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ABSTRAKT

V praci sa sledoval obsah kyseliny rozmarinovej v kultivaroch medovky lekarskej
(Melissa officinalis L.) pestovanych v Zahrade lieCivych rastlin v Bratislave. Zaroven sa
sledovali zmeny v obsahu tejto latky v rastlindch medovky v zavislosti od sponu pestovania.
Obsah kyseliny rozmarinovej sa stanovil vysokouc¢innou kvapalinovou chromatografiou
(HPLC). Najvyssi obsah kyseliny rozmarinovej v listovej droge bol v Melissa officinalis L.
cv. ‘Citra’ 7,25 %. Pestovatel'sky spon nemal vplyv na obsah kyseliny rozmarinove;.

V préaci je uvedeny popis odvodenia in vitro kultiry Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’.
Kalusova pletivova kultira bola odvodend na Murashige, Skoog (1962) médiu s pridanim
rastovych reguldtorov-kyseliny 2.4-dichlérfenoxyoctovej a kinetinu. Kultira sa udrziavala
pasazovanim a Cas pozorovania bol 47. dni. Charakterizované boli biologické parametre-
susina, obsah kyseliny rozmarinovej a jej antioxida¢na aktivita. Obsah kyseliny rozmarinove;j
bol stanoveny metédou HPLC a antioxida¢nd aktivita pomocou spektrofotometrie. Percento
suSiny sa pohybovalo v intervale 4,87-3,24 %. Obsah kyseliny rozmarinovej v suSine kalusovej
kultary bol 4,92 %. Hodnoty SCs, boli v rozmedzi 28,4-53,11 pg/ml.

Zistovalo sa poOsobenie -elicitora-metyljasmonatu na zvySovanie obsahu kyseliny
rozmarinovej u in vitro kultir v stonkach a korenioch medovky lekarskej. Skiimala sa vhodna
koncentracia elicitora, dizka jeho posobenia i forma (kvapalina, plyn).

Vo variante A bola najvhodnejSia in vitro kultira odvodend zo stonky, pri¢om
koncentracie 0,1 a 0,2 mmol/l zvySovali obsah kyseliny rozmarinovej rovnocenne. Ako
najvhodnejsia sa urc¢ila 72 h doba posobenia.

Vo variante B bola najvhodnej$ia koncentracia metyljasmonatu 100 pmol/l po dobe
posobenia 72 h. Obsah kyseliny rozmarinovej v in vitro kulture bol najvyssi v stonke, v oboch

variantoch.

Kruacdové slova: Medovka lekarska, kyselina rozmarinova, in vitro kultury, elicitor,

metyljasmonat, antioxidacna aktivita



ABSTRACT

This thesis deals with the quantitative determination of the content of rosmarinic acid in
lemon balm (Melissa officinalis L.) cultivars grown in Garden of Medicinal Plants in
Bratislava. Changes of the content of this compound in lemon balm plants in dependence on
plant spacing was studied as well. The content of rosmarinic acid was determined by high-
performance liquid chromatography (HPLC). The cultivar Melissa officinalis L.
cv. ‘Citra’showed highest content of rosmarinic acid 7,25 %. Spacing did not affect the content

of rosmarinic acid significantly.

This thesis described the derivation of in vitro culture of Melissa officinalis L.
cv. ‘Citra’. The callus tissue culture was derived on Murashige, Skoog (1962) medium
supplemented with plant-growth regulators-2,4 D and kinetin. The Melissa officinalis L.
cv. ‘Citra’culture was maintained by passaging, and studied for 47 days. The thesis
characterized its biological parameters-content of the dry matter, rosmarinic acid and its
antioxidant activity. The content of rosmarinic acid was determined by HPLC method and
antioxidant activity by spectrophotometry. The percentage of the dry mass was between
4,87-3,24 %. The amount of the rosmarinic acid in the dry mass was 4,92 %. Values SCs, were
between 28,4-53,11 pg/ml.

The influence of an elicitor-methyl jasmonate on the increase of rosmarinic acid content
in an in vitro culture of the shoots and roots of lemon balm was followed. The optimal elicitor
concentration, the duration and form of the application (solution, vapour) was studied.

In variant A, an in vitro culture derived from the shoot was the most favourable, and
both elicitor concentrations, 0,1 and 0,2 mmol/l, respectively, had an equivalent effect on
rosmarinic acid content increase. The most suitable duration of the application was 72 h.

In variant B, the optimal concentration of methyl jasmonate was found to be 100 pmol/l
after an application of 72 h. In both variants, the content of rosmarinic acid in the in vitro

culture was highest in the shoot.

Keywords: Lemon balm (Melissa officinalis L.), rosmarinic acid, in vitro cultures, elicitor,

methyljasmonate, antioxidant activity



POUZITE SKRATKY, SYMBOLY A ZNACKY

DPPH 2,2 difenyl-1-pikryl-hydrazylovy radikal

HPLC vysokoucinna kvapalinova chromatografia

SCso koncentracia, ktora sposobi znizenie absorbancie na polovicu

SL1 Slovensky liekopis

Variant A pouzité koncentracie metyljasmonatu u in vitro kultar odvodenych zo stonky

0,1; 0,2 mmol/l; odvodenych z korena 1, 2 mmol/l, odbery vzoriek po 24, 48,
72 h

Variant B pouzité koncentracie metyljasmondtu u in vitro kultur odvodenych zo stonky 50,
100, 200, 400 umol/l; odvodenych z korena 50, 200 umol/l, odbery vzoriek po
24,48,72,120 h
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1. UVOD

Medovka lekarska (Melissa officinalis L.) je prastard lieCiva rastlina znama tak
v eurdpskom, ako aj v 4zijskom l'udovom liecitel’'stve viac ako 2000 rokov.

Pre svoje vynimocné farmakologické Ucinky, akymi st antiflogisticky, spazmolyticky,
antiviroticky a antibakteridlny, d’alej cholereticky, karminativny, stomachicky a sedativny sa
tesi vel'kej pozornosti a obl'ube. Na spominanych ucinkoch sa v najvysSej miere podiel’a silica.
Avsak jednou z nezanedbatel'nych obsahovych latok je kyselina rozmarinova-derivat kyseliny
hydroxyskoricovej, ktora je chemotaxonomicky typické pre ¢elad’ Lamiaceae (hluchavkovité).

Vzhl'adom na to, Ze za posledné roky spotreba lieCivych rastlin stipa, hl'adaju sa nové
moznosti ziskavania biologicky aktivnych latok. Jednou z moznosti ich ziskavania je pouzitie
in vitro kultur, nakol’ko maju podobné resp. rovnaké spektrum sekunddrnych produktov ako
intaktna materska rastlina. Preto sa s uspechom vyuzivaju na biochemické, fyziologickeé,
morfologické ale i genetické stidium. Cielom kultivacie rastlinnych explantatov in vitro je
okrem iného zvysit’ dostupnost’ farmaceuticky vyznamnych sekundarnych metabolitov. Jednou
z metdd, ktorou je mozné dosiahnut’ zvySent produkciu sekundarnych metabolitov v in vitro
kultarach, je elicitacia. Pri elicitacii sa vyuZziva schopnost’ in vitro kultir reagovat’ na vonkajSie
Cinitele celym radom obrannych reakcii, ktorych vysledkom je zvySena akumulacia
sekundarnych metabolitov. Uspesna elicitacia je podmienena celym radom faktorov, ktoré st
Specifické pre kazdy elicitor a pre kazdu pletivovu kultiru.

Vzhl'adom na vys$Sie uvedené skutoCnosti praca pozostava z dvoch casti. Prva cast je
venovand intaktnym rastlinam-kultivarom medovky lekarskej. Druha ¢ast’ je venovana in vitro
kultiram ako aj ovplyviiovaniu produkcie sekundarneho metabolitu-kyseliny rozmarinove;j

metodou elicitacie.

2. CIEL. PRACE
Cielom dizertacnej prace je:
1) Stanovenie vplyvu podmienok pol'ného pestovania na obsah sekundarneho metabolitu-

kyseliny rozmarinovej v kultivaroch medovky lekarskej (Melissa officinalis L.).

2) Odvodenie kalusovej kultary Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’ a stanovenie obsahu kyseliny

rozmarinovej v neelicitovanej in vitro kulture.

3) Stanovenie korelacnej zédvislosti antioxidacnej aktivity s obsahom kyseliny rozmarinove;j

v kalusovej kultare.



4) Stanovenie vhodnej koncentracie a doby pdsobenia abiotického elicitora-metyljasmonatu
na tvorbu sekundarneho metabolitu-kyseliny rozmarinovej v in vitro kulturach medovky
lekarskej odvodenej zo stonky (Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’) a z korena (Melissa

officinalis L. cv. ‘11diko’).

3. MATERIAL A METODY
3.1 Material pouzity v po’nych podmienkach
3.1.1 Rastlinny material

Rastlinny materidl (Melissae folium) sa ziskal z porastu pochadzajuceho z osiva
doméceho kultivaru medovky lekarske; (Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’) a z osiva
zahrani¢nych kultivarov (tab. 1).

Rastliny sa pestovali v Zahrade lieCivych rastlin Farmaceutickej fakulty Univerzity
Komenského v Bratislave, v slne¢nej lokalite na Tl'ahkej pieso¢nato-hlinitej pode v dvoch
sponoch: 0,40 x 0,60 m a 0,40 x 0,40 m. Vzorky vnate sa zbierali ru¢ne za slne¢ného pocasia
0,10 — 0,15 m nad zemou. V case zberu, v roku 2004, iSlo o dvojrocny porast. Zber sa robil
vzdy vo vyvojovej faze tesne pred kvetom. Rastliny niektorych kultivarov prvého vegetaéného
roku v nasich podmienkach neprezimovali.

Détum zberu a usporiadanie pestovatel'ského pokusu s zhrnuté v tab. 1.



Tabul’ka 1: Povod osiva jednotlivych kultivarov medovky lekarskej a ddtum zberu rastlinného
materidlu (v roku 2004) vo vyvojovej faze tesne pred kvetom

datum zberu
kultivar Kraii t .
&, rajma mesto nazov spon 0,4x0,6 m | spon 0,4x0,4 m
A B C D
1 CR Olomouc cv. “Citra’ 10.7. * 10.7. | 10.7.
2 CR Troubsko cv. “Citra’ 6.7. * 13.7. | 12.7.
3 * 10.7. | 15.7. 15.7.
4 Holandsko | Enkhvizen cv. ‘CHAM.’ 6.7. * 6.7. 6.7.
5 8.7. 8.7. 8.7. 12.7.
6 ) o 6.7. 6.7. 6.7. 6.7.
Mad’arsko Budakalasz cv. ‘Ildiko’
7 8.7. 22.7. 8.7. 8.7.
8 10.7. 12.7. | 10.7. 10.7.
9 Nemecko Quedlinburg | cv. ‘Citronella’ 8.7. * 8.7. *
10 22.7. * 22.7. 10.7.
11 . . 8.7. 12.7. | 22.7. 10.7.
Nemecko Quedlinburg | cv. ‘Quedlinburger’
12 8.7. 10.7. | 15.7. 12.7.
13 Portugalsko | Lisabon ssp. officinalis 8.7. * * *
14 : . 8.7 * * *
Portugalsko | Lisabon bez oznacenia cv.
15 8.7. * * *
16 Spanielsko | Madrid bez oznacenia cv. 8.7. * * *
17 i5Si 8.7. 10.7. 8.7. 6.7.
Taliansko Janov 5Sp- altissima
18 coimbra 10.7. * * *

Vysvetlivky: A, B, C, D-trsy jednotlivych kultivarov medovky lekarskej pestované v
2 sponoch
*-rastlina neprezimovala

3.2 Metody stanovenia kyseliny rozmarinovej pouzité u kultivarov pestovanych v pol’nych
podmienkach

Suchy materidl sa rozdrobi na jemny prasok a navazi sa z neho 0,500 g. Toto mnozstvo

sa extrahuje s 50 ml metanolu v Soxhletovom extraktore 3 h. Hotovy extrakt sa ihned” odpari

do sucha na vakuovej rotacnej odparovacke. Tesne pred analyzou sa odparok rozpusti v

metanole a po prefiltrovani sa doplni na 25,0 ml.

Z odmernej banky sa odoberie do Eppendorfovej skimavky 0,5 ml extraktu. Potom sa
prida 0,2 ml tetrachlérmetanu. Vznikne Ciry roztok, ktory sa dobre premiesa. Po pridani 0,3 ml

vody sa roztok rozdeli na dve fazy. Zmes sa dokladne pretrepe, aby sa farbiva a ostatné




neziaduce latky v o najvdcSej miere vyextrahovali do tetrachlérmetdnu. Potom sa zmes
centrifuguje 10 min. rychlostou 10 000 oti¢ok/min. Oddelend horna vrstva (vodno-
metanolovd) sa pouzije na analyzu metédou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie-

HPLC.

3.3 Material a metédy pouZzité pri neelicitovanych in vitro kultirach
3.3.1 Material

Rastliny medovky lekarskej (Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’) boli predpestované zo
sterilnych semien na agarovom zZivnom médiu, ktoré obsahovalo makroprvky a mikroprvky

podl'a Murashige, Skoog (1962) bez rastovych regulatorov .

Pre d’alsie kultivacie po vykliceni semien bolo pouzit¢ tekuté zivné médium, ktoré
obsahovalo anorganické latky (mikroprvky, makroprvky) ako u agarového zivného média,
doplnené o organické latky, vitaminy a rastové regulatory.

Zivné média boli pripravené pipetovanim predpisanych mnozstiev zo zasobnych
roztokov o znamej koncentracii.

Agarové médium bolo rozlievané po 15 ml do sklenenych nadob s objemom 50 ml.

Tekuté Zivné médium bolo rozlievané do Erlenmayerovych baniek s objemom 100 ml
s papierovymi mostikmi, ktoré boli urené na kultivaciu explantatov a kalusov, bolo
davkované po 25 ml tekutého média. Banky boli uzatvorené a sterilizované v autoklave pri
teplote 121 °C a tlaku 0,1 MPa po dobu 20 min.

Na sterilizaciu semien Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’ bol pouzity 70 % roztok etanolu,
15 % roztok SAVA a destilovana voda.

Vysterilizované semena boli ulozené na agarové zivné médium po jednom, maximalne
po dvoch. Rastlina, vyklicena na agarovom zivhom médiu, bola sterilizovanou pinzetou
poloZena na sterilny filtraény papier. Sterilnym skalpelom bola rozrezand na niekol'ko Casti.
Umiestnené boli na mostiky ponorené v zivnom médiu v bankach. Koniec baniek sa opalil
a uzatvoril. Na primarnych explantatoch sa sledoval rast kalusu.

Z kalusu sa vjeden denn naockoval potrebny pocet baniek-kalusov, z ktorych sa
odoberali vzorky v 3-4 dnovych intervaloch. Vzorky boli odoberané na 5., 8., 12, 15., 19,
22., 26., 29., 33., 36., 40., 43., 47. den. Odoberalo sa 3 az 7 vzoriek. Pre HPLC stanovenie
a stanovenie antioxida¢nej aktivity boli pouzité priemerné vzorky. Kyselina rozmarinova sa

stanovila uz vyssie popisanou metédou HPLC.



3.3.2 Stanovenie antioxidacnej aktivity kalusovej kultiry Melissa officinalis L.
cv. ‘Citra’

Roztok DPPH sa pripravil navazovanim 4 mg DPPH do 100 ml odmernej banky a
naslednym doplnenim metanolu na 100 ml (cppp = 10*M).

1 mg susiny (kalusovej kultary Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’) sa nechal extrahovat’
v 3 ml metanolu 7 dni v tme na chladnom mieste (2-6 °C).

Po tyzdni sa extrakty prefiltrovali do skumaviek. 1 ml extraktu sa dal na meranie
vychytavania DPPH radikalu a 200 pl extraktu sa dalo suSit’ do suSiarne pri 50 °C na stanovenie
obsahu susiny.

VoI'né radikaly boli vychytavané 2,2 difenyl-1-pikryl-hydrazyl (DPPH) je metoda, ktora
sa vSeobecne pouziva na stanovenie antioxidacnej aktivity roznych prirodnych a syntetickych
produktov (Nessa et al., 2004).

Princip metddy spociva v tom, ze antioxidant poskytne vodik, ktory reaguje s DPPH. Po
zachyteni vodika DPPH dochddza k odfarbeniu roztoku, ¢o moZno registrovat
spektrofotometricky, sledovanim intenzity absorpéného pasu pri 517 nm v metanolovom
roztoku DPPH. Priddvanim antioxidantu sa intenzita tohoto pdsu znizuje. Na zaklade
vyhodnotenia zavislosti intenzity absorbancie verzus koncentrdcie antioxidantu mozno
vypocitat’ tzv. SCsy hodnoty (scavenger concentration) t.j. koncentracia, ktord spdsobi znizenie
intenzity absorbancie na polovicu (Tsimogiannis, 2004).

Postup pri testovani: jednotlivé vzorky pre samotné meranie sa zarobili do skiumaviek,
do ktorych sa pridavali 1,8 ml roztoku DPPH v metanole, r6zne mnozstvo (0, 10, 20, 30, 40,
50, 60 az 200 pl) metanolového roztoku antioxidantu a doplnili patricnym mnoZstvom
metanolu (0 az 200 ul) na celkovy objem 2 ml tak, ze vyslednd koncentracia DPPH bola
0,091 mmol/l. Absorbancia kaZzdej vzorky bola merana vzdy po 15 min. od pridania
antioxidantu pri laboratornej teplote 24 °C. So vzrastajucou koncentraciou antioxidantu vo
vzorke intenzita absorbancie klesala az po ur¢iti minimalnu hodnotu, ktord sa uz s dalSim
pridavanim antioxidantu nemenila.

Hodnoty SCsy, ktoré predstavuju antioxidaéni Uc¢innost’ obsahovych latok boli
vypocitané pomocou vyhodnocovacieho pocitacového programu Peakfit.

Antioxidac¢nd aktivita sa merala na UV VIS spektrofotometri-Hewlet 8452A Packard

diode array.
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3.4 Material a metody pouZité pri elicitovanych in vitro kultirach

Kalusové kultiry medovky lekarskej (Melissa officinalis L.) odvodené zo stoniek
(Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’) a korenov (Melissa officinalis L. cv. ‘Ildiko’) sterilne
vyklicenych rastlin sa vniesli do suspenzie. Zakladné zivné médium Murashige, Skoog (1962)
bolo doplnené kinetinom (0,1 mg/l) a kyselinou 4-dichlérfenoxyoctovou (1,0 mg/l). Po
rozpusteni vSetkych zloziek tvoriacich kultivaéné médium sa médium nalievalo do sterilnych
100 ml Erlenmayerovych baniek v objeme 20 ml. Po uzavreti polyuretdnovou zatkou a
hlinikovou foliou sa banky sterilizovali v autoklave pri tlaku 120 kPa po dobu 15 min.

Obsah ziadenej kyseliny rozmarinovej bol regulovany pridavanim elicitora
metyljasmonatu pouzitim viacerych koncentracii a ¢asovych intervalov odberu.

Variant A: koncentracia 0,1 a 0,2 mmol/l v pripade suspenznych kultar odvodenych zo
stoniek medovky; 1 a 2 mmol/l v pripade suspenznych kultir odvodenych z koreiov medovky.
Vzorky boli odoberané v ¢asovych intervaloch 24, 48 a 72 h.

Variant B: koncentracie 50, 100, 200 a 400 pumol/l v pripade suspenznych kultur
odvodenych zo stoniek medovky; 50 a 200 umol/l v pripade suspenznych kultir odvodenych z
korenov medovky. Vzorky boli odoberané v ¢asovych intervaloch 24, 48, 72 a 120 h od
zaciatku kultivacie.

Extrakt sa pripravil rozdrobenim suchého materidlu na jemny praSok. Z materialu sa
navazi 10 mg do Eppendorfovej skimavky. Toto mnozstvo sa extrahuje s 1,0 ml metanolu
v ultrazvukovej vani po dobu 30 min. Nasledne sa centrifuguje 10 min rychlostou 10 000
otaCok/min. Supernatant sa zleje do 5 ml odmernej banky, k sedimentu sa prida znovu 1,0 ml
metanolu. Extrakcia sa opakuje trikrat. Spojené supernatanty v odmernej banke sa doplnia
metanolom na objem 5,0 ml extraktu. Potom sa prida 0,2 ml tetrachlormetanu a 0,3 ml vody.
Zmes sa centrifuguje 10 min. rychlostou 10 000 otacok/min. Oddelenti hornii (vodno-

metanolovtl) fazu zmesi pouzijeme na analyzu HPLC.

4. VYSLEDKY

Obsah kyseliny rozmarinovej v kultivaroch rastlin medovky lekarskej (Melissa
officinalis L.) bol vypocitany na zaklade vyhodnotenia ploch pikov, vypocitanim podla
koeficientu kalibracnej krivky kyseliny rozmarinove;.

Kvalitativne hodnotenie sa robilo na zéklade Standardu kyseliny rozmarinovej a jeho
retenéného Casu. Retencny ¢as kyseliny rozmarinovej na chromatograme roztoku Standardu i

upraveného extraktu rastlinného materialu bol v rozmedzi 13,1-13,8 min.
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Na vypocet obsahu kyseliny rozmarinovej v jednotlivych vzorkach kultivarov pol'ného

pestovania bol pouzity vzorec:

_(P-b)xyxs.

., = 100
Y kx mx sx 10°

w — obsah kyseliny rozmarinovej vo vzorke [%]

P —plocha piku kyseliny rozmarinovej v meranej vzorke [mV.s]

V' — objem extraktu z drogy [25,0 ml konst.]

k, b —koeficienty z rovnice linearnej regresie kalibracnej krivky y = kx + b, kde
v —plocha piku roztoku Standardu kyseliny rozmarinovej [mV.s]
x — koncentracia roztoku vzorky Standardu kyseliny rozmarinovej [pg/ml]
[k£=169,8 (mV.s.ml)/ug, konst.]
[b=2870,0 mV.s, konst.]

m — hmotnost’ navazku drogy [asi 0,500 g]

s — suSina <0,1>

Vysledky analyzy st zhrnuté v tabulke 2.

Tabulka 2: Vysledky HPLC stanovenia obsahu kyseliny rozmarinovej (%) v jednotlivych
kultivaroch medovky lekarske;j

Kkultivar obsah KR (%) smerodajna odchylka
¢. A B C D A B C D
1 7,25 * 6,49 | 6,72 | 0,14 * 10,01 | 0,01
2 5,01 * 6,33 | 5,39 | 0,08 * 10,18 | 0,23
3 * 5,19 | 5,30 | 5,57 * 0,05 | 0,21 | 0,05
4 6,81 * 144514911 0,17 * 1,02 | 0,17
5 6,20 | 5,19 | 6,77 | 6,30 | 0,05 | 0,09 | 0,38 | 0,14
6 7,21 | 499 | 5,74 | 5,63 ] 0,26 | 0,04 | 0,04 @ 0,18
7 5,75 6,01 | 6,95 | 5,18 | 0,11 | 0,12 | 0,05 | 0,13
8 5,88 | 3,48 | 6,39 | 6,14 ] 0,01 | 1,01 | 0,09 | 0,01
9 5,73 * 1 4,67 * 10,13 * 10,22 *
10 6,35 * 6,34 | 583 | 0,10 * 10,24 | 0,01
11 6,36 | 6,05 | 6,79 | 6,39 ] 0,28 | 0,23 | 0,21 | 0,30
12 549 | 4,63 | 5,82 | 539 0,21 | 0,06 | 0,15 | 0,14
13 5,49 * * * 10,21 * * *
14 5,32 * * * 10,27 * * *
15 5,11 * * * 10,18 * * *
16 5,44 * * * 0,18 * * *
17 7,45 | 591 | 7,46 | 6,31 ]| 0,06 | 0,07 | 0,27 | 0,03
18 5,74 * * * 10,09 * * *
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Vysvetlivky: 1-18-charaktreristika kultivarov (tab. 1 str. 8)
A, B, C, D-trsy jednotlivych kultivarov medovky lekarskej pestované v
2 sponoch
A-B-spon 0,4 x 0,6 m; C-D- spon 0,4 X 0,4 m
KR-kyselina rozmarinova
*-porast neprezimoval

Obsah kyseliny rozmarinovej v sledovanych drogach sa pohybuje v rozmedzi
5,11-7,07 % (tab. 2). VSetky odrody pri zohl'adneni priemernej vzorky z obidvoch sponov a
Styroch trsov spliaju poziadavky SL 1 (4 % hydroxyskoricovych derivatov vyjadrenych ako
kyselina rozmarinova pri pouziti spektrofotometrickej metody). Metéda HPLC pritom
poskytuje nizsie hodnoty ako spektrofotometria, ktort predpisuje Slovensky liekopis, ked'ze
ide o stanovenie jedinej latky, kym spektrofotometriou sa stanovuje cely komplex
hydroxyskoricovych derivatov (Gracza, Ruff, 1984; Lamaison et al., 1991).

Najvyssi obsah kyseliny rozmarinovej v ramci pripustného poddruhu officinalis ma
kultivar “‘Citra’ (6,82 %, 5,20 %) (tab. 2). Spomedzi vSetkych vzoriek maju vyssi obsah iba
vzorky z poddruhu altissima (7,07 %, 5,74 %) (tab. 2), ktory sa povaZuje za neziaducu primes
v liekopisnej droge Melissae folium. Preto aj napriek vysSiemu obsahu kyseliny rozmarinove;j
nie je vhodna na terapeutické ucely. Pomerne vysoky obsah kyseliny rozmarinovej ma aj
madarsky kultivar ‘Ildik6’, nemecky kultivar ‘Quedlinburger’a holandsky kultivar ‘CHAM’.
(tab. 2). U kultivarov ¢&. 13-16, ktoré pochadzaju zo Spanielska a Portugalska, neprezimovali
vSetky trsy rastlin, pre porovnanie su k dispozicii iba vysledky paralelnych stanoveni v ramci
jedného trsu rastlin (tab. 2). Preto je problematické vyslovit’ vSeobecnejSie zavery o obsahu
kyseliny rozmarinovej v tychto kultivaroch. Introdukcia rastlin zjuznych oblasti Europy
predstavuje pravdepodobne zlozitejSi agronomicky problém. V zostavajucich vzorkach bol
obsah kyseliny rozmarinovej v porovnani s ostatnymi vzorkami relativne nizsi. Z vysledku
pokusov vyplynulo, Ze jednotlivé sledované kultivary medovky lekdrskej st vyrazne
ovplyvnené poveternostnymi podmienkami stanovista (vymrznutie), nielen v kvantitativnej
rovine (mnozstvo drogy), ale aj v kvalitativnej (kyselina rozmarinova). Z uvedené¢ho dévodu
bola v d’alsich pokusoch pozornost’ zamerana na ziskanie optimalnej in vitro kultary, kde st
vonkajsie vplyvy eliminované.

V zmysle ciela prace bola vytyCend tuloha stanovit obsah kyseliny rozmarinovej

v neelicitovanej kalusovej kultire medovky lekarske;.
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Tabulka 3: Mnozstvo suSiny (%) a obsah kyseliny rozmarinovej (%) v
neelicitovanej kalusovej kultare Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’ pocas 47-diovej
subkultivacie

Den odberu Percento £ L.S. o5 Obsah RA
suSiny (%)
(%)
5. 4,87 0,19 2,60
8. 4,80 0,31 2,75
12. 4,73 0,14 2,69
15. 4,59 0,15 3,00
19. 4,16 0,16 3,54
22. 4,06 0,32 3,63
26. 3,69 0,17 3,71
29. 3,44 0,19 3,79
33. 3,24 0,25 3,86
36. 4,06 0,33 4,08
40. 3,85 0,36 4,79
43, 3,47 0,22 4,84
47. 3,87 0,18 4,92

Obsah kyseliny rozmarinovej bol stanoveny v lyofilizovanej suSine pomocou
vysokouc¢innej kvapalinovej chromatogratie (HPLC). V pociatocnej faze (lag faze) bolo
adaptujii na nové Zivotné prostredie. S prispdsobenim sa na Zivné médium a podmienky
prostredia sa bunky zacinaju delit’ vo vysokej miere. V exponencialnej fize sa nachadzaju
mladé¢, ale aj starSie bunky, ktoré sa uz nedelia a mdézu tvorit’ bioaktivnu latku-kyselinu
rozmarinovi. Mnozstvo kyseliny rozmarinovej sa po 29. deil mierne zvySovalo, dosiahlo
hodnotu 3,79 %.

Schopnost’ syntetizovat’ tento sekundarny metabolit vekom buniek aj celkovej kultary
narastd, a preto v poslednej faze (stacionarna faza) t.j. cca 33. az 47.den-kultara obsahovala
najviac kyseliny rozmarinovej 3,86-4,92 % v suSine (tab. 3).

Pocas 47. dni sa sledovala krivka rastu kultiry a hodnoty SCs,. Bolo zistené, Ze
obsahové latky, ktoré sa v susine Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’ nachaddzaji, maji schopnost’
vychytdvat’ DPPH radikaly.

Hodnoty SCs sa menili podl'a mnozstva suSiny kalusovej kultary. V pocCiatocnej faze
rastu kalusu do 20 dni bol obsah suSiny najvyssi aj antioxidac¢na aktivita bola vysoka. Hodnoty
SCs (tab. 4) sa pohybovali v intervale od 39,26-28,4 ng/ml. Ale v exponencialnej faze rastu sa

hodnoty SCs, zvysili, a to znamend, Ze sa znizila antioxidacnd schopnost’ obsahovych latok.
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V poslednej faze rastu, kedy sa aj obsah suSiny mierne zvysil, boli hodnoty SCs, porovnatel'né

s tymi na zaciatku rastu (tab. 4).

Tabul’ka €. 4: Hodnoty SCs, obsahovych latok kalusovej kultary Melissa officinalis L.
cv. ‘Citra’ pocas 47-diovej subkultivacie

Deii subkultivacie Hodnoty SCs (npg/ml)
0 37,71
5 34,19
8 34,55
12 33,13
15 39,26
19 28,40
22 39,36
26 53,19
29 43,80
33 29,34
36 45,86
40 35,82
43 40,23
47 37,25

V tejto praci bol dosiahnuty stabilny rast kalusovej kultary za pouzitia fytohorménov-
kyseliny 2,4-dichlérfenoxyoctovej a kinetinu. Dal$ia &ast’ tejto prace bola zamerand na
stanovenie kyseliny rozmarinovej v kultare Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’. Kyselina
rozmarinova bola stanovena metddu vysokotcinnej kvapalinovej chromatografie.

Antioxidacnd aktivita je v dnesnej dobe vel'mi skimanou témou, preto jednym z ciel'ov
tejto prace bolo zistit, €1 aj obsahové latky v kalusovej kultare Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’
maju antioxida¢nu schopnost’. Antioxida¢nt aktivitu kyseliny rozmarinovej in vitro s pouzitim
DPPH radikalu v metanolovom extrakte Salvia verticillata L. Studovali Bektas et al. (2007).
Zistili, ze uvedeny extrakt vykazoval hodnoty SCsy 14,5 = 1,21 pg/ mg. V predloZenej praci,
boli hodnoty SCsy vySSie ako hodnoty metanolového extraktu Salvia verticillata L.
Najoptimalnejsia hodnota bola dosiahnutd na 19. denn-SCs 28,4 pug/ml.

Na stanovenie obsahu kyseliny rozmarinovej v elicitovanych in vitro kultarach bola
taktiez pouzitd metdéda HPLC. Retencny Cas kyseliny rozmarinovej na chromatograme roztoku
Standardu 1upraveného extraktu rastlinného materidlu bol uin vitro kultir v rozmedzi

15,3-15,8 min.

15



Na vypocet obsahu kyseliny rozmarinovej v jednotlivych vzorkach bol pouzity vzorec:

_(P-b)xVxs

=
kx mx sx10°

x 100

w — obsah kyseliny rozmarinovej vo vzorke (%)
P —plocha piku kyseliny rozmarinovej v meranej vzorke (mV.s)
V' — objem extraktu z drogy (5,0 ml, konst.)
k, b —koeficienty z rovnice linearnej regresie kalibracnej krivky y = kx + b, kde
vy — plocha piku roztoku Standardu kyseliny rozmarinovej (mV.s)
x — koncentracia roztoku vzorky Standardu kyseliny rozmarinovej (ug/ml)
[k =341,6463 (mV.s.ml)/ug, konst.]
[b=-2720,935 mV.s, konst.]
m — hmotnost’ navazku drogy (asi 0,010 g)

s — suSina <0,1>

Tabulka S: Vysledky HPLC
v elicitovanych stonkach a korefioch medovky lekarskej (variant A)
Vysvetlivky :  c-koncentracia metyljasmonatu (mmol/l)

w -obsah kyseliny rozmarinovej v susine in vitro kultar (%)

stanovenia

obsahu  kyseliny

rozmarinovej

Stonka Koren
Metyljasmonat |Odber| Priemer | Metyljasmonat |Odber| Priemer
¢ (mmol/l) (h) [wKR (%) c (mmol/l) (h) [wKR (%)

24 0,14 24 0,10

kontrola 48 0,23 kontrola 48 0,07
72 0,36 72 0,09

24 0,08 24 0,13

0,1 48 0,17 1 48 0,10

72 1,16 72 0,13

24 0,10 24 0,15

0,2 48 0,16 2 48 0,11

72 1,01 72 0,31

(%)

Elicitacia je metoda, ktord vyuZziva obranné reakcie rastlin v podmienkach in vitro.

Predpokladom uspesnej elicitacie je pouzitie vhodného elicitora, jeho koncentracie ako aj

stanovenie optimalnej doby pdsobenia. Vplyv metyljasmonatu v roztoku, t.j. jeho pridanim

priamo do Zivného média bol sledovany u suspenznej kultiry Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’

odvodenej zo stonky. Obsah kyseliny rozmarinovej u kontrolnej vzorky sa s rasticim ¢asom

vel'mi nemenil (tab. 5). Ani pdsobenie metyljasmonatu v mnozstve 0,1 a 0,2 mmol/l jej obsah

po 24 a 48 h vyrazne nezmenilo. Zmeny nastali az po 72 h u obidvoch koncentracii. Pridanim

elicitora v mnozstve 0,1 mmol/l sa zvySil obsah kyseliny rozmarinovej na 1,2 %, co

predstavuje 3,5-nasobny narast oproti kontrole. Dvojnasobné mnozstvo elicitora, t.j. 0,2 mmol/l

uz obsah kyseliny rozmarinovej nezvicsilo, naopak jej obsah sa o nie¢o znizil. Dosiahol

16



3-nasobné zvysenie oproti kontrole. Tuto skutocnost’ je mozné vysvetlit moznym pociatoénym
fytotoxickym posobenim uvedené¢ho mnozstva elicitora. Vplyv metyljasmonatu v plynnej faze
bol sledovany u suspenznej kultiry Melissa officinalis L. cv. ‘1ldik6’ odvodenej z korenov. Uz
porovnanim kontroly bol zisteny niz§i obsah kyseliny rozmarinovej (tab. 5) ako u kultary
odvodenej zo stoniek, a to cca 3,5 krat. Podas dizky trvania experimentu sa po 24, 48 a 72 h

vel’'mi nezmenil.

Mierne sa zvySil obsah kyseliny rozmarinove] poOsobenim elicitora v mnoZstve
1,0 mmol/l, a to z 0,1 % kontrolnej vzorky na 0,13 % po 24 h. Po 48 h nastal mierny pokles aj
u kontroly a je tiez kopirovany poklesom kyseliny rozmarinovej po 48 h, a na navrat k takmer

rovnakej hodnote 0,13 % po 72 h.

Omnoho vyraznej$i vplyv na obsah kyseliny rozmarinovej bol zaznamenany pri
koncentracii 2,0 mmol. Po 24 h bol obsah kyseliny rozmarinovej 0,15 % oproti kontrole, ¢o
predstavuje narast iba 0 0,5 %, po 48 h sa taktieZ mierne zniZil a dosiahol urovenl pdsobenia
1,0 mmol/l koncentracie elicitora. Podstatny obrat nastal po 72 h posobenia, kedy sa obsah
kyseliny rozmarinovej zvysil oproti kontrole az na 0,3 %, ¢o predstavuje trojnasobny narast.
Tento narast je o to viac prekvapujici, ze u stoniek najvyssi narast predstavoval 3,5-nasobné
zvySenie a to pri nizSej koncentracii elicitora (0,1 mmol/l) naopak, pri 0,2 mmol/l bol obsah
kyseliny rozmarinovej niz8i. Obsah kyseliny rozmarinovej v kontrolnych vzorkach je
porovnatelny u suspenznych kultar odvodenych zo stoniek ako aj z korena. U stonky vplyv
elicitora na obsah kyseliny rozmarinovej je vy3si uz pri jeho niZ§ich koncentraciach. Dalsie
zvySovanie koncentracie elicitora by viedlo kjeho toxicite. Suspenznd kultira odvodena
z korena je menej citliva, reakcia na elicitor sa prejavila az pri vysSej koncentrécii elicitora

(2 mmol/l) a az po dlh§om posobeni (72 h).
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Tabulka 6: Vysledky HPLC stanovenia obsahu kyseliny rozmarinovej (%)
v elicitovanych stonkach a korefioch medovky lekarskej (variant B)
Vysvetlivky: c-koncentracia metyljasmonatu (mmol/1)

w-obsah kyseliny rozmarinovej v susine in vitro kultlr (%)

KR-kyselina rozmarinova

Stonka Koreii
Metyljasmonat |Odber | Priemer| Metyljasmonat |Odber | Priemer
w KR w KR
¢ (umol/l) (h) (%) ¢ (umol/l) (h) (%)
24 1,93 24 2,58
48 2,09 48 2,81
30 72 3,07 >0 72 2,64
120 | 0,40 120 2,60
24 1,67 24 2,48
48 5,19 48 2,57
100 72 5,41 200 72 3,07
120 | 0,25 120 2,50
24 2,52 24 2,21
48 4,54 48 2,25
200 7 4.45 kontrola 7 1.08
120 1,96 120 1,93
24 3,01
48 3,28
400 72 3,04
120 | 2,43
24 1,81
48 1,55
kontrola 7 211
120 | 0,66

Ako rozsah optimalnej koncentracie elicitora sa ukézali koncentracie -elicitora
100 pmol/l a 200 umol/l kde maximum elicitacie bolo dosiahnuté po 48 az 72 h od pridania
elicitora. Potom obsah postupne klesal. Maximalny obsah kyseliny rozmarinovej v in vitro
kultarach odvodenych zo stoniek medovky lekarskej bol 5,41 % (pri koncentrécii 100 pmol/l
metyljasmonatu, po 72 h od pridania elicitora), resp. 4,54 % (pri koncentracii 200 umol/l, po
48 h).

Pri koncentracii elicitora 400 pmol/l bolo maximum dosiahnuté pri 48 h, a to 3,28 %.
Od tejto hodnoty obsah postupne klesal, ¢o mdze byt spdsobené vysokou koncentraciou
elicitora, ktory ma uz inhibi¢ny vplyv na tvorbu kyseliny rozmarinovej v danej in vitro kultire
medovky lekarskej. Pri pokusoch s ovplyvnenim tvorby kyseliny rozmarinovej v in vitro
kultarach odvodenych z korenov medovky lekarskej (Melissa officinalis L. cv. ‘1ldikd”) boli

pouzité dve koncentracie elicitora: 50 umol/l a 200 pmol/I. Pri koncentracii elicitora 50 pmol/l

18



bolo maximum dosiahnuté po 48 hodinach od pridania elicitora (2,81 %). Pri koncentracii
elicitora 200 umol/l to bolo po 72 h (3,07 %), mézeme teda pozorovat prechodné zvysenie
priblizne o 50 % v porovnani s kontrolnymi vzorkami, nasledne vSak obsah kyseliny
rozmarinovej v in vitro kulture opat’ vyrazne poklesol (tab. 6). Na zdklade vysledkov mozno
konstatovat’, Ze najvyssi obsah kyseliny rozmarinovej bol stanoveny vo vzorkach in vitro kultar
odvodenych zo stoniek medovky lekarskej pri pridani elicitora metyljasmonatu v koncentracii
100 pmol/l v ¢ase po 72 h od pridania elicitora (5,41 % v suSine in vitro kultlir). ZvySenie
obsahu kyseliny rozmarinovej v tychto vzorkach bolo priblizne 2,5-nasobné v porovnani

s kontrolnymi vzorkami.

5. ZAVER

Pri pestovani medovky v polnych podmienkach sa nepotvrdil vplyv sponu na obsah
kyseliny rozmarinovej v listovej droge. Zo sledovanych kultivarov medovky lekarskej
v polnych podmienkach zipadného Slovenska najvys$si obsah kyseliny rozmarinovej bol
ziskany v kultivare Citra.

V neelicitovanej kalusovej kultire Melissa officinalis L. cv. ‘Citra’ bol stanoveny obsah
kyseliny rozmarinovej v intervale 2,6-4,92 %. SuSina sa pohybovala v rozmedzi 3,24-4,87 %.

Schopnost’ syntetizovat’ sekundarny metabolit-kyselinu rozmarinovi vekom buniek
neelicitovanej in vitro kultiry narasta, v poslednej faze na 47. denn obsahovala kultira najviac
kyseliny rozmarinovej v suSine 4,92 %.

Antioxidacnd aktivita SCsy bola najvac¢Sia v pociatocnej faze rastu kalusu ato na
19. den-28,4 pg/ml.

V exponencialnej faze rastu kultary, kedy sa zvySovali hodnoty SCs, doslo k znizeniu
antioxidacnej aktivity obsahovych latok.

Pouzitim elicitora-metyljasmonatu (0,1 a 0,2 mmol/l u suspenznych kultur odvodenych
zo stoniek medovky lekarskej) sa obsah kyseliny rozmarinovej v porovnani s kontrolnou
vzorkou po 24 a 48 h nemenil.

Elicitor v mnozstve 0,1 mmol/l zvysil obsah kyseliny rozmarinovej po 72 hna 1,2 % v
suSine. Dvojnasobné mnozstvo elicitora 0,2 mmol/l uz obsah kyseliny rozmarinovej
nezvySovalo.

Pouzitim r6znych koncentracii elicitora (50, 100, 200, 400 pmol/l) a ¢asu odberu (zo
stonky), maximalny obsah kyseliny rozmarinovej bol zisteny pri koncentracii 100 pmol/l

metyljasmonatu po 72 h od pridania a to 5,41 % v suSine.
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Rozne koncentracie elicitora sice zvySovali mnozstvo Kkyseliny rozmarinovej
v suspenzne] kultare odvodenej z korena, ale hodnoty boli nizSie ako v suspenznej kulttre
odvodenej zo stonky.

Suspenzné kultary odvodené zo stonky medovky lekarskej vyuzivaji vplyv elicitora na

zvySenie mnozstva kyseliny rozmarinovej efektivnejsie.
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