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1 Uvod

Papaver somniferum(méak sety) je rostlina, kterou jsme si se studauntk

Veronikou Cincibuchovou vybraly jako objekt zajmash diplomové prace.

Rostlina pivodreé pochazi z fedoasijského centra (z Malé Asie, Irdnu a
Turkmenie). Z Asie, zejména Afghanistanu, pochérit veSkeré mnozstvi, které se
spotebuje k vyrok nelegalnich omamnych latek. Jiz v 5. tisicilatim |. se z maku
vyrakilo opium.Recky Iékd a filozof Galénos povaZoval opium za nej&ji ze viech
tehdy znamych lék ktery je zarovié nebezpeény a @i predavkovani mize zmisobit

smrt (1). V Evrop se mak produkuje pro farmacii i potravisii.

V Ceské republice se makisiuje od nepatti. Mak sety byl a je dlezitym
exportnim artiklem (2)Ceska republika p&tmezi velké producenty méaku setého. Mak
sety zde ma uplatni v domacnostech a pekarnachast rostliny se zpracovava pro
olej.

Mezi zakladni pedpoklady, které mohou zvysit produkci &init péstovani
maku velmi vynosnym, piit

Dosahnout optimalniho ptu vysoce produktivnich rostlin na plosné jednotce.

UdrZzovat pozemek nezapleveleny a zbavit se Uporpjeveli, zejména dch,
jejichz semena se obtiZae sklizeného maku setého odstra

* Vyvarovat se zbytamych ztrat pi sklizni, véetné poSkozeni semen.

* Vyvarovat se Bhem gstovani i skliz& a poskliziové Upravy moznosti, které by
mohly zpisobit hygienické zavady na sklizeném produktu fnapbsah
nezadoucich latekfpdtasné Zluknuti atd.) (2).

Mék sety je rostlina starého kulturnihévodu, dnes s mnoha kultivary. Plodem
je kulovita tobolka {ili makovice), ktera obsahujgetna, mala semena. 8snalkaloid
se ziskava pod ozéenim opium, coz je vlasinzaschla mléna $ava z nédznutych
nezralych tobolek nebo ziskana izolaci z makov@)y Makovinou se rozumi nadzemni
¢asti maku setého krafisemen (4).



Cesky Iékopis 2009 obsahujganky Opium crudum, Opii extractum siccum
normatum, Opii pulvis normatua Opii tinctura normata Pojem ,,opium” pochazi z
feckého slova oposti@va) (1). Makovina obsahuje g% 1,2 % opiovych alkaloid
tirebaze surové opium jich obsahuje az 14 %, je makg¥esto ekonomicky vyhodnou
surovinou (5). Hlavnimi alkaloidy jsou morfin, kadea papaveri§3). Tyto alkaloidy se
pouzivaji bd’ samostat¥y nebo v kombinaci s dalSimi latkami. Ty se pakZieaji v
analgeticky jpsobicich hromadn vyrakénych I&€ivych pripravcich. Morfin byl ze
surového opia izolovan poprvé v roce 18@ackym lékarnikem F. Sertiirnerem a od

té doby nabyl v medicénvelkého vyznamu (1).

Pro farmaceutickédaely je snaha dosahnout co n#giho zastoupeni alkalaid

Vyskyt a obsahové zastoupeni alkatog® v fiznych odédach maku lisi.

Pro potravingské &ely se pouzivaji semena asfuji se odidy s jejich vysSim
vynosem a lepSi chuti. Pro farmaceutické vyuzitisjgrodatny obsah alkaloid
v makoviré. Z pozadavit jednotlivych od¥tvi plyne, Ze se ¢stuji rozdilné odidy.
Makovina z potravingkého maku ma take dity obsah alkaloid a je farmaceutickym

praimyslem vykupovana, ale sanfegn¢ za nizSi ceny.

Finartni naklady na gstovani se neustéle zvySuji. Chemickpravky k hubeni
nezadoucich organizin(pesticidy) pedstavuji dnes vzhledem k velmi rae$iému
uzivani vazné nebezgiepro Zivou pirodu. Riziko spoiva zejména v moznosti jejich
nevhodné aplikace, ktera vede k otravam necilovgahaniznii a k hromadni
jedovatych latek ve vad padé, rostlinnych a zZivdiSnych organizmech a jejich
pronikani do potravnictetzci (6). Na vyznamu nabyva biologicka ochrana rostlin.

Na nas pokus byl pouzitijpravek Polyversum obsahujiiythium oligandrum

je to houbovy mikroorganizmus bojujici proti fytapgennim houbam.



2 Cil prace

Cilem teoretick&asti bylo zmapovat nové informace o problematiestquvani
méaku, obzvl&S vyuZziti biologické ochrany rostlin a seznamit s@oZadavky na

péstovani maku setého.

Cilem experimentalniasti bylo owtit schopnost biofungicidniho ffpravku
Polyversum bojovat proti patogennim houbam, zjistito vliv na produkci alkaloid
v makovicich maku setého za pouziti é8eych a neoSinych (kontrolnich) odid.
Dale zjistit, jaké jiné faktory maji vliv na vynasstlin maku setého, a z&fit se na

zpasoby prevence ochrany rostlin maku setého.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Biologie maku setého

3.1.1 Morfologie maku setého

odctleni: Magnoliophyta

tiida: Magnoliopsida

podtida: Ranunculidae

fad: Papaverales

celed’: Papaveraceae

rod: Papaver

druh: Papaver somniferuro. (autor Carl Linné) (3)

Mé&k sety je bylina jednoleta. Lodyha jéimpa, zpravidla jenom jedna. Ky
jsou jednotlivé, na dlouhych stopkach, koncové, jak® s volnymi, dvogetnymi
obaly. Kalisni listky jsou dva, korunni listky (2+Bou bilé az fialové. Tynek je

mnoho. Semenik je svrchni (5). &ri vzorec:2* K2 C2 +2 Ao G() (3).

Obrazek 1: K¥t maku setého

10



Plodem je kulovita tobolka (makovice). Semena jsmgastji modroSeda,
mohou ale byt i Zlutd, bila, Bda acernd. V semenech je obsazen olej (1). Semena

maku jsou ledvinovitého tvaru, dlouha jsou asid@z@.,5 mm (7).

Listy jsou stidavé, s podlouhlym az vé#ym tvarem, maji zubaty zvémy okraj.
(1). Nejwtsi listovou plochu po vytieni stonku miva rostlina v délivorby tobolek

8).

Stava ziskana rfazavanim nezralych makovic se nazyva opiubatex
papaveris, Opium crudumObsahuje ze 75 % latky typické pro wmé $avy (sliz,
kawuk, pryskyice). Zbylych 25 % pojimaji alkaloidy morfinovéhopapaverinového

typu, dale i organické kyseliny (kyselina i@, mekonova, opianova) (1).
Mak se gstuje ve dvou zakladnich typech (mak opiovy a nexkenny) (9).

Rod Papaver zahrnuje i dalSi druhy, indpapaver setigerunftaké produkuje
morfin), Papaver bracteatunfozna&ovany jako thebainovy mak, neprodukuje morfin),
Papaver rhoeagjednolety plevel, \CL 2009 uvedertlanek Papaveris rhoeados flps
(3, 10).

3.1.2 Pozadavky méaku na prostedi

Mak nepozaduje Zadné zvlastni pozadavky na f@maistu nas ho lze U&fe
péstovat gedevsim v brambotfské arepaské vyrobni oblasti. iesto ale velmi citlig

reaguje na nevyrovnanost a odchylkyid@ vyzivé a na powtrnostni podminky (2).
3.1.2.1 Switlo

Nedostatek sstla se na maku projevi celkovym oslabenim, snizemyjmosu
semen i niz§im obsahem alkalbid tobolkach. Zadouci je teplé a slidné paasi
v obdobi kveteni a v déldozravani tobolek. Stlo nema na vlastni Kéni vliv, ale na

jiz vykli¢ené rostliny maku ma vliv velmi silny (2).
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3.1.2.2 Teplota

Teplota je rozhodujicim faktorem pro déhi semene maku.riRteplog 10 °C
semena vyklii béhem 5 az 6 din pri teplo® 18 az 20 °C &hem 3 az 4 din DalSi
zvySeni teploty rychlost Kiéni jiz podstaté nezrychli, ale snizi Klivost. Naroky na
teplo se Bhem vegetace &ni. Do doby rychléhotistu snasi nizké teploty. Vzchazejici
rostliny hynou pi -6 az -8 °C. S nastupem rychléhstu stonku odolnostiéi nizkym
teplotam prudce klesa. V dalSich fazigbtu je uz mak na teplo narmy (2).

3.1.2.3 Voda

Rostlina poZzaduje vlidhu od vzejiti az do rastky poté se poZadavky na vidhu
zmensuji. Celkové naroky na vodu stém vegetace odhaduijiilplizn¢é na 250 az 350
litrd na 1 nd pii jarnim vysevu, i podzimnim vysevu se o 50 litzvySuje. Nadrrné
vlihko a teplo v dob vzchéazeni je vhodnym préstlim pro Seni houbovych chorob na
mladych rostlinach (2).

3.1.2.4 Puda a ziviny

Nejlépe se rostlih dati v nezamokené, vapnité, humoézniagé (1). Mladym
rostlindm, obzvla$ pii vzchazeni, Skodi tuni Skraloup, proto by se mak n&m

péstovat na pdach se sklonem ke korgat (2).

Padni reakce by se #a bliZit neutralni a fda by ngla mit dostatek zékladnich
Zivin, hlavre drasliku a fosforu. Fosfor rigsgji limituje vyuziti ostatnich Zivin, to se
nakonec projevi ve vysi vynosu semen i makovic.madé zasobeni dusikem zhorsuje

nékteré znaky a vlastnosti rostlin méku, které jsegadouci pro tvorbu vynosu (2).

3.2 Agrotechnika maku

.....

aby pida nela drobtovitou strukturu.
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Mék se doportuje vysévat na stejném pozemku &tgiletych az ptiletych
cyklech. Je ndjpustné mak zasit pagdplodirg, ktera byla oSétna herbicidy, jejichz
rezidua by mak poskodila. NejlepStedplodinou pro mak jsou okopaniny nebo

luskoviny a jeteloviny. Mak se zaséva brzy na j&).

Mak sety se vyséva di@adki, které jsou od sebe vzdaleniébpzné 30 cm (1).
Predpokladem rovno#smného vzchazeni maku setého jélkg vysev do hloubky 1 az
1,5 cm (2). KdyZz mak vytud 3 az 4 listy, vyjednoti se nadalenost asi 10 az 15 cm
nebo se ponechaji 2 az 3 rostliny u sebe a jedgoskupinky se vyjednoti na

vzdalenost fiblizn¢ 25 cm (1).

Jako doptkovy zasah p péstovani maku se pouziva chemicka ochrana proti
pleveiim. Je nutné&idit se kazdoréné¢ schvalovanymi metodickymifuckami pro
ochranu rostlin, pouzivat pouzéigravky pro mak povolené a dodrZzovat hygienicka
narizeni a opdeni. Semena maku se konzumigéto bez zvlastni Upravy, a proto jsou
zbytky herbicidi nezadouci (2).

3.3 Vyznam maku setého

Méak se vyuziva pro izolaci farmaceuticky vyznamnytitek. Je také
vyhledavanou pochutinou. \eské republice fevlada gstovani maku na semeno,
makovina jako vedlejSi produkt secasti vykupuje jako surovina pro farmaceuticky

pramysl.

Opium ma Siroké pouziti. Pouzivd se jako analgetikusedativum,
antidiarhoikum atd. Hlavnimi alkaloidy jsou morfirkodein a papaverin. Jejich
schopnost tlumit bolesti ifprozsahlych poraimich se vyuziva v chirurgii, ve viitim
leékarstvi se uplatuji pii tlumeni bolesti $ Zlucnikovych a ledvinovych kolikach a

u rakovinovych onemoeni. (5).

Jako opioidy se ozwiaji latky, které jsou schopnéugobit na organismus
prostednictvim opioidnich receptibr Za opiaty jsou povazovany latky, které maji

podobnou chemickou strukturu jako morfin (12).
13



Problém se zneuzivanim opia staleisti. Nej@tSim nelegalnim producentem
opia je Afghanistan, kde Spojené narody nyni ragjisb milion amrti souvisejicich
s opiaty vice nez vipdchozich letech (13). Druhym a&etim nejvyznamgsim

producentem opia je Barma a Laos (14).

V Ceské republice je zneuZivani navykovych latek chrérzdkonem. Osoby
péstujici mak sety nebo konopi na celkové plo&&iveZ 100 rhjsou povinny podle
zakona ¢. 167/1998Sb o navykovych latkach, ust§ 29 gedat hlaSeni misén
piisluSnému celnimu organu podle mistatpvani pisemhnebo v elektronické podéb

podepsané zagenym elektronickym podpisem (4).

3.4 Obsahové latky maku setého

NejvyznamuijSi obsahové latky jsou alkaloidy. Alkaloidy jsceksindarni
metabolity. Jsou to dusikaté steminy (&tSinou heterocyklické), vyskytuji se hlavn

/////

Alkaloidy vznikaji z aminokyselin. Rostlinaétginou obsahuje jeden hlavni
alkaloid a ten je doprovazeadou alkaloid vedlejSich (16). Mnoho alkalaide velmi

toxickych.

Druh Papaver somniferunprodukuje piblizn¢ 80 alkaloidi zaazenych do
raznych tetrahydrobenzylisochinolinovych skupin (1J¢dnuctvrtinu surového opia

tvori alkaloidy s organickymi kyselinami. Izoluji sepia i makoviny
Mak obsahuje ifedevSim tyto typy alkaloid

* morfinanové (fenanthrenové) morfin, kodein, thebain, neopin, pseudomorfin,
hydrokodein

* benzylisochinolinové  papaverin, laudanin, laudanosin, laudanidin,
papaveraldin , paladin, kodamin

» ftalylisochinolinové: narkotin, narcein, nornarcein

e protoberberinové: berberin

14



» tetrahydroisochinolinové: hydrokotarnin
» protopinové: protopin, kryptopin
» aporfinové: korytuberin, magnoflorin, isoboldin, papaverrulghaudin

» alkaloidy neznamé struktury: lanthopin, papaveramin (18).

Papaver somniferunprodukuje krond alkaloidy i dalSi latky, nap kyseliny
(jantarova, jabléend, citrébnov4, octova, migd), tuky, sacharidy, pryskge, vosky,

slizy, bilkoviny, polypeptidy a aminokyseliny (18).

HO, HyC
CYP80
(S)N-methylcoclaurine
" NH on NCHy hydroxylase
" —>
L-Tyrosine —»—>—> — " NADPH, 0,
H H
{S)-Norcoclaurine (S)-N-Methylcoclaurine (S)-3- Hydroxy -N- Melhylcoclaurine

H3CO, Hy
Salutaridine ~ OM O NCH;§ NCH.
synthase OH oH !
— +——p -« —
‘ A7 " om o Ners on ) on
HyCO HyCO O
H,C

o OH HyCO .
Salutaridine (R)-Reticuline (R)-Reticuline (S)-Reticuline

H4CO H4CO.

Morphinone

© Obrazek 2: Syntéza alkaldignaku setého (19)
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3.4.1 Morfin

Systematicky nazev morfinu je JoBa)-7,8-didehydro-4,&-epoxy-17-
pro I&bu akutni a chronické bolesti (21). Byl izolovarroce 1803 #&meckym
lékarnikem Sertlirnerem (22). Morfin svou struktunoapodobuje latkyétu viastni
natolik, Ze dokaze vstoupit do interakci s recgptoa které se za normalnich okolnosti
vazi latky tlu vlastni. Hlavnim ginkem je silné analgetick&pobeni (23). V 70. letech
byly objeveny ii typy receptoi pro opioidni latky. Tyto receptory vedly
k prozkoumani latekétu viastnich, které se na tyto receptory vazi (&adkey, dynorfin,

B endorfin). Jsou to latky oztavané jako endogenni opioidni peptidy (24).

Morfin neni konénym metabolickym produktem. éBem vyvoje se morfin
metabolizuje. Tato ifgmena probiha hlawh v makovire. Metabolizované formy

morfinu jsou pemistny do semen (25).

Hlavnim zdrojem je makovina. Z&aa ¢ast morfinu se i@vadi na kodein

methylaci fenolického hydroxylu v poloze 3.

Zakladem struktury je morfinan. Aminovy dusik veoé 17 je terciarni. Ve
strukti'e morfinu jsou i kyslikové atomy. Jeden kyslikovy atom je &asti
heterocyklu, druhy kyslik je se¢asti fenolické skupinyjeti kyslik je sotasti skupiny
alkoholickeé.

Biosynteticky je morfin odvozen od aminokyselinydyinu (26).

16



Obrazek 3: Strukturni vzorec morfinu, nakreslermagramu ChemSketch

Morfin je souwasti I€ivych pfipravki, nag. Morphin Biotika 1% injekni
roztok, Sevredol potahované tablety (27).

3.4.2 Kodein

Kodein pati také mezi hlavni alkaloidy opia. Pouziva se &rtiSkasle (16).
Alkylaci fenolické hydroxyskupiny je analgetickégobeni tohoto derivatu morfinu
znané oslabeno. Inhibice centra pro kasastava vSak zachovana (23). Systematicky

nazev kodeinu je (B6a)-7,8-didehydro-4,5-epoxy-3-methoxy-17-methylmoafin6-ol

(20).

CHa
!
N

Vs H

ate
e
OH

Hat -0

Obrazek 4: Strukturni vzorec kodeinu, nakreslepoogramu ChemSketch

Kodein je sodasti I€ivych pripravki, naf. Codein Slovakofarma tablety,
Korylan tablety, Panadol Ultra tablety (27).
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3.4.3 Papaverin

Papaverin je benzylisochinolinovy alkaloid. Dnes pi&evazr pripravuje
synteticky (20). Papaverin se v rostlimyskytuje ve velmi malé e nebo dokonce
chybi. VSechny kysliky papaverinu jsou methylova(g&3). Systematicky nazev
papaverinu je 1-(3,4-dimethoxybenzyl)-6,7-dimethegghinolin (10). Byl prakticky az
do ficatych let jedinym pouzivanym spasmolytikem muekwapniho typu (29).
Papaverin se pouziva kCEni Keci gastrointestinalniho traktu a Zwych cest.

HsC-O

HsC—O
H,C—O N
H3C_O /

Obrazek 5: Strukturni vzorec papaverinu, hakresiepmgramu ChemSketch

3.4.4 Narkotin

Narkotin (synonymum noskapin) zesiluje analgetidkinek morfinu, tisi kaSel,

vyrabsji se z gho dalSi derivaty {sobici jako hemostatik&ipléloZnim krvaceni (16).

Systematicky nazev narkotinu je (3S)-6,7-dimeth8xy5R)-4-methoxy-6-
methyl-5,6,7,8-tetrahydro[1,3]dioxolo[4,5-g]isochim-5-yl]isobenzofuran-1-(3H)-on
(10). Neni sotasti I€ivych pripravki.
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HC

\
CHs

Obrazek 6: Strukturni vzorec narkotinu, nakreslepoogramu ChemSketch

3.4.5 Thebain

Analgetickad dinnost thebainu je zanedbatelnd, je v3ak cennooviswu pro
piipravu tzv. polysyntetickych morfinar(20). Je hlavnim alkaloidem maku listenatého.
Pti biosyntéze alkaloitl maku se nejdve tvai thebain, ktery se postuprlemethyluje
na kodein a posléze na morfin (16). Systematickgenahebainu je 4¢bepoxy-3-

methoxy-17-methylmorfinan-6-on (10). Thebain nemicgsti I€ivych piipravka.

Obrazek 7: Strukturni vzorec thebainu, nakreslepéogramu ChemSketch
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3.5 Faktory ovliviiujici produkci alkaloid @

Tvorba alkaloid maze byt ovliviena mnoha faktory, protozZe rostlina reaguje na

stresove podity, které na ni fisobi.

Syntéza morfinu sikh podléha psobeni vijSiho prostedi, hlavi vlivu
klimatickych podminek (30). Vyskyt alkalaiddale z&visi nagstované odrdé maku,
obsahu organickych a anorganickych latekagiépa ovzdusSici zpisobu gstovani.

Snizeni vynosu e byt zapicinéno také pozdnim vysevem (18).

e

Nasledujici pehled uvadi nejilezit¢jSi stresové faktory, se kterymi se rostliny

v prirodé setkavaji.
3.5.1 Abiotické faktory

3.5.1.1 fyzikalni:
* mechanické &inky vétru
* nadnerné z&eni (UV, viditelné)

* extrémni teploty

3.5.1.2 chemicke:
* nedostatek vody a kysliku
* nedostaténé mnozstvi Zivin v dé
* nadbytek ioni soli a vodiku v fd¢
» toxické kovy

* jedovaté plyny ve vzduchu

3.5.2 Biotickeé faktory

e Zivocichové (spasani, porami)
e patogenni mikroorganizmy (viry, bakterie, houby)

« vzajemné ovliviovani (alelopatie, parazitizmus) (31)
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3.6 Makrofenologicka stupnice BBCH

Je systém pro jednotné kbédovaniistovych fazi jednatloznych a
dvouctloznych rostlin. Tato stupnice byla v diplomové@naouzita k uteni vhodného

stadia pro aplikaciipravku Polyversum.

Faze | Charakteristika r iistové faze

00 |suché semeno

01 | pocatek bobtnéni semen

03 konec bobtnani semen

05 kotinek vystoupil ze semene

06 | prodluZovani kiinka, tvorba kdenovych viask

11 | prvni pravy list, par list nebo peslen je vyvinuty

12 2 praveé listy, listové pary nebdgsleny rozvinuty

13 |3 pravé listy, listové pary nebdgsleny rozvinuty

14 |4 pravé listy, listové pary nebdgsleny rozvinuty

15 |5 pravych lisd, listovych pait nebo pesleri rozvinuto

16 |6 pravych lish, listovych paii nebo pesler rozvinuto

17 |7 pravych lish, listovych pait nebo pesleri rozvinuto

18 |8 pravych list, listovych pai nebo pesleri rozvinuto

19 |9 nebo vice pravych ligt listovych paii nebo pesleni rozvinuto

21 | prvni postranni vyhon viditelny

22 |2 postranni vyhony viditelné

23 |3 postranni vyhony viditelné

24 |4 postranni vyhony viditelné

25 |5 postrannich vyhanviditelnych

26 |6 postrannich vyhanviditelnych

27 |7 postrannich vyhanviditelnych

28 |8 postrannich vyhanviditelnych

29 |9 nebo vice postrannich vyhowiditelnych

31 |stonek (fizice) dosahl 10 % koxiré délky (kon&ného pameru)

32 |stonek (fizice) dosahl 20 % koxiré délky (kon&ného paméru)

33 |stonek (fizice) dosahl 30 % kokiré délky (kon&ného paméru)

34 |stonek (fizice) dosahl 40 % koxiré délky (kon&ného pameru)

35 |stonek (fizice) dosahl 50 % kokiré délky (kon&ného pameru)

36 |stonek (fizice) dosahl 60 % kokiré délky (kon&ného paméru)

37 |stonek (fizice) dosahl 70 % koxiré délky (kon&ného paméru)

38 |stonek (fizice) dosahl 80 % koxiré délky (kon&ného pameru)

39 |stonek dosahl koreé délky, nebotzice kon€ného ptiméru

41 |skliditelné vegetativndasti rostliny se zdnaji vyvijet
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43

skliditelné vegetativnéasti rostliny dosahly 30 % ko&eé velikosti

45 | skliditelné vegetativndasti rostliny dosahly 50 % ko#eé velikosti

47 | skliditelné vegetativndasti rostliny dosahly 70 % ko#eé velikosti

49 | skliditelné vegetativndasti rostliny dosahly korkaeé velikosti

51 |viditelné kwtenstvi nebo kitni poupata

55 | prvni jednotlivé kéty jsou viditelné

59 | prvni korunni platky viditelné

61 |pocatek kveteni: 10 % ki oteenych nebo 10 % kvetoucich rostlin

63 |30 % kwti otewrenych nebo 30 % kvetoucich rostlin
plny kwét, 50 % kwti otewenych nebo 50

65 |kvetoucich rostlin, prvni korunni platky
opadavaji

67 |dokvétani, ¥tSina kwtnich platki opadlych nebo zaschlych

69 |konec kveteni, viditelna nasada piod

71 | malé plody viditelné, nebo plody dosahly 10 % kovgevelikosti

73 | prvni plody dosahly korimé velikosti, nebo plod dosahl 30 % koné velikosti

75 |50 % plodi dosahlo konéné velikosti, nebo plod dosahl 50 % koné velikosti

77 |70 % plodi dosahlo konéné velikosti

79 | témef vSechny plody dosahly ko#eé, pro druh nebo otldu typické velikosti

81 |potatek zrani nebo vybarvovani ptod

85 | pokratilé zrani nebo pro druh nebo ddu typické vybarvovani plad

88 |plody za&inaji mtknout (druhy s duznatymi plody)

89 plna z,rallo§t, plody jsou pépro druh nebo oddu typicky vybarvené, gaitek
opadavani plodl

93 |listy za&inaji meEnit barvu nebo opadavat

95 |50 % listi zmenilo barvu nebo opadalo

g7 |konec opadavani listrostliny nebo jejich nadzemaasti oduntiely nebo jsou
v deformaci

99 |sklizené produkty (v této fazi se sklizené nebadé&l/ané produkty odeii)

Tabulka 1: Mezinarodni makrofenologicka stupniceopgvych fazi BBCH (32)
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3.7 Skidci maku

3.7.1 Krytonosec korenovy (Stenocarus ruficorniy

Poskozuje zejména vzchazejici makeZzimuje jako dosflec v pidé a na jae
migruje na vzchazejici porosty maku, kde Skodinzir&amiky kladou vajéka do
vyhlodanych dutinek v pletivu na spodni strdisti, larvy se vylihnou do tydne. 8y
cyklus zakonruji na kadenech maku. Kukli se vigé a po 14 dnech se z nich vylihnou
brouci. Je to suchomilny a teplomilnytéice (33). Skodi#avymi larvami na kéenech
mladych rostlin. Sil& poSkozena rostlina vadne, Zloutne a posiuwgysycha. Pokud
jsou napadeny keny, chemick& ochrana jiz neniil Gcinna (2). Nebezp# silného

poSkozeni zmenSujasné vysevy a vSechny zasahy urychlujist rostlin.

© Obrazek 8: Dosflec krytonosce kienového (34)
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3.7.2 Krytonosec makovicovy(Neoglocianus maculaalba

Je vaznym Skdcem na tobolkach maku, typicka je prha bila skvrna na bazi
tmavoSedych krovek. Vyvijejici se larvy vyZirajiittni piihradky a brani tak vyvinu
semen (2). Larvy vylézajici z tobolky tfatvory, které nasledrbyvaji vstupni branou

pro patogeny hub, n&ppro helmintosporidézu. Z&&na semena jsou znehodnocena (35).

3.7.3 MSice makova(Aphis fabag

Pivodcem je Aphis fabae.Napada listy, ksty i tobolky. Sanim poSkozené
rostliny se svinuji, ostatni napadegdsti jsou zdeformované a rostliny oslabeni&. P
silném napadeni pokryvaji kolonie msic vetiésti tobolek, v nichz se tilomérécenna
semena (2).

Obrazek 9: MSice makova na rostlimaku setého
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3.8 Choroby maku

NejzavazijSi choroby maku jsou helmintosporidza, pliseakova, srdé&ova

hniloba a spala maku.

3.8.1 Helmintospori6za

Pavodci se ozné&uji Dendryphion penicillatuna Pleospora papaverace®iive
vzZity nazev fivodce Helmintosporium papaverisdnes jiz neplati (36).
Helmintosporidza je nejzhoulsi chorobou. MiZe snizit vynosy semen az o 80 % (2).
Siti se z posklitovych zbytk, ale také infikovanym semenem, kde jsou Kkonidie
zachycené na povrchida griznivych podminek mycelium z koniditgroste na élozni
listky, nebo napadne mladé rostlinky, kter&mi zntit. DalSi vyvoj probiha na listech,
které nasledkem chorobygutasré usychaji. Napadeny mohou byt i tobolky, kde je
chorol# vstupni branou poSkozeni makovic,igpbené krytonoscem makovicovym.

Houba se tak i¥e dostat az dovititnakovice a znehodnotit semena méaku (37).

Houba napadéa vSechggsti rostlin po celou dobu vegetace. Choroba séawej
projevuje v dob rychlého fistu rostlin v podob hnédych, pozdji cernych skvrn a
modraternych prouzi na stoncich. Napadené tobolky byvaji mensi, oljjeseuna nich
tmavé Sedozelené plstnaté povlaky. Uwvridbolek jsou nevyvinutd, zdeformovana
semena, spojend vatovymi shluky mycelia houby (2).
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Obrazek 10: Helmintospori6za na listu maku setého

3.8.2 Plisai makova

Jako pivodce se ozraje Peronospora arborescenBrenasi se semenem. Listy
secasto svinuji a jsou zkatené. Projevuje se v podblilutohrédych skvrn na spodni
strarg¢ listi v obdobi pizemniho i#istu. Skvrny na spodni strasednou, objevuji se
nafialowlé povlaky houbového mycelia (2). Je na rostlindwhku nejlépe patrna
v dobke zradni makovic. U napadenych rostlin se deformtgeek pod tobolkou. Stonek
¢erna a je pokrouceny. Na povrchu stonku je poviakidiofori. Pliséi Peronospora
arborescensmapada také listy a #pobuje jejich usychani (37).

Nekdy neni snadné rozliSReronospora arborescersd Peronospora cristata,
protoZe maji skteré spoléné znaky a napadaji podobné hostitele (38)}Sia rostlin
se systémovou infekci umira jestevyzrala. Rostliny s topickou infekctgivaji, ale
maji mensi vaist, mensi semena a jejich vynos je minimalni (39).
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© Obrazek 11: Plisemakova (40)

3.8.3 Srdéckova hniloba

Je zmsobena nedostatkem béru wdd. Nemocné rostliny se opdiji v rastu,

nejmladsi rostliny hednou. Poupata Rdnou a posléze odumiraji. Prevencecsppve
zvySeni obsahu béru gk (2).

3.8.4 Fyziologicka spéala maku

Objevuje se na slévavychugach se Skraloupem. Rostliny jsou nastedn
napadené houbovymi chorobami a vznika zaSkrcetdnkwého ktku u vzchazejicich
rostlin. Rostliny padaji a hynou (2).
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3.9 Odrady maku seteho

Rozliduji se jarni a ozimé adly maku. VCeské republice se dav&egnost
jarnim odfidam, nap. Orfeus. Z ozimych odd lze jmenovat Zeno 2002. PouZzivani
jarnich odéd na podzim je rizikove, protozZe jim hrozi vymrzinyhoda ale spiva
v lepSim pekonavani jarnich strésnagiklad sucha (41).

Dlouhodobym zamrem je vySlechtit mak univerzalniho typu s vysokym

vynosem semene, konkrétni barvy a vysokym obsaltatomli v makovicich.

V ramci této diplomové prace byly sledovanyadridy (Orfeus a OPP-13).

3.9.1 Orfeus

Orfeus je odida ukena k produkci semen modré barvy a makoviny pro
farmaceutické &ely. V registrénich zkouskach SR dosahla vynosu semen 101,8 %
vzhledem ke kontrolnim odidam Opal a Major. Jeisdre rany, stedré vysoky, dolbe
odolny proti poléhani. Obsah morfinu v makayvja 0,40 % (42).

Pro tuto odiidu je charakteristicky #dni az nizSi obsah morfinu. Je odgn

k houbovym chorobam (43).

3.9.2 OP-P-13

Je odiida s niz§im obsahem morfinufestre odolna k houbovym chorobam.

Tato odfida zatim neni registrovana (43).
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3.10Tézke kovy v maku

Po producentech maku setéha:asto pozaduje prokazani obsaéitkich kow,
piedevsim kadmia, zinku a olova. Mak ma totiz vellsmhopnost kumulacezkych
kovi z pidy, zejména zmimeého kadmia a olova. MnoZsteichto prvki je sledované.
Ke kontaminaci pd dochazi firozenym obsahem cizorodych pivkv padé a

atmosférickymi depozicenfiL1).
3.11Biologicka ochrana rostlin

Mak je velmi citlivy na rezidua chemické ochranyelficidi, fungicidi,
insekticidi). Proto se neustale hledaji metody jak k ochnarstlin, tak ke zvySovani
produkce. Biologicka ochrana rostlin je Setrnaswoiimu prostedi a ma nizkou nebo

nulovou toxicitu k necilovym drutm (44).

Biologicka ochrana znamena pdtaani SkKidci pomoci jejich pirozenych
negatel (mikroorganismy, cizopasnici napadajicidiie, dravci, opylova). VétSina
odborniki dnes povaZuje biologickou ochranu za ekologickgidnicky i ekonomicky
nejvhodréjSi metodu potléovani Skidca (6). Biologickd ochrana rostlin parbe
kulturam, aniz bychom se museli zabyvat jedovatghvitky latek. Rispiva se tak ke
zdravému istu rostlin, ale také k ochranzivotniho progsedi (45). Z&kladnim
piedpokladem usné prace je znalost ekologickych ndro& spravného po&rnu
Skiadci a jejich girozenych nefatel (6).

V naSem experimentu byl pouZitfipravek Polyversum, obsahujici spory
Pythium oligandrum jako aktivni komponentu (parazitickou houbu), kter&ostling

indukuje obranné reakce (46).

3.11.1Polyversum

Zakladnim mechanismemciaku je mykoparazitismusPythium oligandrum
napada fytopatogenni houby, enzymaticky rozklagiéhjenycelia, sklerocia a takto

ziskané ziviny vyuziva pro vlastni vyzivu. Krértoho produkujgrotein oligandrin, ten
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v rostlinach navozuje fpozenou odolnost proti foliarnim houbovym chorob{T).
Nepredpoklada se, Zze byythium oligandrumprodukovalo toxiny, které byugobily
proti jinym houbam (48).

Pythium oligandrunje &inny proti houbovym chorobam keni a nadzemnich
¢asti rostlin. Hyfy houby mohou penetrovat Btmou sénou patogena (49PRythium
oligandrum (inkuje proti patogennim houbam 2z fodPhoma, Sclerotinia,
Phytophthora, Botrytiskrome toho indukuje zvySenou odolnost rostlin k houbovym

chorobam, jako jsou napAlternaria brassicae, Peronospora, Helmintospori(#i).
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4 Experimentalni ¢ast

V ramci této diplomové prace bykEgtovan mak v Botanické zahgatécivych

rostlin i Farmaceutické fakutv Hradci Kralové.

V experimentu byly sledovany 8dwdridy maku setého (Orfeus a OP-P-13).
Kazda odida byla ve dvou variantach (ofmta/neoséena pipravkem Polyversum

obsahujicim houbRythium oligandrum Kazda varianta tha tii opakovani.

Paralel# se mnou pracovala kolegyiVeronika Cincibuchova, ktera sledovala
dvé jiné odifidy (Lazur a Orbis). Vysev byl uskdt@n na jednom poli, které bylo
rozdsleno na 24 mensich zahotparcel). Kazdy zahon ¢hrozlohu 10,4 ry

V prab¢hu vegetace rostlin se objevili ®lci krytonosec kienovy a msSice
makova. Krytonosec Kenovy se na rostlinach objevil 30. 4. 2012 a k jetahutnému
rozmnozeni doslo 4. 5. 2012. Také choroby helmpuaéza a plise makova napadly

rostliny maku. Proto byl vyhodnocen i stugeostizeni maku chorobami.

4.1 Vysev

Semena poskytl Vyzkumny Ustav olejnin Opava. Semmigy/la ped vysevem

morena ani insekticidhoSetena.

Na poli, na kterém byl mak vyset, byl rokedtim gstovan ndsicek zahradni.
Pida nela pH 7,1. Pole nebylo Zadnymigmbem oSéeno. Vyseto bylo do nekrytého
liZka, do nahruboijpraveného pozemku. Vysev pgdth ve dnech 26. a 27. 3. 2012.
Vzdalenostradki byla 15 cm. Rostliny byly po vzejiti vyjednoceng mzdalenost 10

cm.
4.2 Zaznam klimatickych podminek

Pro zjiséni faktori, které ovlivnily produkci a odolnost rostlin, byly

zaznamenavany i klimatické podminky. Konkeetaplota vzduchu, dlouhodoby normal
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teploty vzduchu (v letech 1961 az 1990), odchylgglat od normalu, Ghrn srazek,
dlouhodoby srazkovy normal a odchylky srdZzek odnédu.

VSechny tyto meteorologické hodnoty byly ngemé z meteorologické stanice

Hradec Kralové.

mesic 11/11|12/11] 1/12| 2/12| 3/12| 4/12| 5/12| 6/12| 7/12| 8/12| 9712
tep'Ot("’:(‘:’)Zd”Ch” 26| 15 |-08|-56|45]|81|14,4|/165| 18 |17,7/12,6
dlouhodoby

normal teploty
vzduchu 1961-
1990 (°C)

241 -14/-32|-16| 19| 6,6 11,8/ 14,9|16,1|15,8| 12,3

odchylkaod | 55 | 59| 24| 4 | 26| 15| 26| 16]19]19]03
normalu (°C)

Tabulka 2: Zaznam teplot v Hradci Kralové (od lgdu r. 2011 do zér. 2012) (50)

mésic 11/21| 12/11] 1/12 2/12 3/12 4/12 5/12 6f12 7{12 8/®12
Ghrn srazek (mm) 1 87 100 50 14 33 62 71 156 8B 50
dlouhodoby

srazkovy normal| 62 70 60| 47| 49| 48] 76 86 88 84 60
1961-1990 (mm)

odchylka od
normalu (%)

1 125 | 167| 106/ 29 69 87 9( 188 102 83

Tabulka 3: Zaznam srazek v Hradci Kralové (od pattu r. 2011 do #ar. 2012) (51)
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4.3 Usparadani osevni plochy

Vysvétlivky:

ORF (odtida Orfeus)
OP (odfida OP-P-13)
ORB (odiida Orbis)
LA (odrida Lazur)

Zkratky odiad podbarvené Zlutou barvou zhaarcely oSéené gipravkem

Polyversum.
Parcely F1 az F4 byly K¥i stromim vice zastigné nez ostatni parcely.
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F1 F2 F3 F4
ORF b3 OP a2 ORF b2 OP a3
El E2 E3 E4

LA b3 ORB b3 LA a3 ORB a3
D1 D2 D3 D4
ORF a3 OP al ORB b2 LA b2
C1 Cc2 C3 C4

LA a2 ORB b1 OP b3 ORF a2
B1 B2 B3 B4

OP b1l ORF al LA al OP b2
Al A2 A3 A4

ORB al LA b1 ORB a2 ORF b1

Tabulka 4: Schéma usfg@ani osevni plochy
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4.4 OSetreni maku Polyversem

Jak jiz bylo zmigno vySe, jako biologicka ochrana byl zvoletippavek

Polyversum obsahuji€éythium oligandrum

Pro pgipravu aplikéni formy bylo postupovano podle navodu od firmy
Biopreparaty s.r.0. Déisté uzaviratelné plastové nadoby byl vioZen filiss&ek, do
n¢hoz bylo nasypano odffené mnozstvi ipravku Polyversum. Filttmi sa&ek byl
poté zavazan. Nadoba byla zalita 20 litigté vody. Filtréni s&ek byl ponechan
v nadolé nekolik hodin. Timto vylouhovanim vznikla suspenzégria byla pimichana

do nadrze pogikovace.

Na oSatené rostliny (vizSchéma uspgadani osevni plochy), byla aplikovana
ochrana dvakrat. Prvni ogeni bylo 24. 4. 2012 v makrofenologické fazi BBCR dz
19 a druhé oS&ni 29. 5. 2012 v makrofenologické fazi BBCH. Blavka gFipravku
Polyversum pro osi&ni maku setého byla 0,1 kg/hRolyversum bylo aplikovano
pomoci réniho postikovate.

4.5 Napadeni rostlin chorobami

V pribéhu pistovani rostlin méku setého doslo k jejich velkémapadeni
helmintosporiézou a plisni makovou. Stupnici, poklieré se uiuje rozsah napadeni
rostlin helmintosporiézou a plisni makovou poskyfizkumny Ustav olejnin Opava.
Kontrola se provadi vizu&n Hodnocen byl zvlas kazdy zahon. Hodnoceni bylo
realizovano zvl&Su makovic, stonk i lista rostlin. Vysledky hodnoceni jsou uvedeny

ve Vysledkové&asti této diplomoveé préace.
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4.5.1 Listy

Hodnoti se jednotlivé rostliny (30 kiusovnongrné vybranych z parcely)

podle nasledujici stupnicei$dami jako stednimi hodnotami:

Stifedni hodnota| Popis Napadeni

0% bez napadeni 0 % listové plochy napadeno

5% slabé napadeni do 10 % listové plochy napadeno
20% stredni napadeni |10 az 30 % listové plochy napadeno
40% silné napadeni 30 az 50 % listové plochy napadeno
75% velmi silné napadenb0 az 100 % listové plochy napadend

Tabulka 5: Stupnice hodnoceni napadeni listorobami

4.5.2 Stonky

Hodnoti se jednotlivé stonky (na 30 rostlinach mmwirné vybranych

z parcely) podle nasledujici stupnicgidami jako stednimi hodnotami:

Stiredni hodnota| Popis Napadeni

0% bez napadeni 0 % stonku napadeno

5% slabé napadeni do 10 % celé rostliny napadeno

20% stredni napadeni |10 aZ 30 % z celé rostliny napadeno
40% silné napadeni 30 az 50 % z celé rostliny napadeno
75% velmi silné napadenb0 az 100 % z celé rostliny napadeno

Tabulka 6: Stupnice hodnoceni napadeni statiorobami
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4.5.3 Tobolky

Hodnoti se jednotlivé tobolky (30 kiugovnonerné vybranych tobolek

z parcely z hlavniho stonku) podle nasledujici sice s tidami jako stednimi

hodnotami:

Stiredni hodnota| Popis Napadeni

0% bez napadeni 0 % tobolka bez napadeni

5% slabé napadeni do 10 % povrchu vniku tobolky napadeno
20% stredni napadeni |10 aZ 30 % povrchu viiku tobolky napadeno
40% silné napadeni 30 aZz 50 % povrchu viiku tobolky napadeno
75% velmi silné napadenb0 az 100 % povrchu viiku tobolky napadeno

Tabulka 7: Stupnice napadeholek chorobami

4.6 Sklizen maku

Makovice byly sklizeny réné v srpnu 2012 zcela zralé a suché (semena byla

odctlena od lamel aipzatreseni tobolkou mék Sustil).

4.7 Zpracovani tobolek

UsuSené makovice, které byly pouzity pro analyzly bvazeny. Makovice byly

pied rozemletim pro extrakctidteny, zbyld semena méaku byla odstiiaa.
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4.8 Stanoveni alkaloida z makovic

Pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni alkaldidnetodou vysokatinné
kapalinové chromatografie (HPLC) bylteba nejprve makovice upravit tak, aby bylo

mozné alkaloidy izolovat.

4.8.1 Princip metody HPLC

HPLC je separni metoda, ktera umaaje kvalitativni a kvantitativni analyzu.
Pfi separaci analyt dochazi k opakovanému vyteai rovnovazného stavieldnych

analyti mezi mobilni a stacionarni fazi (52).

HPLC je metoda v kolonovém us@adani, oproti tomu TLC ma plosné
uspdadani. U obou metod je mobilni fazi kapalina.

Kvalitativni charakteristika je reténi cas (ij.¢as od nasiku vzorku na kolonu
po maximum piku). Kvantitativni charakteristika péocha (nebo vyska) pod pikem
(53). Cilem HPLC je rozdit smés analyti na sérii pik v piijatelném case, picemz
kazdy pik pedstavuje jeden analyt ze vzorku.

Pro analyzu alkaloitlv této diplomové praci bylo pouzito UV/VIS detekioTo

znamena progftovani absorbance elektromagnetickéh@aaslozkami eluatu.

Totoznost alkaloid byla ukena na zakladn retergniho ¢asu standard
Mnozstvi alkaloid bylo paitdno metodou kalibtai kiivky v programu Excel, kdy se
stanovi vztah mezi #&enym signalem (y) a koncentraci stanovované laty &

vypccita se kalibrani funkce.

4.8.2 Priprava vzorku pro HPLC analyzu

Pomicky: mlynek, odndrny vélec, odmirné baiky, zpstny chladg, varné
kaminky, filtraéni papir, nalevka, laboratorni d¢ka, frita, vata, kemelina, dlici

nalevka, kadinky, pH papirky, penicilinové lakky, Spachtle.
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Pristrojové vybaveni:

» analytické vahy Kern ABT 120-5DM

» vakuova odparkadeidolph Laborota 4000

» ultrazvukova laze Sonorex super 10P digital (Bandelin)
» elektromagnetické michadlo Heidolph MR 3001 K

» chromatograficky systém Agilent 1260 Infinity

Chemikalie:

» ethanol 96% denaturovany methanolentl§OH

» deionizovana voda, 140

» kyselina chlorovodikova 2% (Penta), HCI

» diethylether (Penta), ¢Els),0

» ethylacetat (Penta), GAOOGHs

* chloroform (Penta), CHGI

e uhli¢itan sodny 10% (w/w) bezvody (Lachema) 8@;
e siran sodny bezvody (Penta), S,

* hydroxylamin (Penta), N)¥OH

o acetonitril (Penta), C§CN

Pro HPLC analyzu byly pouZity tyto standardy:

« morfin (CL 2009, Dopl. 2012: morfin-hydrochlorid trihydrat,
MW 375,85 = 1 mol)

« kodein(CL 2009, Dopl. 2012: kodein-fosfat hemihydrat,
MW 406,37 = 1 mol)

» thebain izolovany v laboraio

« papaverin CL 2009, Dopl. 2012, papaverin-hydrochlorid, MW 38%= 1
mol)

* narkotin = (S,R)-noskapin (Sigma Aldrich, Praha)
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VSechnatinidla i chemikalie musi byt dené pro HPLC, fipadre ¢istoty p. a.

Rozemleté makovice navazené v mnozstvi 4,00 gayty podrobeny varu s 50
ml ethanolu ve varné bhee pod zptnym chladéem. Tento vyluh byl Zzfiltrovan.
Ulpivajici zbytky byly je&t dvakrat podrobeny varu s 50 ml ethanolu zzlém
zefektivreni zkouSky. Takto ziskané extrakty byly smichanyefiltrovany gres fritu.
Nasledr byl filtrdt odp@en do sucha na vakuové odparce. K ziskanému kaatent
bylo pridano 50 ml 2% kyseliny chlorovodikové. Poté bytpastny vzorek v dlici
nalevce tikrat vytrepavan s 20 ml diethyletheru. Etherovy podil bylazpvan, vodna
vrstva byla vracena #pdo clici nalevky, ke které bylofmlano 20 ml ethylacetatu a
uhlicitan sodny pro UOpravu pH na hodnotu 9 az 10. Edeydem se
vytiepavalo celkem fikrat. Ethylacetatovacast byla vysuSena siranem sodnym a
piefiltrovana ges filtrani papir a na vakuové odparce ode i 30 °C. Takto
ziskany extrakt byl rozpudt v chloroformu, peveden do fedem zvazenych a
oznaenych ampulek a zahdgt Ampulky byly uchovavany ve vakuu. Z tohoto séadi
bylo mozné navazit 1 mg na HPLC analyzu obsahowgitdk v makovicich. Tento
postup izolace alkalotd poskytl prof. Opletal a jeho pracovni tym z Farmatecke

fakulty v Hradci Kralové, katedry Farmaceutickéduoky a ekologie.

4.8.3 Hodnoceni metodou HPLC

Roztoky vzork s analyzovanymi alkaloidy &1l Ing. Miroslav Loiarek

z Katedry farmaceutické botaniky a ekologie na Fareutické fakutt Hradec Kralové.
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chromatograficky systém: | Agilent 1260 Infinity, pumpa G1311C

davkova¢: G1329B
detektor: UV/VIS detektor G1365D
. Merck LiChroCART 250-4 column (Purospher STAR RP-
kolona:
18e, 5um)
mobilni faze: voda : NH40H, 1000 : 1 (solvent A), acetonitriblgent B)

gradientova eluce voda : hydroxylamin 1000 : Ivesat A),
acetonitril (solvent B), gradientovy profil 0-5 mi25 % B,
5-7 min 25 % B, 7-15 min 25-45 % B, 15-19 min 459 ®
19-22 min 95 % B, 22-25 min 95-5 % B, 25-28 min B%

charakter eluce

vinova délka: 254 nm (UV oblast)
teplota kolony: 30°C

rychlost pritoku: Iml/min

doba eluce: 28 min.

Tabulka 8: Parametry HPLC pro analyzu alkalazdnakovic

Proneieny byly jak jednotlivé roztoky vzoik tak standarntl (standardy
obsahovaly morfin, kodein, papaverin, thebain akoi@m ve zndmém mnoZstvi).
Standard bylo celkem pt, vS8echny obsahovaly tyto alkaloidy, ale s rozaliln
koncentraci. Na zakladziskani zavislosti odezvy na koncentraci alkaldiglo mozne

sestrojit kalibrani kiivku.

Zavislost ptimérnych ploch pik standardnich rozt@kna jejich koncentraci byla
vyhodnocena metodou linearni regrese. Nasladohla byt vypeéitana koncentrace
alkaloidi v jednotkach ug/ml v extraktech z makovic. Poté byly tyto hodnoty
piepaitany na procentualni obsah alkalbid makovicich (za fedpokladu znamého
mnozstvi extraktu, ktery vznikl z makovic, &epné navazky mletého materialu z

makovic).
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morfin kodein papaverin thebain narkotin
_ (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Sta”dlard ¢ 400 200 100 100 100
Sta”dzard ¢. 200 100 50 50 50
Sta”%ard ¢ 100 50 25 25 25
stan(iard ¢é. 20 10 5 5 5
stand5ard ¢. 4 > 1 1 1

Tabulka 9: Koncentracei§/ml) alkaloid: v jednotlivych roztocich standard

nazev alkaloidu | retenéni ¢as (min)
morfin 10,421
kodein 17,117
papaverin 21,517
thebain 22,381
narkotin 23,482

Tabulka 10: Retemi ¢asy jednotlivych alkaloi v roztocich standaéd

koncen;{:gsarpd%rfér:; )/ rr:gztouch plocha piku (MAU)
400,0 3 148,70
200,0 1 583,95
100,0 757,20
20,0 163,50
4,0 30,65

Tabulka 11: Zavislost plochy piku na koncentracrfina v roztocich standatd
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Ze zavislosti plochy piku na koncentraci bylo mogeétavit kalibréni kivku:

maTl Kalibrac¢ni kirivka morfinu
330000

3000,00 v=7.8834x-47114 &

2500,00 //
2000,00 ‘/
1500,00 /

100000

300,00 /
0,00 /

0.0 100.0 200.0 3000 4000 5000 koncentrace (pgiml)

Obrazek 12: Graf kalibtai kiivky morfinu

Kalibracéni kiivka byla sestrojena i pro ostatni alkaloidy. Peammdnstraci je v
diplomové praci uvedena pouzivka morfinu.

4.8.3.1 Priklady chromatogrami mérenych alkaloidi:

. morfin
Papavern

Fas (mity)

Obrazek 13: Chromatogram standatdd, na ose Xas, na ose y odezva chromatografu
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thebain
motfin § 1

kodein

4

papaveriti | narkotin

Fag (trity)

Obrazek 14: Chromatogram vzorku ddy Orfeus oSéené Polyversem, na os€as, na ose y
odezva

4.8.4 Metoda tenkovrstvé chromatografie

Alkaloid papaverin nebylo mozné vetsiné vzorki z makovic detekovat, proto
byl vzorek podroben zkouSce tenkovrstvé chromafmgraby bylo o¥feno, Ze

papaverin se ve vzorku nevyskytuje.

Tenkovrstva chromatografie je Iékopisna metodaztik dikazim totoZznosti a
k oweteni cistoty. Jako sorbent v tomto pokusu byl pouzitkaidjel. Mobilni fazi byla

kapalina.

Pomicky: desky hlinikové folie Silikagel 60 F 254 (tlak& vrstvy 0,2 mm),

chromatograficka vana s krycim sklem, tenkos€é kapilarky, tuzka, pravitko.

Chemikalie:

toluen p. a. (Penta),s8sCHz
aceton p. a. (Penta), GEOCH;
hydroxylamin p. a. (Penta), NOH
ethanol, GHsOH
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Pristrojové vybaveni:UV lampa Camag

Na start byl nanesen vzorek édy OP-P-13 neoS&tné Polyversem (z parcely
B4) a standard papaverinu. Chromatograf byl vyvijen sngsi toluen : aceton :
hydrohylamin : ethanol (45 : 45 : 3 : 7). Vzdalensimrt¢elo byla 13,4 cm. Zaénem
bylo owfit, zda je papaverin v makovicich sk&té v tak malém mnoZzstvi, Ze metodou
HPLC ho nebylo mozné ve vzorku prokédzat. Po &kohvyvijeni chromatografu se
pod UV lampou zobrazila nepatrna skvrna odpovi@lpgpaverinu, kterd byla obtazena
tuzkou. V naSemifpad se metoda TLC jevila jako citl§si pro detekci papaverinu.

Obrazek 15: TLC chromatograf vzorku OP-P-13 z dgrBd neoSdené Polyversem
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5 Vysledkova¢ast

5.1 Helmintosporioza a plisé makova

Napadeni chorobami bylo hodnoceno u kazdé parcely&wrem porovnat
procentualni napadeni u a&stych i neoSéenych odid. Kazda odida byla ve dvou
variantach (oSétna/neosétna Polyversem). Kazda variant&lantii opakovani, proto
byly u kazdé varianty posuzovany 3 parcely, u kikrybylo zaznamenavano
procentualni napadeni chorobami. Jak jiz bylo ¥femo vySe, hodnoti se zviaBsty,

stonky, tobolky.

5.1.1 Odruda OP-P-13

5.1.1.1 NeoSetené parcely odidy OP-P-13

1. parcela (B1) 2. parcela (B4) 3. parcela (C3)

helmintosporidéza helmintosporiéza helmintosporiéza

L: 92 % rostlin 40 % napaden L: 90 % rostlin 75&fpadeni L: 50 % rostlin 75 % napadehi

8 % rostlin 75 % napadeni 10 % rostlin 20 % napaden 50 % rostlin 40 % napadeni
S: 80 % rostlin 0 % napadeni S: 90 % rostlin 5 Yackeni S: 100 % rostlin 5 % napadeni
20 % rostlin 5 % napadeni 10 % rostlin 75 % napadeni
T: 60 % rostlin 40 % napadeni T: 60 % rostlin 20h&padeni T: 40 % rostlin 40 % napadeni
32 % rostlin 5 % napadeni 20 % rostlvb Hapaden 30 % rostlin 5 % napadeni
8 % rostlin 75 % napadeni 10 % rostlin 75 % napadeni 30 % rostlin 0 % napadeni

10 % rostlin 0 % napadeni

plisei makova pliséi makova pliséi makova
90 % rostlin 0 % napadeni 95 % rostlin 0 % napadenj 100 % rostlin 0 % napadeni
10 % rostlin 5 % 5 % rostlin 75 %
(L,SiT) (L,SIT) (L,SiT)

Tabulka 12: Procentualni napadeni chorobamishd©OP-P-13 neoSitné biologickou
ochranou

L...listy S...stonky T...tobolky H...helmintospéza P...plisemakova
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5.1.1.2 OSeftrené parcely odidy OP-P-13

1. parcela (D2) 2. parcela (F2) 3. parcela (F4)

helmintosporiéza helmintosporidéza helmintosporiéza
L: 80 % rostlin 75 % napadefii: 93 % rostlin 75 % napadefli: 70 % rostlin 75 % napadepi

20 % rostlin 40 % napaden 7 % rostlin 5 % napadepi 30 % rostlin 40 % napaden
S: 100 % rostlin 5 % napadgn6: 97 % rostlin 5 % napadefni S: 100 % rostlin 5&baden
3 % rostlin 75 % napadeni]
T: 70 % rostlin 40 % napadént: 60 % rostlin 20 % napadepil: 50 % rostlin 20 % napadeni

18 % rostlin 75 % napaden 35 % rostlin 40 % napade 25 % rostlin 40 % napaden|i

10 % rostlin 5 % napadeni| 3 % rostlin 75 % napadgni 25 % rostlin 5 % napadeni
2 % rostlin 0 % napadeni 2 % rostlin 0 % napadepi
plisai makova plisdi makova pliséi makova

100 % rostlin 0 % napaden 100 % rostlin 0 % napade 2 % rostlin 5 % napadeni
(L, SiT) (L,SiT) (L, S, T

Tabulka 13: Procentualni napadeni chorobamisyd©OP-P-13 oSé&tné biologickou ochranou

L...listy S...stonky T...tobolky H...helmintospdéza P...plise makova

Pro lepsi pehled o napadeni rostlin chorobami byla pouziteematicka funkce
vazeny pimér v programu Excel. Funkce popisuje charakterissitatistického souboru

Vv pripadt, Ze hodnoty majitiznou vahu,iznou dilezitost.

OPP-13 neoSdtna

helmintospori6za listy 56,6 %
stonky 6 %
tobolky 23,2 %

plisai makova | listy, stonky, tobolky 1,42 %

Tabulka 14: Procentualni napadeni plochy rostlimsetené odidy OPP-13 chorobami,
vypocteno funkci vazeny gmer
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OPP-13 oSatena

helmintosporiéza listy 67,53 %
stonky 57 %
tobolky 30,5 %

plisei makova | listy, stonky, tobolky 0,03 %

Tabulka 15: Procentualni napadeni plochy rostlettegé odidy OP-P-13 chorobami,
vypocteno funkei vazeny pmer

Helmintosporioza:

Listy byly napadené vice u ogtych variant (o 10,9 %). Stonky byly napadené
téméf shodrk u oSetenych i neoSéenych variant. Tobolky byly napadené vice u

oSetenych variant (0 7,3 %).
Plisai makova:

Nebyl zjiS€n vyznamny rozdil, nepatérvice byly napadené neofmié varianty
(01,4 %).
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5.1.2 Odruda Orfeus

5.1.2.1 NeoSetené parcely odfidy Orfeus

1. parcela (A4)

2. parcela (F1)

3. parcela (F3)

helmintosporioza

helmintosporidéza

helmintosporioza

L: 80 % rostlin 40 % napaden

L: 70 % rostlin 75&padeni

L: 72 % rostlin 75 % napade

15 % rostlin 75 % napadeni

30 % rostlin 20 % napade

28 % rostlin 40 % napadeni

5 % rostlin 20 % napadeni

S: 85 % rostlin 5 % napadeni

S:100 % rostlin 5 Yadani

S:98 % rostlin 5 % napaden

15 % rostlin 75 % napadeni

2 % rostlin 75 % napadeni

T: 65 % rostlin 20 % napaden

T: 60 % rostlin 2G&padeni

T: 59 % rostlin 5 % napadeni

20 % rostlin 5 % napadeni

35 % rostlin 40 % napade

34 % rostlin 20 % napadeni

15 % rostlin 75 % napadeni

5 % rostlin 0 % napaden

5 % rostlin 0 % napadeni

2 % rostlin 75 % napadeni

plisei makova

plisdi makova

plisdi makova

75 % rostlin 0 % napadeni

2 % rostlin 5 % napadeni

100 % rostlin 0 % napadeni

15 % rostlin 75 % napadeni

(L, SiT)

(L, SiT)

L, SiT)

Tabulka 16: Procentualni napadeni chorobamiadOrfeus neoSggnébiologickou ochranou

L...listy S...stonky T...tobolky H...helmintosporaé P...plise makova
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5.1.2.2 OSetrené parcely odiady Orfeus

1. parcela (B2)

2. parcela (C4)

3. parcela (D1)

helmintosporiéza

helmintosporiéza

helmintosporidéza

L: 80 % rostlin 75 % napade

ni: 100 % rostlin 40 % napade

ni L: 60 % rostlin 5 % napadeni

20 % rostlin 40 % napaden

40% rostlin 40 % napadeni

S: 100 % rostlin 5 % napade

niS: 80 % rostlin 5 % napaden

S: 95 % rostlin 5 Yackeni

20 % rostlin 0 % napadeni

5 % rostlin 0 % napadeni

T: 80 % rostlin 40 % napade

niT: 60 % rostlin 20 % napader

=

N T: 80 % rostlin 4G&padeni

20 % rostlin 5 % napadeni

20 % rostlin 5 % napade

ni 19 % rostlin 5 % napadeni

15 % rostlin 40 % napadeni

1 % rostlin 0 % napadeni

5 % rostlin 0 % napadeni

plisai makova

plisdi makova

pliséi makova

100 % rostlin 0 % napaden

100 % rostlin 0 % napadé

Y

100 % rostlin 0 % napadeni

(L, SiT)

L, SiT)

(L,S,T)

Tabulka 17Procentualni napadeni chorobamitatyr Orfeus o3éené biologickou ochranou

L...listy S...stonky T...tobolky H...helmintospdza

Orfeus neoSefena

P...plise makova

helmintospori6za listy 56 %
stonky 8,97 %
tobolky 20,8 %

plisei makova listy, stonky, tobolky 4,2 %

Tabulka 18: Procentualni napadeni plochy rostlimsetené odiidy Orfeus chorobami,
vypacteno funkci vazeny gmer
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Orfeus oSefena

helmintosporic’)zeli listy 42,30%
stonky 4,58%
tobolky 28,30%

plisai makova | listy, stonky, tobolky 0%

Tabulka 19: Procentualni napadeni plochy rostlettegé odiidy Orfeus chorobami,
vypocteno funkei vazeny gmer

Helmintosporioza:

Listy byly napadené vice u neo&té varianty (o 13,7 %). Stonky byly
napadené vice u neofiych variant (o 4,4 %). Tobolky byly napadené vice

oSetenych variant nez neogenych o (7,5 %).
Plisai makova:
Pliséi makova napadla pouze ned@8et varianty.

U odiidy Orfeus bylo zji&no mensi napadeni chorobami u variantiesgth
piipravkem Polyversem. Pouze u tobolek neessgich Polyversem bylo napadeni

chorobami netekava mensi.
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5.2 Alkaloidy

Kvalitativni i kvantitativni zastoupeni alkaldidbylo v makovicich stanoveno

metodou vysokatinné kapalinové chromatografie.

Hodnoceny byly majoritni alkaloidy (morfin, kodeimapaverin, thebain a
narkotin) na zaklatl kalibratni kiivky ziskané z progteni roztok standard
(koncentrace osa x versus odezva osa Y). Z kazaélpayl gipraven vzorek, kazdy

vzorek byl na HPLC progiteny dvakrat.

PrestoZze HPLC je metoda velmi citliva, obsah papawea narkotinu byl v
nekterych vzorcich tak nizky, Ze ho nebylo mozné kietaet (hodnota byla pod
hladinou detekce). Vzhledem k pouZziti metody kalihi zavislosti byly #které

hodnoty pod mezi stanovitelnosti.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny wtemé hodnoty obsahucetre
smerodatnych odchylek jednotlivych alkaldidv makovicich V diplomové praci byl

zjistovan pouze obsah alkaldéigd makovicich.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny jak konee vug/ml extraktu, tak
procentualni hodnoty alkalaidv makovicich (zaokrouhlené na 2 desetinna mista).
Hodnoty v procentech byly spidany za pedpokladu znamého mnozstvi extraktu, ktere

vzniklo izolaci ze vzork
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5.2.1 Odruda OP-P-13

5.2.1.1 NeoSetené parcely

parcela B1 @g/ml) | parcela B4 g/ml) | parcela C3 @g/ml)
morfin 229,04 + 0,08 454,37 + 0,63 349,64 + 0,63
kodein 41,72 £ 0,03 115,2+0,01 101,96 + 0,85
papaverin <LOD <LOD 8,42 + 0,07
narkotin 44,17 £1,12 30,38 + 0,02 11,26 + 0,09
thebain 13,09 + 0,06 14,0+0 43,31+0,34

Tabulka 20: MnoZstvi alkalofdv extraktu z makovic neogené odidy OP-P-13 (v jednotkach

vyswtlivky: LOD pod mez detekce

ng/ml)

LOQ pod memsvitelnosti

parcela B1 (%) parcela B4 (%) parcela C3 (%)
morfin 0,130 0,320 0,27+0
kodein 0,02+0 0,080 0,08+0
papaverin <LOD <LOD 0,010
narkotin 0,020 0,020 0,01+0
thebain 0,01+0 0,01+0 0,03+0

Tabulka 21: Procentualni mnozstvi alkafoidmakovicich neoSgtné odiidy OP-P-13

vyswétlivky: LOD pod mez detekce LOQ pod me&msvitelnosti
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5.2.1.2

OSeti‘ené parcely

parcela D2 fug/ml) | parcela F2 fug/ml) | parcela F4 @g/ml)
morfin 363,54 + 4,87 277,59 +£2,76 381,32+2,14
kodein 88,49 + 1,02 11,78+ 0,14 21,67 £0,16

papaverin <LOD <LOD <LOD
narkotin 31,08 +£0,0 15,5%0,2 28,64 £ 0,18
thebain 28,72 £ 0,45 7,780 3,84 + 0,06

Tabulka 22: MnoZstvi alkaloidv extraktu z makovic oS&né odiidy OP-P-13 (v jednotkach
ng/ml)

vyswtlivky: LOD pod mez detekce LOQ pod memsvitelnosti

parcela D2 (%) parcela F2 (%) parcela F4 (%)
morfin 0,24+0 0,200 0,300
kodein 0,06 £0 0,01+0 0,02+0
papaverin <LOD <LOD <LOD
narkotin 0,02+0 0,01+0 0,02+0
thebain 0,02+0 0,00 0,00

Tabulka 23: Procentualni mnozstvi alkatoidmakovicich oSéené odidy OP-P-13

vyswtlivky: LOD pod mez detekce LOQ pod memsvitelnosti

U odmidy OP-P-13 bylo zji&ho kolisani hodnot morfinu i kodeinu v ramci

kazdé varianty.

VysSi hodnoty kodeinu byly ziskany z parcel nei@fsich Polyversem. Na
rozdil od odédy Orfeus, odida OPP-13 obsahovalatsi mnozstvi narkotinu.
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5.2.2 Odruda Orfeus

5.2.2.1 NeoSetené parcely

parcela A4 g/ml) | parcela F1 ug/ml) | parcela F3 @g/ml)
morfin 391,18+ 3,02 362,22 +1,78 375,63 + 3,38
kodein 65,84 + 0,69 65,27 + 0,29 65,11 + 0,66
papaverin <LOD <LOD <LOD
narkotin <LOD <LOD <LOD
thebain 170,71 +£1,08 56,41 + 0,36 119,23+ 1,14

Tabulka 24: Mnozstvi alkaloidv extraktu z makovic neogené odiidy Orfeus (v jednotkach
ng/ml)

vyswétlivky: LOD pod mez detekce LOQ pod memsvitelnosti

parcela A4 (%) parcela F1 (%) parcela F3 (%)
morfin 0,33+0,01 0,28+0 0,30+0
kodein 0,06+0 0,05+0 0,05+0
papaverin <LOD <LOD <LOD
narkotin <LOD <LOD <LOD
thebain 0,150 0,04+0 0,09+0

Tabulka 25: Procentualni mnozstvi alkatoidmakovicich neoS&tné odéidy Orfeus

vyswtlivky: LOD pod mez detekce LOQ pod memsvitelnosti;
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5.2.2.2

OSeti‘ené parcely

parcela B2 @ag/ml) | parcela C4 fg/ml) | parcela D1 @g/ml)
morfin 369,51 +1,13 351,16 + 0,22 348,72 + 0,69
kodein 67,910 83,4 +£0,05 79,16 £ 0
papaverin 1,95+0,01 <LOQ <LOD
narkotin <LOD <LOD <LOD
thebain 138,33 £ 0,07 119,02+ 0 69,55+0,1

Tabulka 26: MnoZstvi alkaloidv extraktu z makovic o&&né odiidy Orfeus (v jednotkach
ng/mi)

vyswtlivky: LOD pod mez detekce

LOQ pod memsvitelnosti

parcela B2 (%) parcela C4 (%) parcela D1 (%)
morfin 0,340 0,33+0 0,320
kodein 0,06 £0 0,08+0 0,07+0
papaverin 0,00 <LOQ <LOD
narkotin <LOD <LOD <LOD
thebain 0,130 0,11+ 0 0,06 £0

Tabulka 27: Procentualni mnozZstvi alkatoidmakovicich oSéené odidy Orfeus

vyswtlivky: LOD pod mez detekce LOQ pod memsvitelnosti

U oSetené varianty odidy Orfeus, se vyskytovalo vice morfinu a kodeiné ne

neoSeatené odidy Orfeus.

Mnozstvi narkotinu bylo tak malé, Ze ho nebylo moZetekovat. Mnozstvi
papaverinu bylo mozné detekovat v makovicich pouednom pipac (u vzorku
z oSetené parcely B2). MnozZstvi thebainu bylo u ¢&efych i neoSéenych variant

priblizné stejné.
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6 Diskuze

V této diplomoveé préaci byl sledovan vliv houBythium oligandrunv piipravku
Polyversum na produkci alkaldidnaku setého s pouZzitim kontrolnich (neteggch)

rostlin.

Nami ziskané hodnoty alkala@idbyly porovnany s daty Vyzkumného uUstavu
olejnin Opava (VUOO), ziskanymitigpokusu v roce 2012. VUOOggtuje méak sety
tradicnim komeénim neekologickym zjsobem. Semena¢d vysevem mid a pouziva
chemickou ochranu. VUOO se zabyuégevsim sledovanim vykonnosti édrméaku

setého.

Pro vypaet alkaloidi obsazenych v makownbylo nutné znat hodnoty z
vrcholovych¢ésti stonku. Tyto hodnoty poskytla Veronika Cinchbova, kterd se ve
své diplomové praci dnovala jak hodnotdm z makovic u adrOrbis a Lazur, tak

hodnotam z makoviny odld Orfeus, OP-P-13, Orbis a Lazur.

Vyzkumny Ustav sledoval pouzéi talkaloidy obsazené v makowin(morfin,

kodein, thebain).

Odrada OP-P-13

VUOO (%) nade vysledky (%)
alkaloidy oSefené @ neoSetené &
morfin 0,35 0,21 0,20
kodein 0,19 0,03 0,05
thebain 0,02 0,01 0,02

Tabulka 28: Srovnani procentualniho mnozstvi aldéle makoviré odridy OP-P-13
ziskanych VUOO a naSim experimentem

Z tabulky 28 vyplyva, Ze ziskané hodnoty morfinkagleinu odidy OP-P-13 v
makovirgé obou variant a hodnota thebainu u &&fch variant jsou niz8i nez hodnoty
VUOO. Nami ziskané mnozstvi thebainu u nei@gftch variant je stejné jako ziskal
VUOO.
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Odruda Orfeus

VUOO (%) nade vysledky (%)

alkaloidy oSef¥ené @ neosetfené @
morfin 0,47 0,28 0,26
kodein 0,07 0,06 0,05
thebain 0,01 0,06 0,04

Tabulka 29: Srovnani procentualniho mnoZzstvi alldale makoviré odridy Orfeus ziskanych

MnozZstvi morfinu i kodeinu v makownu odiidy Orfeus bylo u obou variant

VUOO a nasim experimentem

niz&i, nez ziskal VUOO, oproti tomu hodnota thebdigla u obou variant vy3si.

Kolegyre Veronika Cincibuchovéa pracovala na podobném ukalkizabyvala se
jinymi dvéma odfidami. Mela tedy pro swj experiment naprosto stejné podminky
(puda, klimatické faktory...). Pro &gly této diplomové prace poskytla vysledky
mnoZstvi alkaloil v makovicich ji sledovanych adi Orbis a Lazur. Jak jiz bylo

uvedeno vyse, kazda ddia byla ve dvou variantach (o&td/neoSéena Polyversem),

kazda varianta tha tti opakovani.

V nasledujici tabulce jsou uvedena rozmezi hodhati@di z makovic vSech

odrad.

morfin (%)

kodein (%)

thebain (%)

Orfeus oSefena (0,32-0,34) (0,06-0,08) (0,06-0,13)
Orfeus neoSekfena (0,28-0,33) (0,05-0,06) (0,04-0,15)
OP-P-13 oSatena (0,20-0,30) (0,01-0,06) (0,00-0,02)

OP-P-13 neosdtena (0,130,32) (0,020,08) (0,01-0,03)

Lazur oSetirena (0,17-0,35) (0,030,06) (0,01-0,03)
Lazur neoSefena (0,19-0,26) (0,13-0,21) (0,01-0,14)

Orbis oSet¥ena (0,20-0,29) (0,04-0,07) (0,04-0,06)
Orbis neo3efena (0,22-0,36) (0,05-0,14) (0,05-0,12)

Tabulka 30: Rozmezi hodnot alkaldid makovicich zeit méteni ziskanych v naSem
experimentu u 6 odd ze vSech parcel




Jak jiz bylo zmigno, mnoZstvi hlavniho alkaloidu morfinu bylo v nase

> s

experimentu niz&i nez VUOO. Morfin jesiejni alkaloid ziskavany z makoviny.

Technologicka hodnota makoviny je charakterizov@régac obsahem tohoto alkaloidu.
Dobrd vytZznost morfinu z&ind podle poZadawk zpracovatele (Zentiva a.s.) nad
hranici 0,5 % (54).

Syntéza morfinu sikh podléhd psobeni vijSiho prostedi, hlavié vlivu

klimatickych podminek (30).

NizSi hodnoty morfinu, kodeinu a vySSi mnozstvibdiau by mohlo znat
nedplnou pemenu alkaloidu thebainu na morfin. Produkce alkaloseg tedy #ejme u
odnidy Orfeus zastavila na metabolithebainu. Biosyntéza morfinu probihd&eg
meziprodukt thebain a kodein (16, 24). Thebaiizenbyt metabolizovan na morfin

dvéma cestami:

» pres metabolity neopinon, kodeinon, kodein Zasfi enzyni thebain-6-
O-demethylazy, kodeinonreduktazy, kodein-O-demaéthy!

* pfes metabolity oripavin, morfinon, zacasti enzyni kodein-O-
demethylazy, thebain-6-O-demethylazy, kodeinonr&iiyk(24)
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moarphine

© Obrazek 16: Syntéza kodeinu a morfinu z thebaidy (2

Celkovy vyskyt alkaloid zavisi na pstované odrdé maku, stanovisti, obsahu
organickych a anorganickych latek &8 i v ovzduSi, poasi, zfisobu gstovani,
terminu vysevu a da@bsbkiru. Snizené mnoZstvi ke byt zafi¢inéno vyplavenim
alkaloidi ze zrajicich makovic de$¥h a kroupami (18). Vyskytuje se i rozdilné
mnozstvi alkaloid béchem dne (syntéza alkaldidneni kontinualni a v gbéhu dne
dochazi k jejich tvor® i odbouravani). NegtSi mnozstvi morfinu je v makovicich po
poledni, protoZze se v noci syntetizovany morfiegpuva do nadzemnictasti (42).
Sekundarni metabolity se t¥gako signalni molekuly profjvabeni opylovai, a take
jako obrana proti byloZrawemn, mikrokim, virim a konkuretinim rostlinam. Jsou tedy
dulezité pro peziti rostliny a jeji reprodukci. Alkaloidy jakoakeniny dusiku mohou
slouzit také jako odpadni produkty (55, 56, 42).

U odmidy OP-P-13 bylo zji#ho kolisani hodnot morfinu i kodeinu v ramci
kazdé varianty. Tento jev by mohl byt vgen moznou nesowmou saturaci Zivin na

pozemku.

60



Pricina rozsdhlého napadeni rostlin chorobami mohlazZagtic¢inéna tim, Ze
semena maku nebylarqal vysevem Zadnym #pobem oSéena ani nami@na (57).
Helmintosporidza se @iz poskliziovych zbytki, ale také infikovanym semenem, kde
jsou konidie zachycené na povrctda piznivych podminek pak mycelium z konidii
pieroste na &ozni listky, nebo napadne mladé rostlinky, kter&@Zzeni zntit (37).
Rizikovym faktorem jsou také&iké, slévavé jdy (36, 42). UdrZzovat pozemek zcela
nezapleveleny po celou dobu vegetace se népmdaoz také pspelo ke snizeni
odolnosti maku setého proti chorobam. Napadendimpsnaku se nesmi pouzit pro

farmaceuticky pimysl ani pro potravingtvi.

LepSi odolnosti rostlin &i helmintosporiéze a plisni makové by mohlo byt

dosazeno os&nim Polyversemipd vysevem i ghem vegetace.

Zdrojem infekce plisni makovou jsou plané maky, ai@ny pozemek a osivo.
Podle studii doc. Prokinové GZU se gedpoklada, Ze ifpravek Polyversum ma
stimulani &inek, posiluje pouze odolnost rostlin proti tétmdie (58).

Z pokugi na maku setém z let 2006 az 2011 usin#i®ych v Budyni nad Ot
vyplyva vyhodnost kombinaceftipravku Polyversum nebo Supresivit s fyzikalnim
oSetenim osiva (nap E-ventus) proti chorobam (59). Supresivit obsahsgpoéry
Trichodermaharzianum (60). Technologie E-Ventus je zaloZzena na i@fétsemen
elektrony (61).

Vzhledem k tomu, Ze obrana proti chorobam makubjgzoa, se v praxi stale
dava pednost chemickym fungicicin na obranu proti helmintosporioéze, plisni makové

a Skidcaim. Nejsou ovSem teny pro ekologickou produkci.

Pro rok 2013 jsou pro pouziti u maku registrovrg péipravky:

Callisto 480 SG mesotrion 480 g/l, 0,2l/ha | herbicid
Caramba metconazol 60 g/l, 1,0 I/ha | fungicid
Talstar 10 EC | bifenthrin 100 g/I, 1,01 insekticid
Nurelle D cypermethrin 50 g/l, 0,6 |/hainsekticid

Tabulka 31: Chemickérfpravky registrované pro ochranu maku setého (62)
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K velkému rozmnozeni krytonosce rkmového mohla ispst nadptimérna
teplota a podmgmeérny Uhrn srazek v roce 2012, protoZe krytonosedepdomilny

a suchomilny (33).

LepSi obranu proti krytonosci kenovému zaji@je casny vysev a vsechny
zasahy, které vedou k urychlenistu (stimulatory). Jako chemickd ochrana proti
krytonosci se pouZzivaji latky ze skupiny pyrethtoid ekologickych pipravka proti
Skidcim se studovali ndp Spruzit (girodni pyrethrum), Neem Azal (azadirachtin)

(59). V roce 2013 nejsou pro of=ti maku registrovany.

Na vysledky této diplomové pracesio vliv vice faktoi (t¢Zka pida se sklonem
ke kornatni, pozdni vysev, vyskyt 8kici). V souladu s literarnimi zdroji bylo

potvrzeno, ze vigdach €zkych Ize gstovat mak sety jen velmi obti&(2, 36).

Optiméalnimie$enim se jevi provést obdobny experiment i v fingilasteciCR
a sodasrt na témze pozemku,tfipemz by dosazené vysledky z obou lokalit byly

porovnany.
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7 Zavér

Ukolem této prace bylo posoudit viiégiovani a aplikaceifpravku Polyversum
na produkci hlavnich sekundarnich metaliolitmaku setém a porovnani odolnosti
proti chorobam, které se na makéhbm fGstu objevily. Testovany byly dvodridy
(Orfeus a OP-P-13). Jako kontrola slouzily tyto tmiyr bez oSétni biologickou
ochranou. Analyza alkaloidse uskuténila metodou HPLC. Sledovany byly alkaloidy

morfin, kodein, papaverin, thebain a narkotin. Vighocovany byly v makovicich.

* Morfin: nejvySSi koncentrace bylo dosazeno uadgrOrfeus, oSéené
varianty. Potvrdilo se, Ze aitta OP-P-13 p#t mezi odfidy obsahujici
mére morfinu nez Orfeus.

* Kodein: nejvys8i mnoZstvi bylo ziskano u ady Orfeus oSéené
Polyversem. U odidy OP-P-13 doslo ke kolisani hodnot v ramci obou
variant.

» Papaverin: Tento alkaloid se vyskytoval v makovicich v tak énatie,

Ze ho nebylo tést mozné detekovat.

* Narkotin: tento alkaloid bylo mozné stanovit pouze utayr OP-P-13,

obou variant.

* Thebain: odrida Orfeus vykazovala vySSi mnozstvi neziddrOP-P-13.

Orfeus pati mezi odolgjSi odiidy proti houbovym chorobam. Mak na
oSetenych parcelach byl mémapadeny chorobami. Plisenakova nenapadla mak na

oSetenych parcelach, helmintosporidézou byly éSeé parcely napadené n¢en

Listy byly napadené helmintosporiézou vice u ngese varianty (o 13,7 %).
Stonky byly napadené vice u ned8afch variant (0 4,4 %). Tobolky byly
helmintosporiézou napadené vice u t&jch variant (o 7,5 %).

OP-P-13je odfida mér odolna proti chorobam nez ddia Orfeus. Rostliny
této odfdy (krome tobolek) byly napadeny helmintosporiézou vice rietenych
parcelach. Plise makova napadla mignobke varianty, u neoS&né varianty se

vyskytovala vice.
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Listy byly napadené helmintosporiézou vice u i&wgich variant (o 10,9 %).
V napadeni stortknebyl vyznamny rozdil. Tobolky byly napadené viceSetenych

variant (o 7,3 %).

Hypotéza o vyhodnosti pouziti biologické ochranystlio se v naSem

experimentu potvrdila u odldy Orfeus, ktera je sama o solice odolna.
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8 Seznam pouzitych zkratek

BBCH systém pro jednotné kédovani fenologickyidtavych fazi
HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie

LA odrida Lazur

LOD  mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

OP odida OP-P-13

ORB  odiida Orbis

ORF  odiida Orfeus

p. a. zkratka préstotu chemickych latek

pH zaporny dekadicky logaritmus koncentremaikovych iond
TLC tenkovrstva chromatografie

uv ultrafialové zéeni

VIS viditelna slozka zéni
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Vliv agrotechniky a biologické ochrany rostlin na podukci sekundéarnich

metabolita Papaver somniferum I.

Péstovani maku setého Qeské republice méa dlouhou tradici a staletsir
problém napadeni méaku setéhaidt a chorobami, proto je z4jem sledovat faktory
ovlivaujici vynosnost maku. Tatdiplomova prace vznikla s cilem sledovat napadeni
maku setého oSeného pipravkem Polyversum chorobami plisni makovou a
helmintosporiézou. Biologickd ochrana rostlin jevAomoderni metoda k o$ehi
rostlin. Zjis€né vysledky byly porovnany s kontrolnimi rostlinarfieoSetenymi
Z&dnou ochranou). V radmci experimentu byl hodnasskundéarni metabolizmus (obsah
majoritnich alkaloid morfinu, kodeinu, papaverinu, thebainu a narkgtmodiidach
Orfeus a OP-P-13 metodou HPLC. Rostliny z parcetasdd Orfeus osSéené
Polyversem nebyly napadené plisni makovou a bylggmépadené helmintosporiézou
oproti neoSégenym parcelam. Odda Orfeus oS&né Polyversem vykazovala vysSi
mnozstvi morfinu nez neo$eha. Odida OP-P-13 byla té# shod@ napadena u
oSetenych i neoSéenych variant plisni makovou; helmintosporidzou ybylice
napadené rostliny z o$ehych parcel. VySSi mnoZzstvi morfinu bylo ziskamo

oSetenych parcel.

Klicova slova: mék sety, biologickd ochrana rostlinpietosporidza, plise

makova, krytonosec kenovy, mSice makova, morfin, kodein.
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Influence of agronomical practices and plant biologal protection on
production of secondary metabolites oPapaver somniferum |I.

Poppy cultivation in the Czech Republic has a lbadition and the problem of
poppy attacks by pests and diseases is incredbmgfore there is an interest to pursue
the factors affecting the profitability of the pgpphe purpose of this diploma thesis is
to monitor the infestation of the poppy treated Mppreparation Polyversum by
helmintosporiosis and the mold of the poppy. Biatay protection of plants is an
innovative new method for treatment plants. Theaimled results have been compared
with control plants (plants with no protection). élbontents of the majority alkaloids
(morphine, codeine, papaverine, thebaine and nas)ohave been evaluated in the
varieties Orpheus and OP-P-13 by the method HPL@nt$ from plots of
variety Orpheus treated by Polyversum were notctdte by the mold of poppy and
were less contested by helmintosporiosis. Orpheeated by Polyversum showed
higher levels of morphine than the untreated oraiety OP-P-13 were almost equally
contested in treated and untreated mold poppyietleplots were more contested by

helmintosporiosis. Higher amounts of morphine wabtained in the treated plots.

Key words: Papaver somniferum biological protection of plants,
helmintosporiosis Aphis fabae, Stenocarus ruficornmorphine, codeine.
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Obréazek 18: Rostlina otlly OP-P-13 z parcely B1 neo&até Polyversem, pizeno 12. 6.
2012
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Obrazek 19: Rostliny oddy Orfeus z parcely D1 o§ehé Polyversem, pizeno 12. 6. 2012

Obrazek 20: Makovice rostliny oilty Orfeus z parcely B2 o¥ené Polyversem, pizeno
18.7. 2012
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