, coz pro upfesnéni zachycuje obrazek 6 (COUFAL, 2004).

1 2 3 6 7 8 | signdl |
4 -
. |
¢ L
—» skenovan{ :
chromatogramu o
1 svételny zdroj 5 chromatogram o
2 Cocka & fotonasobic
3 monochromator 7 zesilovaé L ] l
4 zrcadlo 8 zapisoval J L poloha

Obr. 6 - Kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu
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Priklad pouziti TLC pii analyze ostropestice

SPITZOVA a PLACR (1994) sledovali vliv desikant(i na biologickou hodnotu semen a kvalitu
drogy ostropestice. Metoda stanoveni je vypracovana ve VUFB Praha. 5 g drogy se jemné umele
s 30 g suchého ledu. Poté se mleta droga vlozi na 30 min do su$arny vyhtaté na 50 — 60°C. K 1,0
g dobfe promisené drogy se piidaji 2,0 ml acetonu a tiepe se zvolna po dobu 16 hodin.

Na Silufol UV 254 20 x 20 cm se na start vzdileny 15 mm od okraje nanese ve formé pticné
¢ary délky 20 mm vzdy 50,0 pl Cirého extraktu spolu se standardy silybinu a silydianinu
v koncentraci 16 pg/ml. Vyviji se smési chloroformoctan etylnaty-aceton-kyselina mravenéi
(6.5:3,0:0,5:0,4) na piete¢eni po dobu 150 minut. Skvrny silybinu, silydianinu a silychristinu se
zakresli pti 254 nm, vystiihnou, vloZi do zabrusovych zkumavek, prida se 75% metanol (8 ml pro
skvrnu silybinu u drogy silybinového typu a 4 ml pro skvrnu silydianinu a silychristinu). Ttepe se
v Sikmé poloze po dobu 60 minut.

K 0,3 ml eluatu se pfida 1,0 ml diazotované kyseliny sulfanilové (k 50 ml 0,1% kyseliny
sulfanilové v 0,1 mol/l HCI se v ase potieby pfida 2,5 ml 20% NaNO, a protiepe se) a prida 1,0
ml pufru (42 g H3BO; + 22,4 ¢ NaOH v 1 000 ml), protiepe se a po 30 min se pfidd 1,0 ml
4mol/l1 HCL. Protiepe se a po 30 min se m&if absorbance pti vinové délce 420 nm proti slepému
pokusu pfipravenému z Sistého Silufolu stejné plochy jako skvrna vzorku pii dodrZeni stejného

postupu. MnoZstvi se odecte z kalibra¢niho grafu.

2.5.1.3. Porovnani uziti metody HPLC a TLC pFi analyze ostropestice

INDRAK a CHYTILOVA (1992) se rovnéz zabyvali problematikou stanoveni silybininu
v droze ostropestice a dosli k zévéru, Ze vysledky metody HPLC a fotometrického stanoveni po
rozd€leni pomoci metody TLC vykazovaly prikazné diference, které mohou byt zpiisobeny
mnoha faktory. Jeden z nejvyznamnéjsich je ten, Ze pfi TLC rozdéleni nedochazi na vrstvé
silikagelu k separaci silybinu od isosilybinu, kdeZto pii stanoveni pomoci HPLC ano. Tato,chyba

muze byt az 20 %. TLC stanoveni vykazuji obecné vy8si vysledky neZ stanoveni pomoci HPLC.

Popis metody:

Odvéazena semena ostropestice (5 g) po dobu 3 min chladime v kapalném dusiku (-196°C) a

ihned 3 minuty meleme na tfistivém mlynku. Takto umletou drogu pfesejeme pfes sito s otvory
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0,40 mesh, susime v pfedehfaté susarns pfi teploté 50 — 60°C po dobu 30 min a navazime 1 g
drogy. V zébrusové baiice k navézce pfidame 2 ml 2% kyseliny vinné, dobie promichame a
ponechame 1 hodinu stt pfi laboratorni teploté. Ddle do bariky pfidime 23,0 ml acetonu,
zazatkujeme a zabrusovou zatku zafixujeme. Bariku upevnime v tiepacee a 16 h trepeme. Po 16
extrakei na tiepacee prefiltrujeme alikvotni st extraktu pres mikrofiltr a ptimo nasttikneme na
kolonu kapalinového chromatografu.

Stanoveni silybinu bylo provedeno kapalinovou chromatografii a spektrofotometrickou
metodou. Pfi spektrofotometrické metodé stanoveni Jje nejprve vyluh rozdélen na jednotlivé
komponenty pomoci chromatografie na tenké vrstvé, zona odpovidajici silybinu je vyextrahovana
75 % metanolem, k takto ziskanému extraktu je pfidana diazotovana kyselina sulfanilova. Viastni
stanoveni je provedeno pii vinové délce A = 420 nm. U obou metod byla koncentrace silybinu
kvantitativné vyhodnocena metodou kalibragni ktivky.

Podminky HPLC: kapalinovy chromatograf Spectra-Physics s autosamplerem a smyckou 10
wl, mobilni faze metanol — voda v poméru 1:1 s deseti procenty kyseliny octové, kolona 250 x 4
mm Silasorb C18 (7.5 ul), UV detekce pfi 288 nm, pratok mobilni faze 0,2 ml.min™.

U TLC stanoveni nalezneme vzdy Vyssi koncentrace silybinu, i kdyZ pFiprava vzorku
k analyze jak TLC, tak i HPLC je stejnd, protoze probéhne reakce mezi diazotovanou kyselinou
sulfanilovou a silybinem i isosilybinem, které nejsou na tenké vrstvé rozdéleny. U HPLC
stanoveni ode¢itame koncentraci pouze silybinu, resp. Isosilybinu, protoze u téchto komponent
dojde na koloné k rozdéleni a jsou detegovany samostatné.

Vliv na vysledek ma rovnéz i stupeil umleti semen (rozdil az 26 %), doba ponechani mleté
drogy pred dal3i extrakei (rozdil az 12 %), zplsob utésnéni barky — vlivem netésnosti miize dojit
k ¢aste¢nému odpareni extrakéniho ¢inidla, atim vlastné k zkoncentrovani silybinu (rozdil az 13 %),
zplisob extrakee (rozdil az 7 %) a kvalita pouZit€ho extrakéniho ¢inidla a standardnich latek.
Silybin jako hlavni Gi¢inna latka ostropestiece je terapeutiky, a tim i komeréné vyuZivan. Proto je
rozdil mezi TLC a HPLC stanovenim vzhledem k primérné 2% koncentraci silybinu v droze
dosti podstatny a mtze ¢init az 20 %, coZ je pfi cené silybinu zna¢na &astka. Statisticky bylo
prokazéno, Ze mezi stanovenim metodou HPLC a spektrofotometrickou metodou, po rozdéleni na
jednotlivé komponenty pomoci TLC, existuje vysoce prikazny rozdil a pro tento typ analyzy
bude nutné pouzivat HPLC metodu stanoveni a pfisné dodrzovat zejména podminky pftipravy

vzorku k analyze, které ve vétsing pripadl byvaji limitujicimi faktory pfesného stanoveni.

36




2.5.2. Kapildrni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza Je rychld, ma vysokou rozlidovaci schopnost a nizkou spotiebu

vzorku (COUFAL, 2004), Kapilara je naplnéna zakladnim elektrolytem, ktery vede proud. Konce

Jsou ponofeny do zasobniki s elektrolytem, spole¢né s elektrodami z inertnfho materialu (Pt).

Mezi elektrody se aplikuje vysoké napéti (10 — 30 kV). Maly objem vzorku se davkuje do konce
kapilary. Kapilara prochazi pres detektor, obvykle fotometricky. Zaznam zavislosti odezvy
detektoru na éase se nazyva elektroforegram, je podobny chromatogramu. Poloha pikd urcuje
kvalitu, plocha nebo vyska pikl kvantitu.

Je vypracovana cela fada separacnich technik, které dopliiuji prostou kapilarni elektroforézu
o dalsi moZnosti. Jednou z nich Je i kapilarni zénova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis,
CZE) neboli kapilarni elektroforéza ve volném roztoku (Free Solution Capillary Electrophoresis,
FSCE) (KLOUDA, 2005).

2.5.2.1. Kapilarni zénova elektroforéza

Na principu klasické elektroforézy je zalozena nova vysoce moderni a perspektivni
analytickd technika — kapilarni zénov4 elektroforéza (CZE), téz nazyvana vysokouginna kapilarni
elektroforéza HPCE. P#i CZE Jjsou rezervoary s tlumivym roztokem propojeny kapilarou
vyplnénou rovnéz tlumivym roztokem. Skute€nost, Ze separace probiha v uzaviend tenké
kapilafe, udéluje elektroforéze v tomto provedeni kvalitativné zcela nové vlastnosti. Bézné
kapilary uzivané v CZE maji vnitini pramér 25 — 75 um a jejich povrch neni nijak upravovan.
Délka kapilary se pohybuje od 15 ¢m do 100 ¢m, je vyrobena ze syntetického kiemene a pied
mechanickym poskozenim je chranéna polyiminovym pokryvem. Pobliz katodového konce
kapildry je jeji vngjsi polyiminovy pokryv v délee nékolika milimetri odstranén, tak vznika
okénko, kterym ptiéné prochézi ultrafialové & viditelné zafeni ze zdroje do detektoru.
Nejobvyklej3i je fotometrick4 detekce.

Do kapiléry je na jejim anodovém konci zaveden vzorek (1 — 10 nl). Davkované mno¥stvi je
tedy piiblizné 1000x nizsi nez u chromatografickych metod. Oba konce kapilary jsou ponofeny
do vhodného tlumivého roztoku. Rezervodry s tlumivym roztokem i vzorkovnice byvaji umistény
v karuselech a jsou ménitelné podle predvoleného programu. Vzorek, tlumivy ¢i promyvaci

roztok je do kapilary nasavan bud’ pfetlakem ¢i pod tlakem na prisluSném konci kapilary, kter je
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umisténa v termostatovaném prostoru. Stabilita teploty v jejim okoli je velmi dilezitd pro
reprodukovatelnost analyz. P¥i 10 — 30 kV zde dochazi k elektroosmotickému toku (EOT), kterym
Jsou jak kationty, tak anionty transportovany smérem k detektoru (DRBAL a KRIZEK, 1999).

Kapilarni zénova elektroforéza dgli molekuly s ndbojem (ionty) na zakladé jejich rozdilnych
elektroforetickych pohyblivosti (mobilit). Elektroosmoticky tok separacniho pufru uvnitf kapilary
unasi kladné i ziporné ionty k detektoru, tyto ionty navic migruji svymi rozdilnymi
elektroforetickymi rychlostmi uvniti pufru, a tim se vzajemné déli. Béhem jednoho experimentu
Ize délit a detekovat oba dva druhy iontli (kladné i zaporné). Kapilarni zénova elektroforéza je
pouZitelnd pouze pro nabité molekuly (ionty) (COUFAL, 2004). O kvalité déleni rozhoduje
zejména délka kapilary, rychlost EOT, pohyblivost délenych iontd, jez je u protolyti zavisla na
pH roztoku a teploté, pfi niz separace probiha.

Hlavni vyhodou elektroforézy v kapilarnim provedeni je moZnost zvySovat svorkové napéti
pristroje az k hodnotam 30 kV. U b&zné elektroforézy by pfi takovychto hodnotach napéti doslo
k znaénému ohfevu tlumivého roztoku. Nasledné zvySeni diflize a turbulence v roztoku by
analyzy zcela znehodnotilo. V CZE je viak i pii téchto hodnotéch vlozeného napéti generované
teplo odvedeno sténou kapilary do okolniho termostatovaného prostoru. Rychlost ¢astice je pfimo
umérna jeji pohyblivosti a intenzité elektrického pole. V. CZE jsou proto rychlosti migrujicich
iont vy3si oproti klasické elektroforéze (DRBAL a KRIZEK, 1999).

Pristroj pro kapilarni zénovou elektroforézu zachycuje obrazek 7, zavislost odezvy detektoru

na Case je znazornén elektroforegramem na obrizku 8 (COUFAL, 2004).
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Obr. 7 — Kapildrni zénovd elektroforéza Obr. 8 — Elektroforegram
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2.5.2.2. Porovnani uziti metody HPLC a CZE pri analyze ostropestice

QUAGLIA, et al. (1999) ve svém referatu podrobné popisuji metodiky ziskdvani jednotlivych
Casti silymarinu z extrakti semen ostropestice. VSechny extrakty byly analyzovény metodou
HPLC a zdroven metodou HPCE (CZE). Uéelem bylo vzajemné porovnavani ziskanych
kvantitativnich i kvalitativnich dat z obou téchto metod a zjisténi vhodnosti pouzivéani vyse
uvedenych technik. Toto Setfeni vedlo k zavéru, Ze stanoveni silymarinu v semenech ostropestice
metodou HPLC a zarovei metodou HPCE poskytuje podobné vysledky. HPLC navic umozruje

ziskat piesnéjsi kvalitativni a kvantitativni analyticky profil.

Porovnanim téchto dvou metod pfi analyze hlavnich sloZek silymarinu se zabyvali i
KVASNICKA, et al. (2003). 1 zde bylo opét prokazino, Ze stanoveni slozek silymarinu v rliznych
vzorcich metodou HPLC a CZE dava srovnatelné vysledky. Vedle porovnani metod HPLC a
CZE byly zaroven studovany antioxida¢ni vlastnosti slozek silymarinu vyjadiené jako celkovy
antioxidacni charakter. Vysledky celkového antioxidacniho charakteru byly porovnany s
clektroferogramem a chromatogramem. Rozdil mezi elektroferogramem a chromatogramem
extraktu silymarinu stejného vzorku dle KVASNICKY, et al. (2003) je znazornén v piiloze 1.

Bylo prokazano, ze metoda HPLC dava nepatrné vyssi celkovy obsah flavonolignanti nez
metoda CZE. Je to zplisobeno vyssi Grovni silydianinu a silychristinu nalezenou metodou HPLC
v porovnan{ s CZE. Metodou CZE i HPLC byla nalezena podobna trover hlavni slozky
silymarinu - silybinu. Analyza provadéna metodou CZE je dvakrat kratsi nez HPLC.

Zvysledki celkového antioxidacniho charakteru Je zfejmé, Ze antioxida¢ni schopnost je
znacné proménliva pro odlisné vzorky, zatimco pro standardy jako silybin, isosilybin a silydianin
je podobna. Porovnani antioxidacni schopnosti a obsahu identifikovanych flavonolignand
ukazuje, Zze ¢im vy33i ¢istota extrakti ostropestice, tim niz$i antioxidaéni schopnost. To znamena,
Ze extrakt pravdépodobné obsahuje »necistoty” s vy3§f antioxidaéni schopnosti nez zjisténych

flavonolignan(.
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3. METODIKA - VLASTNI POKUS

Dle zadani prace byl ovétovéan G¢inek rdznych elicitorti na obsah nékterych Gcinnych latek
v semenech rostliny ostropestiec maridnsky ve smyslu ovlivnéni, nejlépe zvyseni, obsahu

vybranych u¢innych latek.

K tomuto Uéelu byl v roce 2004 zajistén poloprovozni experiment ve spoluprici se Seva
Flora, s. r. 0., Valtice. Spole¢nost Seva Flora umoznila na vlastni p&stované ploge ostropestice
vytyc€it pro vyzkumné téely celkem 26 parcel, z nichZ jedna parcela byla kontrolni, tudiz stfikana
pouze Cistou vodou, a na ostatni parcely bylo nasledné aplikovano 25 odlisnych elicitorii a jejich
smési o raznych koncentracich. Aplikace se od ristové faze rostliny tésné pied kvétem opakovala

vzdy po dvaceti dnech az do faze zralosti semen.

Jelikoz nemohl byt tento experiment z provoznich divodi spoleénosti Seva Flora Valtice,

s.r.0. opakovan i v nisledném roce 2005, nejsou vysledky ziskané z 26 parcel pro praci stéZejni a

Jjsou uvadény pouze pro blizsi predstavu o mozném puisobeni riznych elicitorii na obsah ucinnych

latek v semenech ostropestice. Tyto elicitory predstavuji know how vyzkumného kolektivu a jsou
soucasti patentového  Fizeni, proto neni v praci mozno wuvést jejich jakoukoliv bliz

charakteristiku.

Dalsi maloparcelkovy pokus byl realizovan na zahrad€ v misté mého bydlisté na Benesovsku
ve stiednich Cechach. Zde byl vroce 2004 a nasledn& i v roce 2005 provadén experiment

se tfemi riznymi koncentracemi kyseliny acetylsalicylové a kontrolou.

U obou experimentii byla vyuzita Jako osivo smés riznych blize nespecifikovanych odrid

ostropestice marianského.

Ze ziskanych semen takto pé€stovanych rostlin ve dvou po sob&. nasledujicich letech, byly
v laboratofich Katedry chemie ZF JCU véeschh Budégjovicich provedeny analyzy obsahu
vybranych G¢innych latek metodou HPLC, na zakladg kterych nasledovalo vlastni vyhodnoceni

dosaZenych vysledku.

Dil¢im cilem préce bylo navrhnout technologii péstovani ostropestice marianského na plose

I -5 hektar( véetné ekonomického zhodnoceni navrhu technologie.
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3.1. Poloprovozni experiment

Poloprovozni experiment byl realizovan za spoluprdce s vedoucim diplomové price na
péstebni ploSe, kterou obhospodatovala Seva Flora, s. r. 0. plsobici ve Valticich na Moravé. Na
zaklad¢ informaci poskytnutych hlavnim agronomem panem Martinem Grbavéicem prevaZuje
v téchto péstebnich podminkach piséita puda. Predplodinou ostropestice byla cibule na konzum,
po jejiz sklizni nasledovala podzimni orba, na jafe smykovani, Hnojem na pozemku v minulych
letech nebylo hnojeno. Ostropestiec byl v téchto podminkéch vysévan 21. biezna 2004 nesenym
secim strojem. Pfi piipravé pozemku probéhla aplikace Synfloranu (1.5 Lha'). Po zaseti
nasledovalo zavaleni pozemku a aplikace herbicidu Afalon (1,2 Lha™"). Béhem vegetace byl

pouzit Fusilade na pyr (3 1.ha™).

Na 26 parcelach, kde na jednu parcelu pfipadalo 10 m?, se aplikovaly prislusné elicitory a
Jejich smési, a to zadovym postiikovagem o objemu 10 . Prvni folidri aplikace elicitoru
probchla 8. Cervna 2004 - porost se nachazel ve fizi tésné pred kvétem. 28. &ervna 2004
nasledovala druhd aplikace (viz fotodokumentace v pfiloze 5). Tieti aplikace jiz realizovana

nebyla, divodem byl vysoky stuperi zralosti semen.

Sklizent semen probéhla 7. srpna 2004. Semena z 26 parcel urCenych pro vyzkumné tucely
byla sklizena specialnim motorovym vysavaem znacky Partner - Tornido BW 25 (viz
fotodokumentace v ptiloze 5). Tento specidln¢ uzplsobeny vysava¢ viak mize byt vyuzit pouze
u malopéstitelt, ve velkoplosném péstovani sklizer probiha vyhradné pomoci techniky pouzivané

pro sklizen obilovin.

3.2. Maloparcelkovy experiment

Maloparcelkovy experiment byl zajistén na péstebni plose v k.u. Nesvagily, na zahradé ¢.p.
52, okres BeneSov u Prahy. Pada (pldni typ — hnéda plda) je v téchto podminkéch jilovito-
hlinita, pomérné dobfe zisobena Zivinami, kazdy treti rok je hnojena hnojem, poté nésleduje

podzimni orba, na jate smykovani.

V pribehu vegetace byly odebrany piidni vzorky ke stanoveni pidni zasobenosti Zivinami.
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U odebranych vzorki piidy blizsi analyza stanovila:

* vyménnou reakci ve vyluhu I MKCI pHke = 6,6 coZ je plda neutralni

* mnoZstvi humusu resp. obsah celkového uhliku Cox = 2.8 % a to poukazuje na obsah
vysoky. Divodem takto vysokého obsahu je zfejmé piedplodina hnojena pomérné vysokou
davkou hnoje kombinovanou s kompostem. Frakcionaci a ndslednym zpracovanim byly
stanoveny humusové latky (HL = 14,1 mg.g"), fulvokyseliny (FK = 6,9 mg.g') a
huminové kyseliny (HK = 7.2 mg.g™"). Pomér HK:FK je 1,04,

* méfenim potencidlu pomoci iontové selektivni elektrody mnozstvi dusi¢nanového (N-NO;
= 13,2 mg.g’") a amonného dusiku (N-NH; = 11,2 mgkg™) s nslednym stanovenim a
vypoctem mineralniho (N, = 24.4 mg.kg'l) a mineralizovatelného dusiku (Npiner = 17,9

mg.kg").

® laboratofi v Jindfichové Hradci mnozstvi zakladnich Zivin v pudé uvedené v tabulce 1.

Tab. 1 - Obsah zdkladnich zivin v pide

Primérny obsah Zivin v pidé
Niot (%) P (mgkg") K(mgkg") | Mg(mgkg™) | Ca(mgkg"
0,18 398 257 156 2977

Z vySe uvedeného vyplyvd, ze pida je pomérmné dobfe zasobena humusovym materidlem i
Zivinami, a to i bez anorganického hnojeni. Predplodinou vroce 2004 i vroce 2005 byly
brambory. V priibéhu pokusu nedochdzelo k piihnojovani ani k dé]§1’m chemickym zasah(im
proti chorobam a Skiidetim, porost byl oetfovan pouze mechanickym okopavénim, pletim a
zalivkou.

Vlastni aplikace kyseliny acetylsalicylové (dile jen ASA) o tfech riznych koncentracich ve
vodném roztoku byla provedena v roce 2004 ruénim postiikovagem o objemu 1 1, v nasledujicim
roce zadovym postiikovatem o objemu 10 | (viz fotodokumentace v piiloze 5), vzdy po
dakladném vyplachnuti postiikova¢e mezi jednotlivymi aplikacemi.

Ubory s plody zjednotlivych rostlin a parcel byly skladovany oddélené v papirovych
pytlicich pfi pokojové teploté a nasledng ruéné oddélovany z okvéti a Cistény od chmyru a

ostatnich nezadoucich pfimési.

42

I"




3.2.1. Maloparcelkovy experiment realizovany v roce 2004

Na pfesné rozméfeném pokusném pozemku s urovnanym povrchem byly 22. dubna 2004
zaloZeny 4 pokusné parcelky s rostlinami ostropestfce marianského. Kazda parcelka zaujimala
I m’, zde byla rugng vyseta semena rostliny do presného sponu 50 x 50 cm, z &eho vyplyva

hustota 4 rostliny na 1 m?, hloubka seti 3 cm,

Pro informativni zjisténi kligivosti semen bylo na kazdé misto vyseto 10 semen, coZ

I5. kvétna 2004 prokazalo 76% kli¢ivost. Poté byly pfebytetné rostliny odstranény.

Plocha experimentu o rozloze 4 m? zahrnovala 16 rostlin, z nichZ étvefice rostlin na prvé
parcele slouzila jako kontrola, zbylé parcelky byly pozorovény jako pokusné a oSetfeny

ptislusnymi davkami elicitoru (ASA) o riizné koncentraci. Sled aplikace znazorfuje obrazek 13.

Rovnomérna aplikace elicitoru (ASA) na parcelky:

» Kontrola — 1 1 vody
> Nizki koncentrace  — | Ivody + 0,01 ml roztoku
> Stiedni koncentrace —> 1] vody + 0,1 ml roztoku

» Vysoka koncentrace —> | I vody + 1 ml roztoku

1m

im kontrola

@ nizka ASA
@ ®
@ @ stfedni ASA
@ @
@ .vysokéASA
@

Obr. 13 - Sled aplikace elicitoru na parcelkdach
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Foliarni aplikace elicitoru ASA byla uskuteénéna dle metodiky vyse uvedenymi davkami.
Prvni postiik probéhl 18. &ervna 2004, tedy v obdobi tésné pred kvétem, v mnoZstvi vzdy
I litr na 1 m” roztoku elicitoru o poZzadované koncentraci. Druhé oSetfeni probéhlo 5. gervence

2004, teti 22, ervence 2004 a posledni, v pofadi &tvrta aplikace, byla provedena 9. srpna 2004.

Od 5. srpna 2004 zacaly pIn¢ dozravat prvni kvéty a nasledovala nékolikadenni postupna
sklizefi. 29. srpna 2004 doglo k totaln likvidaci vSech rostlin, nebot zacaly od spodnich &asti
rychle Zloutnout a zasychat, na listech se objevily tmavé skvrny, coz bylo nevice zfetelné na

parcele s aplikovanou vysokou koncentraci ASA.

3.2.2. Maloparcelkovy experiment realizovany v roce 2005

Vyméfend plocha pro experiment v roce 2005 zaujimala 35 m*>. V porovnani s ptedchozim
rokem doslo k navyseni poétu parcelek o velikosti 1 m* ze 4 parcelek na parcelek 12. Toto
navyseni zajistilo presngjsi vysledky experimentu, nebot Jednotlivé varianty aplikace elicitoru
byly provadény vzdy ve tiech opakovanich. Mezi jednotlivymi parcelkami byl vynechan 1 metr

Siroky pas z diivodu snazsi priichodnosti a mozné aplikace elicitord.

Dne 21. dubna 2004 byla semena rostliny ruéné vyseta do presného sponu 50 x 50 cm,

z ¢ehoz vyplyva hustota 4 rostliny na 1 m*, hloubka seti 3 cm.

Pro oba dva pokusné roky bylo pouzito shodné osivo. Zkoudka klicivosti prokazala

22. kvétna 70% klic¢ivost, to znadi 6 % pokles kli¢ivosti semen za rok.

Na celkové plose experimentu o rozloze 35 m> bylo pozorovéno 48 rostlin na 12 parcelkach,
znichz 3 kontrolni parcely zistaly bez oSetfeni elicitorem, na zbylé parcelky byly aplikovany

prislusné davky elicitoru (ASA) o rlizné koncentraci ve vodném roztoku, viz obrazek 14,
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Rovnomérna aplikace elicitoru (ASA) na parcelky:

> Kontrola 1,5,9  — 5 litrd vody

» Nizki koncentrace  2,6,10 — 5 [itrg vody + 0,05 ml vzorku ASA
» Stiredni koncentrace 3,7,11 — 5litrG vody + 0,5 ml vzorku ASA
» Vysoki koncentrace 4,8,12 —» 5 litril vody + 5 ml vzorku ASA
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Obr. 14 - Sled aplikace elicitoru na parcelkdich

Foliarni aplikace elicitoru ASA byla uskuteénéna podle metodiky vyse uvedenymi dévkami.
Prvni aplikace probéhla tésng pfed kvétem 21. ervna 2005. K druhému ogetieni doslo

I'L Cervence 2005 a tfeti aplikace elicitoru probéhla 1. srpna 2005.

Prvni kvéty se zacaly objevovat 7. cervence 2005, Postupna sklizeri byla zapocata 6. srpna

2005. 18. srpna 2005 probéhla totalni likvidace celych rostlin i se zbylymi nedozralymi kvéty,

e

coz bylo zapfi¢inéno pomérné velkym a destivym pocasim v mésici srpnu.
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4. VYSLEDKY

Po provedené analyze extraktt metodou HPLC byly naméfené vysledky vyhodnoceny a

statisticky zpracovany.

Obsah sledovanych G¢innych latek (taxifolin, silychristin, silydianin, silybinin A, silybinin B,
isosilybinin A+B) a vynosové prvky péstovanych rostlin ostropestice Jsou vyjadfeny graficky,

veetne tabulkového zpracovéni. Formou usecky je zobrazena smérodatna odchylka méfeni.

4.1. Vysledny obsah aéinnych latek

4.1.1. Poloprovozni experiment — 2004

Koncentrace u¢innych latek v semenech ostropestice marianského zjisténé u kontrolni
skupiny a u vzorka extrahovanych z rostlin, kde byly aplikovany elicitory, jsou shrnuty v tabulce

2 a graficky znazornény v grafu 1.

Na zakladé vyhodnoceni ziskanych vysledkd ze vzorkd semen z 26 parcel je ziejmé, Ze ve
vSech pripadech, s vyjimkou aplikace elicitoru &islo 5, doslo k navyseni obsahu G¢innych ltek.

Aplikace elicitoru &fslo 4, 5, 11, 18, 20, 22 a 26 se presto jevi jako neti¢innd, nebot tyto
elicitory nezplsobily v porovnani s kontrolou na 5% hladiné vyznamnosti statisticky vyznamnou
zménu koncentrace G¢innych latek.

Naopak statisticka pritkaznost byla zjidténa u parcely &islo 2, 3,6 - 10, 12 - 17, 19, 21,
23 - 25, kde Ize potvrdit pravdépodobny pozitivni vliv pasobeni elicitort. Procentické vyjadieni

toto navyseni v pfipadé elicitoru &islo 2, 9, 14, 16 a 23 presahuje i 40 %.

Jelikoz vsak nemohl byt tento experiment z provoznich divodi spole¢nosti Seva Flora
Valtice, s.r.0. opakovan i v nasledném roce 2005, nejsou vysledky ziskané z 26 parcel ovérené

opakovanym experimentem, tudiz nejsou pro tuto praci stézejni.
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Tab. 2 - Koncentrace ucinnych ldtek po aplikaci elicitors

Elicitor | u¢inné litky (ng/g semene) | % mnoZstyi t
n=1 ucinnych litek

kontrola 37265,80 100 0,000
2 | sa0
I T TR T
4 44009,3] 118 2,135
5 36822,08 0,140
6 47048,44 3,097
7 46876,08 “ 3,042
8 | sussay | 4491
9 53987,00 m 5,293
10 48629,01 “ 3,597
I 105 osn
2 [ w6953 | 125 | s
S T Y

4,674

5 | |
s | s | as
EETR

L simes |
18 45066,45 o | oaso
I ™ R TR R

2,507

2L w55 | s | e
22 44590,89 “ 2,319

5,330
24 4,060
25 | w1 | i3 | aas
26 46018,53 124 2,771

Pozn.:  n=pocet vzorki

t = hladina vyznamnosti (@=10,05 %= 2,776)

Je-lit>ty— statisticky vyznamny rozdil
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Graf 1 — Zdvislost obsahu ucinnych latek v pg/e na aplikaci elicitorii
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4.1.2. Maloparcelkovy experiment - 2004

Koncentrace u¢innych latek v semenech ostropestice zjisténé u kontrolni skupiny a u vzork(
extrahovanych ze semen rostlin, kde byla aplikovana jako elicitor ASA o tfech rlznych
koncentracich, jsou shrnuty v tabulce 3 a znazornény v grafu 2. Graf 3 vyjadiuje procentickou
zménu obsahu jednotlivych ucinnych slozek silymarinu a taxifolinu, naméfené hodnoty
jednotlivych G€innych latek viz pfiloha 2. Tabulka 4 charakterizuje rostliny a Jejich vynosové

prvky. Vytéznost téinnych latek z jednotlivych parcel je zachycena v grafu 4.

U maloparcelkového experimentu pro rok 2004 byl po aplikaci elicitoru ASA v nizké
koncentraci prokazan oproti kontrole nepatrny pokles obsahu ucinnych latek o neceld 3 %.
Stfedni koncentrace ASA hladinu ucinnych latek mirng zvySila, a to pfiblizng o 8§ %. Aplikaci
vysoké koncentrace elicitoru ASA doslo opét k poklesu obsahu u¢innych latek, namérené

hodnoty byly o 15 % nizsi ne> hodnoty prokazané u kontroly.

PH celkovém zhodnoceni doglo ve viech pfipadech k téme&f zanedbatelnym zmé&nam hodnot,
aplikace elicitoru ASA o tiech riznych koncentracich se Jevi jako neucinna. Statisticka
nepritkaznost toho experimentu byla potvrzena posouzenim hodnot v Excelu vyuzitim

dvouvybérového t-testu s nerovnosti rozptylti na 5 % hlading vyznamnosti.
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Tab. 3 - Koncentrace icinn yeh latek po aplikaci elicitorii

Elicitor ucinné latky (ng/g) | SMODCH % mnoZstvi
n=4 ucinnych latek
kontrola 47071,17 533427 100
nizkd ASA 45792.83 3829,54 97,28
stiedni ASA 50717,38 7132,28 107,75
vysokd ASA 40037,57 2188,76 85,06

Pozn.: n = pocet vzorki

Graf 2 — Zgvislost obsahu ucinnych ldatek v pg/e na aplikaci elicitori
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Graf 3 — Procentické vyjadient zmény obsahu vicinnych ldatek
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Tab. 4 — Charakteristika rostlin g VVHOS semen

rostlina | vyska lodyha | sklizené hmotnost | priimérna hmotnost vynos z nedozrala
c. (cm) | +odnoze kvéty | semen (g)|semenz rostliny (g)| parcely (g) | poupata
1 205 1+4 29 80 10
2 194 [ 1+1 24 90 95 380 4
3 186 | 1+0 22 90 6
4 217 1+7 42 120 16
5 215 1+8 42 120 11
6 226 1+7 49 140 137,5 550 11
7 240 1+6 53 160 22
8 205 [ 1+10 40 130 20
9 228 1+9 40 130 22
10 246 | 1+12 44 140 130 520 33
11 226 1+6 43 120 17
12 242 I +7 37 130 32
13 212 | 1+11 51 150 30
14 224 1+14 53 180 157.5 630 30
15 222 1+12 51 170 33
16 210 1+8 36 130 12

Graf 4 — Wteznost ucinnych latek (g) ijednotlivﬁch parielek (m’)
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4.1.2. Maloparcelkovy experiment - 2005

U opakovaného maloparcelkového experimentu v nasledném roce 2005 bylo zjisténo, ze
aplikaci elicitoru ASA v nizké koncentraci doglo oproti kontrole k nepatrnému snizeni obsahu
ucinnych latek o neceld 0,5 %. Tento vysledek odpovida vysledku ziskanému v roce 2004, tedy
nebyla prokdzana zadna podstatna zména,

Vyznamnéjsi nariist obsahu uc¢innych latek v porovnani s kontrolou piiblizné o 22,5 %
zplsobila aplikace stiedni koncentrace ASA, coZ znadi i 15 % nariist oproti navy$eni u stfedni
koncentrace v roce predeslém.

Aplikaci vysoké koncentrace elicitoru ASA doslo k témeF 43% poklesu obsahu G¢innych
latek. Timto zjisténim byl pokles u vysoké koncentrace prokdzdn stejné vyrazng jako u

experimentu v roce predchazejicim.

Pri celkovém zhodnoceni nastaly po vsech aplikacich elicitoru ASA meng i vyrazngjsi
poklesy ¢i navyseni hodnot. Statistickd prikaznost na 5% hlading vyznamnosti dvouvybérovym
l-testem s nerovnosti rozptylii programu Excel viak nebyla prokazana, a to ani v ptipadé¢ aplikace
vysoké koncentrace elicitoru ASA, kde doglo oproti kontrole k neZadoucimu pfiblizné 43 %
poklesu obsahu Gginnych latek. Tuto statistickou neprikaznost Ize odavodnit velkou rozdilnosti
hodnot, kterou vykazuji Jednotlivé analyzované vzorky semen z parcel oSetfenych shodnymi

koncentracemi elicitoru.

Tabulka 5 a graf 5 shrnuji udaje o naméfenych hodnotich koncentraci ucinnych latek
v semenech ostropestice marianského u kontrolni skupiny a vzorka vyextrahovanych z rostlin,
které byly osetfeny kyselinou acetylsalicylovou o tfech ruznych koncentracich.

Graf 6 vyjadfuje procentickou zménu obsahu jednotlivych ucinnych slozek silymarinu a
taxifolinu. naméfené hodnoty jednotlivych ucinnych latek viz pifloha 3.

Tabulka 6 shrnuje vynosové prvky, na zéklade kterych je v grafu 7 stanovena vytéZnost

ic¢innych latek.
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Tab. 5 — Koncentrace tcinnych ldtek po aplikaci elicitorii

Elicitor uinné latky (ug/g) SMODCH Y mnoZstvi
n=3 ucinnych latek
kontrola 30 705,92 14 861,21 100
nizkd ASA 30 513,25 14 600,09 99,37
stfedni ASA 37 627,45 504492 122,54
vysoka ASA 17 504,97 1851,10 57,01

Pozn.: n = poéet vzorki

Graf 5 - Zavislost obsahu ucinnych latek v Kg/g na aplikaci elicitor
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Graf 6 — Procentické vyjadreni zmény obsahy ucinnych latek
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Tab. 6 — Pocet kvetii a v¥nos semen z parcelky

parcela | sklizené vynos primérna hmotnost Primémy vynos nedozrala
o kvéty z parcel (g) | semenz rostliny (g) Z parcely (g) poupata
1 118 400 100 152
5 138 460 | 115 460 [ 131 |
9 170 520 ] 130 107
2 145 480 120 164
6 120 400 ‘J 100 433 101
10 120 420 | 105 142
3 128 440 | 110 106
7 140 480 120 493 122 |
11 160 560 140 117
4 180 520 | 130 126
8 138 480 120 480 119
12 130 440‘—{ 110 132

Graf 7 - Witéznost ucinnych latek (g) = Jednotlivych parcelelk (m’)
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4.1.3. Zhodnoceni vynosovych prvki maloparcelkovych experimenti

Malogarcelkovy’ experiment 2004

Rostliny ostropestice maridnského Cislo 1 — 4 rostly vV polostinu, coz je ve srovnani
s ostatnimi rostlinamj nejpravdépodobnéjs pfi¢inou celkové nizsiho vzristu rostlin a z toho

vyplyvajiciho nejnizsiho Vynosu semen.

U viech rostlin bylo od poéatku dozravéni Semen  zaznamenano postupné zasychani a
odumirani listd, tento Jev byl nejvice zfetelny na rostlinach po aplikaci elicitoru o nejvyssi
koncentraci ASA. V dobg totalni likvidace na konci stpna mély rostliny pouze minimum

zelenych listd, z tohoto divody nedozrala zbyla poupata.

Na zakladg dosazenych vynost z 1 m?> Ize pfi zachovani stejné hustoty porostu stanovit
teoreticky maximalni mozny hektarovy vynos, a to v rozmezi 3.8 — 6.3 t. Zpasob postupné ruéni
sklizné s minimalnimi ztratami je viak ve velkoplosném péstovani nerealny, proto je v praxi

bézné dosahovano n¢kolikandsobné nizsiho vynosu - je uvadéno 0,8 - 1,2 t.ha'.

Maloparce!kovy’ experiment 2005

Pocet parcel i rostlin byl oproti roku predchazejicimu podstatne navysen, tudiz nebylo mozné

sledovat vynosové prvky rostlin jednotlivé,

sklizena, nebot v poupatech vlivem nepfizné pocasi zplesnivé]a,

Zhorsené podminky zptisobené nepfizni pocasi se rovngs promitly v niZsi vytéZnosti obsahu

ucinnych latek (viz graf'7), kterd oproti predeslémy roku poklesla pfiblizng o 20 000 pug.g.

w - ’ o 2 - v B “ ” - 7 ’ v -
Z dosaZenych vynosu z I m~ lze na zakladé eXperimentu teoreticky maximalni mozny vynos

Stanovit na 4,6 — 4,9 t ha'!.
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4.2. Technologicky navrh péstovani ostropesti-ce marianského

Pfes provedena Setfeni v odborné literatute, ktera Jjsou podrobngji uvedena v kapitole 2.2., se
nazory na péstovani a optimalni agrotechniku ostropestifce marianského i ve srovnatelnych
podminkach u mnoha autord rizni, Navrh technologie je tudiz pouze jednim z nékolika moznych
pfijatelnych feSeni péstovani ostropestice vyhovujici predeviim podminkam péstovani nasi
republiky. Volba metodiky p&stovani ostropestice z velké ¢dsti zavisi na péstebnich podminkach,

ale i na zptisobu hospodateni a finanénich moznostech péstitele.

4.2.1. Vybér pozemku a p¥iprava pidy na podzim

U ostropestice marianského jsou velmi diilezité agroekologické podminky péstovani, i kdyz
je zhlediska pidnich podminek relativng adaptabilni a vyhovujici jsou iroké klimatické
podminky nasi republiky. Ekonomicky a agronomicky je vyhodnéjsi ostropestiec sit do hlubsich
hlinitych pid s velmi dobrou zasobenosti Zivin, a to predevSim v zemé&délské vyrobni oblasti

fepaiské nebo obilnarské.

Zpracovani pidy by mélo byt zapocato véasnou a kvalitni podmitkou po sklizené
predplodiné. Pfed zimou by méla nasledovat hluboka orba (0,25 - 0,30 m). U mozuji-li to
moZznosti péstitele, je k ostropestici hlubokou orbou vhodné zapraveni organického hnojeni. Hniij

ma na rlist kultury pozitivni G¢inky a mize byt vyznamnym p¥inosem ke stabilizaci trody.

Pro podminky CR je nékterymi autory doporu¢eno aplikovat na podzim na | hektar asi 200
kg NPK, nebot’ toto hnojivo udrzuje pidu v dobrém vyzivném stavu, aviak Jini autofi se
domnivaji, Ze témito Zivinami rostlinu nehnojime, ale usilujeme o vytvofeni trvalé optimalni

hladiny zivin v ptdeé.

Experimentélni vysledky rtiznych autorti potvrzuji, ze mnozstvi srazek béhem kritického

obdobi ma mnohem veétsi vliv na vynos plodu ostropestice nez bézné pidni podminky a hnojeni.

Na zikladé¢ vyse uvedenych skute¢nosti lze pfedpokladat, ze je ostropestiec mariansky

mozno uspéné péstovat intenzivnim, ale i extenzivaim zplsobem.
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4.2.2. Jarni pFiprava pudy, aplikace hnojiv, ochrana proti pleveliim

PEi intenzivnim zpisobu péstovani byva jarni piedsetova pfiprava pidy vétsinoy Spojena se

zapravenim pramyslovych hnojiv. Hnojeni pramyslovymi hnojivy, aplikace herbicidé a dals
agrotechnické zasahy musi byt peclivé voleny a registrovany s ptihlédnutim na sklizef kvalitni

drogy. Povoleny jsou pouze nekteré pripravky.

K ostropestici se v Jarnim obdobi dle potfeby aplikuji predevsim dusikata hnojiva. Jednim
z hnojiv, které je vhodné aplikovat pfed setim je dusi¢nan amonny. Dusi¢nan amonny obsahuje
34 az 35 % N, z toho polovinu v nitrdtové a polovinu v amonné formé. Pouzivd se k jarnimu
regeneraCnimu pfihnojovani ozimi a k Jarnimu produkénimu piihnojovéni. Pokud je to mozné,
doporucuje se hnojivo zapravovat do pudy. Dusi¢nan amonny je velmi dobfte rozpustny, a proto
Je vhodny k piipravé vlastnich kapalnych hnojiv v zemé&délském podniku. Doporugena davka pro

ostropestrec je 150 - 200 kg.ha™,

Jako nejvhodnéjsi zpiisob hubeni pleveld v ostropestici se jevi pouziti povolenych piipravka
na bazi u¢inné latky trifluralinu. Mezi tyto pripravky patii: Synfloran 48 EC, déle Treflan 48 EC
a Triflurex 48 EC. Ptipravek Synfloran 48 EC je vysoce selektivni piipravek, ureny k hubeni
Jednoletych travovitych a jednoletych dvoudéloznych pleveld, Synfloran 48 EC zabranuje kli¢eni
semen plevelG v piidé. Nepiisobi na vzeslé plevele. Pripravek se k ostropestici aplikuje
predset'ové bez zapraveni & se zapravenim do pldy. Herbicidni G&innost nenj zavisla na pidni

vlhkosti a destovych srazkach. Doporucens davka pro ostropestiec je 1,5 Lha™.

Zcela jina situace panuje u extenzivniho zpisoby péstovani ostropestice marianského, kdy pfi

Jarni pfedset'ové pripravé veskeré aplikace primyslovych hnojiv a chemickych prostiedkd proti

plevellim vynechavame.

4.2.3. Seti

Jako nejvyhodngjsi termin seti se dle klimatickych regiond Jevi agrotechnickd lhiita mezi
15. - 25. dubnem. Véasny vysev je nejucinnéjsi ochranou pred nékterymi chorobami a zajist'uje

dostatek vlahy pro podatedni rist.
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Vysev se provadi do Sirokych radka pfesnym secim strojem. Spon se pohybuje v rozmezi
0.30 x 0,30 m a7 0,40 x 0,40 m. Na | m? by mé&lo byt 6 — 12 jedinci, tj. 60 — 120 000 rostlin na
I 'ha. Vysev zavisi na aktudlni kliCivosti a pohybuje se mezi 5 - 8 kg.ha™'.

Hloubka vysevu je pfiblizng 2 - 3 oy, Vileni se provadi pouze u opoZdénych vysevi.

4.2.4. OsSetfovani porostu béhem vegetace

Ogsetiovani porostu ostropestice béhem vegetace zahrnuje pfi intenzivnim zpuisobu péstovdini
pfedevsim pfihnojeni dusikatymi hnojivy a postiiky proti plevelim.
Pokud bylo aplikovano dusikaté hnojivo pfed setim ostropestice, jeho aplikace se jiZ tésng po

zaseti nebo v pribéhu vegetace zpravidla neopakuje.

Ackoliv ma ostropestiec velmi dobrou konkurenéni schopnosti viigi plevelam, pfi intenzivni
vyrobé vsak boj proti plevelim vynechat nelze. Mechanickd kultivace mezifadkq je ve
velkoplosnych podminkach asto hiife proveditelna, proto je i béhem vegetace v hojné mire

vyuzivéna predevsim herbicidn{ ochrana.

Pro zvyseni herbicidni G&innosti na dvoudélozné plevele vzchazejici na podzim jsou vhodné
kombinace Synfloranu 48 EC aplikovaného pted setim s pfipravkem Afalon 45 SC. Uginna latka
Je zde 450 g linuronu v 1 litry pfipravku. Afalon 45 SC je selektivni herbicid prijimany rostlinami
pres kofeny a listy. Priznaky pusobeni se projevuji Zloutnutim a pozd&ji uhynutim pleveld. Délka
ucinku zélezi na pouzité davce, druhu pldy, srazek a trvd 3-4 mesice. Afalon je vhodné aplikovat

i hned po zaseti v doporu¢ena davce I Lha.

Jelikoz ani jeden z pripravk{ nepisobi na hlubokokofenici plevele, mezi které se fadi
napriklad pchég oset, svladec rolni a pyr plazivy, lze jako selektivni postfikovy herbicid uréeny k
postemergentnimu hubeni jednodéloznych Jednoletych a vytrvalych pleveli pouzit Agil 100 EC
vdoporucené davee 1,2 Lha”. Utinna latka pripravku propaquizalop je travami :rychle
absorbovana a uvnitt rostlin systémové rozvadéna do list, stonkll, stolond, oddenk, rhizomu a
kofen(. Plevelné travy oSetiend pfipravkem Agil 100 EC jiz | - 2 dny po aplikaci zastavuji svij
rist a vyvoj. Oddenky pyru plazivého a viceletych trav hnédnou smérem od Spicek, postupné

odumiraji a rozkladaji se.
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Ostropestiec Ize péstovat extenziviim zpusobem i vzhledem ke své velmi dobré konkurenéni
schopnosti vaéi plevelam. K nigen; plevelt by zde méla byt vyuZivana dle potfeby mechanick4
kultivace mezitadk, obvykle ve fazi okolo 6 pravych listi. P¥i silném zapleveleni je vhodné
pleckovani jiz v potate¢nich fazich vyvoje kultury. Po zapojeni vyrovnaneho, nemezerovitého
porostu je riist Jjednoletych plevel@ prakticky vylougen. Jde tedy o to, udrzet kulturu po dva

mésice Cistou, neZ se porost Zapoji.

4.2.5. Sklizen

Sklizen je nejnaro¢néjsich ukonem péstovani ostropestrce, nebot’ limituje vynos i kvalitu
drogy. Situaci komplikuje nerovnomérné dozravani semen a skute¢nost, Ze obsah Gcinnych latek
v tzv. silymarinovém komplexu, stejné jako biologicka hodnota, zavisi na stupni vyzrani semen.

Sklizet lze pomoci techniky pouzivané pro sklizefi obilovin.

Termin sklizné musi byt kompromisem mezi stupném vyzrani semen a velikost skliziiovych

ztrat. V omezenych piipadech lze vyuzit pred skliznf pii intenziviim zpusobu péstovdni desikaci,

COZ e pro extenzivaim zpiisob péstovdni pochopitelné vylouéeno.

Provizornim tesenim, které Je vSak mozno uplatit pouze na malych pozemcich, je motorovy
vysava¢ Partner — Tornado BW 25 (viz fotodokumentace v ptiloze 5). Ve velkoploném

pestovani se sklizei provadi vyluéné vhodné upravenym kombajnem pro sklizefi obilovin.

35




4.3. Ekonomické zhodnoceni navrhované technologie

Rozsah péstovani rostlin ostropestice v provoznich podminkach zavisi na odbytovych
moznostech a piedeviim na nakupnich cenach, za které je rostlinna hmota vykupovana od

pestitelit. Udaje o cenach Jjsou vak velice problematicky dostupné.

Ekonomické vysledky vyroby ostropestice jsou obecné zavislé na vztahu mezi nabidkou a
poptavkou. K zakladnim faktordm plisobicim na strand nabidky, tzn. na strané péstiteld, patif
plocha ostropestice, jeho hektarovy vynos a z ného podil ostropestice pozadované kvality. Dalsi

Jsou velikost ndkladi na hektar a zisk poZadovany péstiteli z hektaru nebo z jedné tuny.

Péstitelé maji samozfejmé snahu realizovat co nejvyssi podil ostropestice za co nejvyssi cenu.
Neodvratné dochazi k neustalému vzestupu cen primyslovych hnojiv, pfipravkd na ochranu
rostlin, pohonnych hmot, energie, rozSifuje se nasazeni novych stroji s vy$§imi pofizovacimi
cenami, stejné tak nejsou zanedbatelnymi polozkami finanéni naklady souvisejici s danémi a
poplatky. Je tedy zfejmé, Ze snahou pestitele je regulovat (minimalizovat) Grovei nakladd na
hektar, a to snizenim naturdlni potfeby pfedeviim hnojiv a chemickych ochrannych p¥ipravki,
pfipadné vypousténim nebo spojovanim nékterych pracovnich operaci. Podstatnym hlediskem pii

peéstovani ostropestice je rovnéz i piihlédnuti k vysi moznych podpor ziskanych od statu.

V dostupné literatufe domacich autord se ekonomikou peéstovani zabyval pouze KUBINEK,
a to jiz v roce 1987. Tehdy uvadgl Jjako primérny vynos 0,75 t.ha™'. Vv optimalnich podminkach
bylo mozno docilit vynosi i pies 1,5 t.ha™'. Celkové naklady na I ha kultury byly odhadovany ve
vys$i 5 — 7 tisic K& Pfi cené 21 K& za 1 kg drogy I. jakosti, kterou bylo snadno docilit, a
prumérném vynosu ¢inil zisk asi 10 000 K&.ha''. Py vynosu 0.4 t.ha” odpovidal zisk pSenici a

s v . r -1 ’ vy v v . .
Jecmeni s vynosy nad 4 t.ha™. Pracnost neni o mnoho VySsi nez u téchto obilovin.

V poslednich letech se Zadny z dostupnych autord této problematice nevénoval, proto byla
v praci déle provedena orientaéni finanéni kalkulace na vyrobu a realizaci drogy ostropestice.
Ekonomické zhodnoceni navrhovanych technologii péstovani bylo stanoveno na zakladé
normativii jednotlivych pracovnich operaci, jeZ jsou uvedeny v publikaci Normativy pro
zemédélskou a potravinatskou vyrobu vydané MZe CR v roce 2003. Zaroven bylo pfihlédnuto

k ziskdni mozné finanéni podpory od statu.
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4.3.1. Soucasna dotaéni politika podporujici p&stovani lé¢ivych rostlin

V soudasné dobé& poskytuje dotagni politika MZe CR prostor pro podporu péstovani IéCivych

rostlin t€mito prostiedky:

» PFimé platby — platba na plochu; ,top-up® nirodni dopliikové platby

Principem reformy Spole¢né zemédélské politiky EU je odpoutani plateb od produkce
(decoupling) stim, Ze ¢lenské staty mohou rozhodnout u nékterych plateb o plném nebo
¢asteéném spojeni nékterych pifmych plateb s produkei. V CR je prozatim od roku 2004 na tfi
roky s moznosti prodlouzeni zaveden tzv. SAPS (zjednoduseny systém platby na plochu).

Doplitkové platby ,top-up* se tykaji v rostlinné vyrobé pouze rostlin péstovanych na orné

piid¢ jmenovité uvedenych ve stanoveném seznamu plodin.

» Operaéni program ,,Rozvoj multifunkéniho zemédélstvi

Dale maji péstitelé a zpracovatelé 1é¢ivych rostlin moznost Cerpat od roku 2004 finanéni
prosttedky na zakladé podparnych opatfeni Operacniho programu ,Rozvoj venkova a
multifunkéni zem@&délstvi®, ktery je sméfovén predeviim na podporu zemédélské prvovyroby a
zpracovani zemédélskych produktt, podporu lesniho a vodniho hospodarstvi a zajisténi trvale
udrzitelného rozvoje venkova. Operaéni program navazuje na program SAPARD, stejng jako u
néj je potieba kziskani finan¢nich prostiedk predlozit projekt, ktery je po schvéleni
spolufinancovan zhruba z 50 % u projektil pfinasejicich zisk a ze 100 % u neziskovych projekti

z unijnich prostredk, konkrétng z orientaéni sekce EAGGF a z FIFG.

Vyber opatfeni a nékterych podopatieni. které skryvaji prostor pro péstitele lé¢ivych rostlin:

0 investice do zemédélského majetku zemé&délskych podniki

3 investice do zemédélského majetku a podpora zacinajicim zemédélelim (zavedeni technologii

nezatézujicich Zivotni prostredi, zemédélské stroje)
2 prohloubeni diverzifikace zemé&délskych ¢innosti (podporu Ize poskytnout na vyrobu, zpracovani

a piimy prodej zemédglskych vyrobkl. Pfedmétem podpory muiZe byt téZ vyroba a zpracovéni

nepotravinafskych zemédélskych vyrobki a jejich uvadéni na trh.)
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» Program HRDP ,Horizontslni plan rozvoje venkova*

Od roku 1998 podporuje Ministerstvo zeme&delstvi tzv. mimoprodukéni funkce zem&d&lstvi.
Podporuje se predeviim hospodafeni zemé&délcti v méne pfiznivych oblastech, ve zvlists
chranénych tzemich, déle tdrzba krajiny pastvou hospodaiskych zvitat, ekologické zemédelstvi,

zatravinovani, zalesfiovani nebo péstovani rychle rostoucich dievin.

Vybér opatieni a neékterych podopatieni. ktera skryvaji prostor péstiteltim 1éCivych rostlin:

Q  predCasné ukonéeni zemédglské Einnosti

O méné pFiznivé oblasti a oblasti s environmentalnimi omezenimi

3 agroenvironmentalni opatieni (ckologické zemédélstvi, osetfovani travnich porostl, zatraviiovani
orn¢ pudy, tvorba travnatych pasli na svazitych piidach, péstovani meziplodin, trvale podmécené
louky a raelinné louky, ptaci lokality na travnich porostech, biopasy, osevni postup v ochrannych

zonach jeskyni)

» Nirodni podpory ,,state-aid*

Narodni podpory jsou ugelové programy, slouzici k podpote restrukturalizace a zvyseni
konkurenceschopnosti &eského agrarniho sektoru. Nékteré z nich byly zruseny dnem naseho

vstupu do EU, ostatni, které jsou kompatibilni s pravnim fadem EU budou zachovany.

V_souc¢asnosti mohou péstite]é Ié¢ivych rostlin vyuzit napfiklad tyto dotaéni tituly:

O podpora komplexni sklizné maku setého

Q  podpora ozdravovani polnich a specialnich plodin
Q  specidlni poradenstvi pro rostlinou vyrobu

O podpora poradenstvi v zem&dé&lstvi

» Podpiirny a garanéni rolnicky a lesnicky fond PGRLF

Dal$im zdrojem, ze kterého Jsou vyplaceny narodni podpory je PGRLF. Jeho hlavni ¢innosti
je poskytovani podpor ve formé dotaci ¢asti urokl z Gvéru a garanci ¢asti jistiny aveérd na

ckonomicky navratné podnikatelské zaméry subjektli z resortu zemad&lstvi.
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4.3.2. Ekonomické kalkulace navrhovanych technologii péstovani

4.3.2.1. Intenzivni zpiusob péstovani

V prvém pFipadé ekonomické kalkulace je brana v potaz skuteCnost, Ze by se péstovanim
ostropestice zabyval intenzivné hospodafici zemedelsky subjekt, ktery vlastni veskerou

technickou zakladnu, UvaZovana vyméra porostu je 1 - 5 hektary,

Ekonomické zhodnoceni navrhované technologie pé&stovani ostropestice bylo provedeno na
zakladé normativi Jednotlivych pracovnich operaci, jez jsou uvedeny v publikaci Normativy pro
zemedé€lskou a potravinaiskoy vyrobu vydané MZe CR v roce 2003 Na zakladé norem a cen byly
nejprve stanoveny naklady praci a vykonii na jednotlivé operace provadéné pfi p&stovani, viz

tabulka 7. Naklady na osiva a vykupni ceny ostropestice byly uvedeny dle informac{ ziskanych

od agronoma pana Grbavéice ze Seva Flora Valtice, s.r.o. Hnojiva a herbicidni ochrana byla
vyCislena dle soucasnych aktualnich cen dostupnych u distributorg téchto pripravka, je pocitano

$ prumérnou cenou, viz tabulka 8 a 9. Veskeré ceny jsou uvadény bez DPH.

Tab. 7 - Néklady na pracovni operace béhem péstovdni

Cena Provedeni Naklady
Pracovni operace (K&ha™) (za rok) (K&ha™)
Podmitka (talifovy podmitag) 520 | 520
Hluboka orba _ 1350
Predsetova ptiprava (smykovani a vlaceni) 470
Rozmeténi prim. hnojiv (dusi¢nan amonny 200 kg ha™) 1 ; 185
Aplikace herbicidu (Synfloran 48 EC: 1,5 | ha'') 220 — 220
Seti pfesnym secim strojem 750 _ 750
Aplikace herbicidu (Afalon 45 SC; 1 1 hay 220 220
Aplikace herbicidy (Agil 100 EC: 1,2 Lha™") 220 _ 220
Sklizen semen 1750 1 1750
CELKEM 5 685
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Tab. 8 — Ndklady na osivo a hnojivo

Polozka ' m.j. ' Cena zam.j. (K&) | Podetm.jha” | Naklady (K&.ha)

Osivo 8 ( 192
Dusi¢nan amonny (34,4 % N) 1240
CELKEM ‘ 1432

Tab. 9 — Ndklady na herbicidy
Polozka ' m.j. | Cena za m.j. (K¢) | Polet m.j.ha™ Nidklady (K& ha™)
Synfloran 48 EC ( I 228 1,5 342
Afalon 45 SC ’ | 517 1 517
Agil 100 EC T 1 998 1.2 1198
CELKEM ‘ 2 057

Celkové naklady na péstovani  ostropestice marianského pfi  intenzivnim zpusobu

hospodareni ¢ini 9 174 K& ha™'.

Dle Grbavcice se primérny vynos ostropestice pfi velkoplosném péstovani pohybuje
vrozmezi 0.8 - 1,2 t.ha'', Vykupni cena je v tuzemskych podminkach udavana ve vySi 24 K¢ za
I kg drogy. Za predpokladu, 7e by pramérny hektarovy vynos dosahoval 1 tuny, je trzba
z prodeje semen z jednoho hektaryu 24 000 K¢.

Vynosy = trzby + dotace

Uplatnime-li narok na poskytované dotace na plochu (SAPS), jejichz vyse pro rok 2005 byla
2 110,70 K&ha™, celkové vynosy z jednoho hektary jsou 26 110 K&.

Zisk = vynosy — niklady

Po odeéteni vykalkulovanych nakladi, vyplyvajicich z intenzivniho zpusobu péstovani
plodiny, od predpokladanych vynosti z prodeje semen ostropestice a poskytnuté podpory od statu
muzZe byt dosazeno zisku ve vyS$i 16 936 K&.ha™', coz &inj 7 pestebni plochy o velikosti 5 hektari
84 680 K& (Pri vyuziti mozné Uspory souvisejici s vynechanim hnojeni ostropestice by tento zisk

mohl byt pfiblizng i 0 1 425 K&.ha™' vyssi, dosahoval by 18 361 Ké.ha' ).
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4.3.2.2. Extenzivni zpiisob péstovini

V druhém piipadé vypoétu je bréna v potaz skute¢nost, 7e by se o péstovani ostropestice
zajimal subjekt, specializujici se na rostlinnou vyrobu v ramei ekologického zplisobu hospodareni

a vlastnici veskerou technickou zakladnu.

Vramei extenzivniho zplisobu péstovani odpadaji naklady na primyslova hnojiva a
herbicidy a rovnéz se naskytaji dalsi prostory v mozné podpote od statu. V kalkulaci je vsak
nutno uvazovat se zvySenim podilu agrotechnickych opatfeni zaméfenych na regulaci plevelq.
RovnéZ dojde k navyseni nékladd v disledku aplikace hnoje, ktera viak je pro ostropestiec
vhodna, nikoli nezbytna. Pfedpokladany niZ3i vynos semen u extenzivniho zpisobu hospodaieni
v piipadé péstovani ostropestice neni nuzné zohlednit, nebot’ se vétsina autorii domnivé, 7e se

hnojeni této plodiny nema na zvyseni vynosu ptimy vliv,

Ekonomické zhodnoceni navrhované technologie péstovani ostropestice bylo provedeno na
zakladé normativi jednotlivych pracovnich operaci, jez jsou uvedeny v publikaci Normativy pro
zemedelskou a potravinafskou vyrobu vydané MZe CR v roce 2003 Na zakladé norem a cen byly
nejprve stanoveny ndklady praci a vykond na jednotlivé operace provadéné pfi péstovani, viz
tabulka 10. Néklady na osiva a vykupni ceny ostropestice byly uvedeny dle informaci ziskanych

od agronoma pana Grbavéice ze Seva Flora Valtice, s.r.0. Vedkeré ceny jsou uvadény bez DPH.

Tab. 10 - Ndklady na pracovni operace béhem péstovini

Cena Provedeni Naklady
Pracovni operace (K&ha™) (za rok) (K&ha™)
Podmitka (talifovy podmitag) 520 ] 520
Rozmetani hnoje (20 t.ha™) véetn& dopravy a nakladani * 1200 1 1200
Hluboka orba 1350 1 1350
Predset'ova priprava (smykovani a vlageni) 470 1 470
 Seti presnym secim strojem 750 | ] 750
Pleckovani (rotacni plecky na cukrovku) 460 2 920
Sklizeri semen 1750 1 1750
CELKEM 6 960

* 60 K&t rozmetaného hnoje
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Tab. 1l - Ndklady na osivo a hrij

Polozka m.j. | Cenazam.j. (K&) | Polet m.j.ha Niklady (K&.ha™)
Osivo kg 23 8 184

Hnij (nakupovany) t 200 20 4 000
CELKEM 4184

Celkové néklady na péstovani ostropestice marianského extenzivnim zplsobem v ramci

ekologického hospodaieni ¢ini 11 144 K¢&.ha™'.

Dle Grbavtice se primérny vynos ostropestfce pfi intenzivnim zpdsobu hospodateni
pohybuje v rozmezi 0,8 - 1,2 t.ha'. Jeliko? vétsina autorli uvadi, Ze hnojeni na vynos ostropestice
nemd pfimy vliv, je mozné predpokladat, Ze stejného vynosu bude dosaZeno i pil extenzivnim

zpusobu hospodareni.

el

Vykupni cena je v tuzemskych podminkach udavana rovnéz 24 K¢ za | kg drogy, nebot
v soucasné dobé neni u ostropestice vyznamnou mérou podporovano zpenézeni vypéstované
bioprodukce za vy3$si cenu oproti stejné komodité konvenéniho pivodu. Za predpokladu, Ze by
pramérny hektarovy vynos dosahoval rovnés 1 tuny. je uvaZovana trzba z prodeje semen z

Jednoho hektaru 24 000 K¢,
Vynosy = trzby + dotace

V pfipadé extenzivniho péstovani ostropestice mame narok na uplatnéni dotace na plochu
(SAPS), jejiz vyse pro rok 2005 byla 2110,70 Ké&ha', vedle této platby mohu v rdmci
agroenvironmentalni opatienich Horizontalniho planu rozvoje venkova uplatnit narok na dotaci
na ekologicky obhospodafovanou ornou pudu, kterd je v soucasné dobg 3 520 Ké&.ha'', celkové

vynosy z hektaru poté dosahuji 29 631 K.
Zisk = vynosy — niklady

Po odecteni vykalkulovanych naklada od pfedpokladanych vynosti z prodeje semen
ostropestrce a poskytnutych dotaci mize byt dosaZeno zisku ve vysi 18 487 K&.ha™'. Z 5 hektari

obhospodafovanych extenzivnim a zarovei ekologickym zplisobem zisk &ini 92 435 K&.
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Za predpokladu, Ze by bylo pfi extenzivnim zplsobu péstovani vynechéno organické hnojeni,
které je k ostropestici podle nékterych autort vhodné, avsak v praxi se vé&tsinou nevyuziva — dle
Grbavéice ze Seva Flora Valtice nenj v jejich péstebnich podminkach hnojeno organicky ani
anorganicky pfi zachovani vynosu 0,8 - 1,2 tha’ — moh] by byt zisk z hektaru az o 5200 K¢
vy$si, dosahovat by 23 687 K&.ha'.
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3. DISKUSE

koncentracich., U experimentu realizovaného v roce 2004 byl po aplikaci elicitoru ASA v nizké
koncentraci prokdzan oproti kontrole nepatrny pokles obsahy u¢innych litek o neceld 3 %.
Stredni koncentrace ASA hladinu G¢innych l4tek mirné zvysila, a to piiblizné o 8 %, Aplikaci

vysoké koncentrace doglo opét k poklesu obsahy Ucinnych latek, nameéfené hodnoty byly o 15 2%

pokles obsahu ucinnych latek u nizké aplikace elicitoru ASA potvrzen opétovnym nepatrnym
sniZenim, tentokrate o necel4 0,5 %. Vyznamnéjsi nargst pfiblizné o0 22,5 o zplisobila aplikace

stfedni koncentrace ASA, coz znadi i 15 % nargst oproti navyseni u této koncentrace v roce




V predlozené praci je u kontrolni skupiny maloparcelkového experimentu pro rok 2004
zji8téna primérn4 koncentrace obsahu ucinnych latek 47 071,17 pg.g” semena, v nasledném roce
2005 kontrolni skupina rostlin ostropestfce péstovand na stejném pozemku naprosto shodnym
postupem vykazuje tento obsah podstatng nizsi, a to 30 705,92 ng.g' semena. Dle SPITZOVE a
PLACRA (1994) situaci komplikuje skute¢nost, e obsah ucinnych latek v tzv. silymarinovém
komplexu a do jisté miry i jejich vzdjemny pomeér, stejn€ jako biologicka hodnota, zavisi na
stupni vyzrani semen. Podle GROMOVE, et al. (1993) ma vyznamnou rol; pfi tvorbé a sloZeni
silymarinu i délka tvorby a trvani fize rigice listd. Nejvyssi obsah silymarinu je v nazkéach
zvrcholovych dbori. Tim, e pocet uborll na rostling je nizsi a Jejich tvorba prechazi do
teplej$iho a sussiho obdobi, zvIast faze zrani, se obsah silymarinu zvySuje. Jak uvadi ve své praci
PEXID (2004), na rostliny plisobi jako abioticky stresor priibéh pocasi, nadmotsk4 vy$ka, emisni
a imisni stav, piidni zasobenost vldhou & Zivinami, svételné podminky a mnoho dalich faktord
podilejicich se na ristu rostlin. V pfipad¢ tohoto experimentu byl rok 2005 v porovnani s rokem
predeSlym velmi destivy a chladny, coz zapfi¢inilo Spatné dozravani semen a nasledny nizsi
vynos semen a pravdépodobné i niZ§i obsah u¢innych latek. Je tudiz zfejmé, ze vynos drogy a
vytéZnost udinnych latek zéle# na mnoha faktorech, které jsou pfi péstovani pouze velmi malo

ovlivnitelné. Z tohoto pohledu jsou semena ostropestice velice nesourodym materialem.

V porovnani s primérymi hodnotami silymarinu, které stanovili ve své praci na zaklade
rozdilnych terminii seti GROMOVA, et al (1993), v rozmezi 78 000 — 106 000 ng.g’' semena,
jsou hodnoty ziskané v této praci vyrazné nizsi. KVASNICKA, et al (2003) udava primérné
hodnoty v zavislosti na pouzité analytické metodé v rozmezi 18 300 — 21 700 pg.g’ pii analyze
metodou CZE a 35 400 — 42 100 ng.g' za uziti metody HPLC. Tomuto rozsahu plné odpovidaji i
vysledné hodnoty Gginnych latek v pfedloZené praci, které byly stanoveny vyuZitim metody
HPLC. GROMOVA, et al., (1993) rovnéz uddvaji priimérnou hmotmost semen z jedné rostliny
vrozmezi pouze 3 — 4,8 g. Toto tvizeni se nesluuje s mym zjisténim, nebot’ Vynos
maloparcelového experimentu se pohyboval v zavislosti na vySce rostlin mezi 95 -157,5 g z jedné
rostliny. V kazdém twbory bylo pfiblizn& 190 semen, co odpovida zmince SINDELA (1991),
ktery uvadi, ze kazda hlava vyprodukuje asi 190 semen, primér dava 6 350 semen na rostlinu,

semeno vazi pfiblizné 22 mg.
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Na zékladé dosaZenych vynost semen z maloparcelkovych experimenti z plochy 1 m? Ize
stanovit maximalni teoreticky mozZny vynos, a to v rozmezi 3,8 — 6,3 t.ha. Tento teoreticky
vynos pievySuje vice nez o polovinu tvrzeni SPITZOVE (1994). Sklizefi veSkerych zralych semen
je viak ve velkoplosném péstovani technicky neproveditelns. Problémy vyplyvaji z postupného
dozravani a vypaddvani zralych semen. V praxi se dosahuje hektarovych vynosl pouze kolem

I tuny, coZ potvrzuje GRBAVCIC (agronom Seva Flora Valtice, s.r.0.) | KUBINEK (1987).

Diléim cilem predlozené prace je fesen{ technologie péstovani ostropestice marianského
veetné ekonomické kalkulace na péstebni plose | - 5 hektar, a 10 jiZ od vybéru pozemku az po
sklizefi hlavniho produktu. V dostupné literatufe domacich autorii se ekonomikou péstovani
zabyval pouze v roce 1987 KUBINEK. V poslednich letech se zadny z dostupnych autort této
problematice hloubgji nevénoval, SPITZOVA (1997) pouze uvadi, Ze naklady na pestovani jsou
zhruba porovnatelné sjarni obilovinou. P§j primérném hektarovém vynosu 1 t semen
ostropestice je Cisty zisk v porovnani s obilovinou vyssi.

Proto byla v praci dale orientagns provedena finanéni kalkulace na vyrobu a realizaci drogy
ostropestice pfi souasnych cenach pracovnich vykond s pihlédnutim na intenzivni zptsob
péstovani a extenzivni zplsob péstovani i s VyuZitim souéasné finanéni podpory od statu.

Po odeéteni vykalkulovanych nékladd od pfedpokladanych vynosii z prodeje drogy je mozno
dosihnout zisku, ktery ¢inf pfi intenzivnim zplisobu hospodateni 16 936 K&.ha''. (Pti vyuziti
mozné dspory souvisejici s vynechanim hnojeni ostropestice by tento zisk mohl dosahovat a3
18 361 K& ha),

Pii extenzivnim ekologicky zaméfeném zpusobu  hospodaieni mozny zisk ¢&ini
18 487 K¢.ha''. (Za predpokladu, ze by bylo vynechano organické hnojenti, které je k ostropestici
podle nékterych autori vhodné, aviak v praxi se vét&inou nevyuziva, mohl by zisk z hektaru
dosahovat az 23 687 K&.ha).

70




6. ZAVER

Cilem prace bylo ovéfit ucinek foliarni aplikace elicitort na stimulatory rostlinné im unity ve
smyslu zvySeni obsahu G&innych latek v 168ivé rostling ostropestiec mariansky. Za timto udelem
byl zaloZen, veden a vyhodnocen poloprovozni experiment ve spolupraci se Seva Flora Valtice,
s.r.0. a maloparcelovy experiment realizovany v misté¢ mého bydlisté na Benefovsku ve stiednich
Cechéch se tremi riznymi koncentracemi kyseliny acetylsalicylové a kontrolou vzdy v nékolika
opakovanich. Odebrané vzorky semen byly analyzovany metodou HPLC v laboratofich Katedry

obecné produkcee rostlinné a Katedry chemie ZF JCU v Ceskych Budégjovicich,

U poloprovozniho experimentu byl prokazan statisticky vyznamny vliv pilisobenf vEtsiny
blize nespecifikovanych elicitort. Jelikos nemohl byt tento experiment z provoznich divods
spolecnosti Seva Flora, s.r.o. opakovén i v nasledném roce, nejsou vysledky pro praci stézejni.
BliZe nespecifikované elicitory pouZité u poloprovozniho experimentu za spoluprace Seva Flora
Valtice, s.r.o. se jevi jako G&inné. V prevazujicim mnoZstvi elicitory vyvolaly zvySeni obsahu
Ucinnych latek. Doporuguji v opakovaném badani potvrdit & zpochybnit predpoklad, e tyto
elicitory stimuluji tvorbu sledovanych latek v semenech rostliny. Elicitace rostlin témito elicitory

by mohla zabezpetit péstiteltim vyssi efekt z vyroby, odbyt a zpenéZovéani vyrobené produkce.

Dosazené vysledky u ve dvou letech opakovaného maloparcelkového experimentu prokazuji,
ze se obsah sledovanych latek vétsinou linearne neméni se zvysujici se koncentraci uzitého
elicitoru ASA a ve vysledcich se vyskytly rozdilné hodnoty z blize nespecifikovanych pricin.
Aplikace elicitoru ASA o vysoké koncentraci na rostlinu ostropestiec mariansky je zcela
nevhodna, nebot podstatng redukuje obsah a¢innych latek v semenech. Vysoka koncentrace
elicitoru ASA je zfejmé jiz pro ostropestfec toxicka. Vzhledem ke statisticky neprikaznym
zménam v koncentracich téinnych latek v semenech rostliny ostropestiec mariansky po aplikaci
elicitoru ASA je jejich pouZivani ned&inné a ekonomicky neefektivni,

Dle analyzou ziskanych hodnot doglo k vyznamnéj$imu navy3eni obsahu sledovanych latek
pouze po aplikaci stfedni davky elicitoru ASA. Toto zjisténi by bylo zajimavé dale ovérovat. Je

vSak opodstatnéné prihlédnout ke skute¢nosti, Ze veskeré poloprovozni ¢ malkoparcelové
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experimenty nemusi vykazovat dostate¢né objektivni vysledky, a to v diisledku nepfeberného

mnozstvi vnéjsich faktort, které na obsah a sloZeni silymarinu v semenech rostliny ptsobi.

Diléim cilem préce bylo navrzeni technologie péstovani ostropestice maridnského na
péstebni plose 1 — 5 hektaru. Jeliko Je ostropestiec rostlinou znagns plastickou, dobfe konkuruje
plevelim a podle nékterych autorii ma mno¥stvi srazek b&hem kritického obdobi mnohem veEtsi
vliv na vynos plodi ner b&sng pdni podminky a hnojeni, navic Je vhodnou péstitelskou
alternativou  ziskavani lé¢ivych rostlin z ekologického zemédg|stvi, zpracovala jsem a
ekonomicky zhodnotila nejen navrh intenzivni zpUsobu péstovani této rostliny, ale i
ekonomickou kalkulaci pro pfipad extenzivniho zpasobu péstovani.

Na zékladé provedeného ekonomického rozboru v této praci, se i za stavajicich podminek
vresortu zemedélstvi jevi péstovani této vyznamné légivky jako ekonomicky zajimavé a
doporucuji  péstovat ostropestiec  maridnsky rovnéz jako  perspektivni plodinu v méng
intenzivnich zptisobech hospodafeni. V obou pfipadech péstovani navrhuji se maximalne
soustredit na zakladani vyrovnaného porostu a nalezeni co nejvhodnéjsiho terminy sklizné semen
této nestejnomérng dozravajici rostliny, nebot’ Je v praxi dosahovano nékolikandsobné nizsich

vynos(, neZ udava na zakladé mého zjisténi biologicky potencial rostliny.
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8. SUMMARY

The aim of this graduation thesis is a study on the influence of elicitors on the content of
active components in the Milk thistle (Silybum marianum). The present work deals with the
study on the influence of elicitors in order to obtain the highest silymarin content in the plant
for its commercial production for pharmaceutical use.

The main active flavanoids are isosilybine, silycristine, silydianine and taxifoline. The
concentrations of these compounds, excepted taxifoline, are all together usually expressed as
silymarine content. Sylimarin is an antihepatotoxic substance isolated from the dried fruits of
Silybum marianum. The compounds have been shown to protect different organs and cells
against a number of insults.

Before the research were summarized knowledge about origin, botanical characterization,
growth and development and cultivation and production of Silybum marianum.

In this present work were decribed several analytic methods applied for the quantititative
determination of silymarin, the most recent is the detection by high performance liquid
chromatography (HPLC). The content and composition of the active components of silymarin
(flavonolignans) from the seeds of Silybum marianum were analysed using HPLC method in
this graduation thesis. Results of HPLC were correlated with chromatograms.

The present work also deals with proposal for growing in the conditions of Czech

Republic and economic appraisal of cultivation.

Keywords:  Silybum marianum, fruit, silymarin, flavolignans, high performance liquid

chromatography
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Priloha 1:  Rozdil mezi elektroferogramem a chromatogramem extraktu silymarinu stejného

vzorku (KVASNICKA, et al., 2003)
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Priloha 4: Dvouvybérovy t-test s nerovnosti rozptylii

Maloparcelkovy experiment 2004

kontrola proti nizké koncentraci

Maloparcelkovy experiment 2005

kontrola proti nizké koncentraci

Soubor 1

Soubor 2

Soubor 1 Soubor 2

Stf. hodnota 47071,17 45792 825
Rozptyl 28454384 14665383,91
Pozorovani 4 4
Hyp. rozdil
stf. hodnot 0
Rozdil 5
t stat 0,3893497

P(T<=t) (1) 0,356524
t krit (1) 2,0150492

P(T<=t) (2) 0,713048
t krit (2) 2,5705776

Stf. hodnota

30705,9 30513,26667

kontrola proti stfedni koncentraci

Rozptyl 220855834 213163245,8
Pozorovani 3 3
Hyp. rozdil

stf. hodnot 0

Rozdil 4

t stat 0,016015395

P(T<=t) (1) 0,493994548

t krit (1) 2,131846486

P(T<=t) (2) 0,987989096

t krit (2) 2,776450856
kontrola proti stfedni koncentraci

Soubor 1 Soubor 2

Soubor 1 Soubor 2

Stf. hodnota 47071,17 50717,3825
Rozptyl 28454384 50869466,66
Pozorovani 4 4
Hyp. rozdil
stf. hodnot 0
Rozdil 6
t stat -0,8187854

P(T<=t) (1) 0,2221025
t krit (1) 1,9431809

P(T<=t) (2) 0,4442051
t krit (2) 2,4469136

Sti. hodnota

30705,9 37627,46667

kontrola proti vysoké koncentraci

Rozptyl 220855834 25451450,12
Pozorovani 3 3
Hyp. rozdil
stf. hodnot 0
Rozdil 2
t stat -0,763882227
P(T<=t) (1) 0,262375713
t krit (1) 2,91998731
P(T<=t) (2) 0,524751425
t krit (2) 4,302655725
kontrola proti vysoké koncentraci
Soubor 1 Soubor 2
Stf. hodnota 307059  17504,967
Rozptyl 220855834  3426578,3
Pozorovani 3 3
Hyp. rozdil
stf. hodnot 0
Rozdil 2
t stat 1,52674904
P(T<=t) (1) 0,13318639
t krit (1) 2,91998731
P(T<=t) (2) 0,26637278
t krit (2) 4,30265573

Soubor 1 Soubor 2

Stf. hodnota 4707117 40037,57
Rozptyl 28454384 4790659,631
Pozerovani 4 4
Hyp. rozdil
stf. hodnot 0
Rozdil 4
t stat 2,4597437

P(T<=t) (1) 0,0356141
t krit (1) 2,1318465
P(T<=t) (2) 0.0712281
t krit (2) 2,7764509

Je-li t stat > t krit (2) — statisticky vyznamna zména




Piiloha 5: Fotodokumentace

Poloprovozni experiment 2004, Valtice - Seva Flora, s. r. o.

41 ‘."-r - 4 1-“.: A\

stav porostu 28. 6. 2004 stav porostu 18. 7. 2004




vyzrald semena; 18. 7. 2004 motorovy vysavac Partner - Tornddo BW 25




Maloparcelkovy experiment 2005

zaloZeni experimentu; 29. 4. 2005 stav porostu 28.5.2005

prvai aplikace elicitorii; 21. 6. 2005




AR - o N
PR = W

-

druha aplikace elicitorii; 11. 7. 2005 stav porostu 11. 7. 2005

detail kvétu stav porostu 25. 7. 2005

tieti aplikace elicitorii; 1. 8. 2005 faze zralosti; 6. 8. 2005




