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1. UvOoD

Pfiroda skryva neuvéritelné mnozstvi pokladd, které dokaze clovék rliznymi
zpUsoby vyuzit. Zaludnost obcas spociva v ziskani daného pfirodniho bohatstuvi.
Rostliny jsou zdrojem mnoha aktivnich, casto léCivych nebo tfeba primyslové
vyuzivanych substanci. Mnohdy jsou tyto latky, prevaziné sekunddrni metabolity,
produkovdny pouze v malém mnozstvi nebo dokonce i celd matecna rostlina roste
jen vomezeném poctu. K ziskani vétsiho mnoZstvi metabolitl je tedy potreba
obrovské kvantum pfirodniho materialu. Re$eni pfinesly biotechnologické metody,
které dokazi vhodnou kultivaci uSetfit velké mnoZstvi materidlu a navic byly

objeveny i metody, jak zvysit produkci metabolitl v kultivovanych kulturach. (1)

Existuje fada moznosti, jak rostlinné explantaty in vitro kultivovat a nékolik
zpUsobu, jak zvysit jejich vytéZnost. Péstovanim v umélych podminkach se zajisti
idedlni prisun potfebnych Zivin a vhodnych podminek, které stimuluji rast kultury.
Pfidanim nékterych rostlinnych reguldtor( a jinych aktivnich latek nebo zménou
urcitych podminek pak muze dojit i k ovliviiovani chovani kultur, véetné produkce
metabolitd. Pro tento ucel je neustdle zkouman vliv novych a novych latek na
chovani rostlin a rostlinnych kultur. Pro pozitivni vysledek je tfeba dopatrat se i
konkrétni optimalni koncentrace, ktera dokaze ovlivnit danou kulturu poZzadovanym

a nejvyhodnéjsim zplsobem. (2)

V této diplomové prdaci je pozornost vénovana jihoamerickému druhu
sukulentu Trichocereus pachanoi, ktery produkuje velmi silné Gcinnou halucinogenni
latku meskalin. Rostlina nenalezla uplatnéni ani tak ve farmaceutickém primyslu,
ale je velmi vyhledavadna a vyuzivdna domorodymi obyvateli, predevsim Samany
z indidanskych kmenu. Tato diplomova prace se zabyva explantatovymi kulturami

T. pachanoi. (3)



2. CiL PRACE

Ukolem této diplomové prace bylo provést kultivaci explantatovych kultur
Trichocereus pachanoi. DuleZitou casti bylo také odvodit z kalusovych kultur

rostoucich na pevné agarové plidé kultury suspenzni.

Hlavnim uUkolem bylo stanoveni vlivu vybranych prekurzord a elicitord
(kyselina skoricovd, skotican sodny, tryptofan, ozon, methylenovd modf) na
produkci sekundarnich metabolitl v suspenznich kulturach Trichocereus pachanoi.
Tyto latky byly pouzity v nékolika rlznych koncentracich a byl sledovan i vliv délky

jejich plsobeni na dané kultury in vitro.

K uréeni kvantitativniho a kvalitativniho stanoveni sekundarnich metabolitd,
s dlirazem na meskalin, byla pouZita metoda HPLC, s jejimz fungovanim se bylo

treba také seznamit.

Veskera prdce byla spojena s vyhledavanim informaci a seznamovanim se

se zdroji, které se danym tématem zabyvaji.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Trichocereus pachanoi

,,Clovék omdmeny kaktusem San Pedro mizZe nechat svého ducha
vzndset se vsemi nebeskymi sméry a prece zlstane, stejné jako

kaktus v poustni bouri, pevné zakofenén v Zemi.”

(cit. Ratsch, 2008) (4)

3.1.1 Cactaceae

Celed Cactaceae zahrnuje pres 2000 druh( rostlin. Kaktusy se vyskytuji
v rozliénych velikostech a podobach. Jejich domacim prostfedim byla plvodné
prevainé Severni a Jizni Amerika a zapadni Indie, ale postupem c¢asu byly lidmi

rozsifreny do mnoha dalSich statl i kontinent(. (5) (6)

V reakci na extrémni podminky se kaktusy pfizpUsobily svymi fyziologickymi
vlastnostmi. VétSina kaktusiU roste na pousti a jsou to sukulentni rostliny. Své
zduZnatélé stonky a listy vyuZivaji k zadrZovani vody. Stonek je kromé rezervoaru
vody také hlavni orgdn fotosyntézy, kterda je pro kaktusy specifickd. Prlduchy
nefunguji tak jako u ostatnich rostlin ve dne, kaktusy je v tuto dobu pfiviraji. Oxid
uhli¢ity je pfijiman aZ v noci a naslednda fotosyntéza probiha dalsi den. V noci také
mnoho kaktusU kvete a vyuZivaji pfi tom opylovani no¢nim hmyzem nebo malymi

zvitaty, naptiklad netopyry. (5) (6) (7)

Sukulenty nasly své vyuziti v mnoha oblastech lidského Zivota. Nalezneme je
v potravinarském primyslu k pfimé konzumaci (Opuntia ficus-indica), ve
stavebnictvi jako konstrukéni materidl a také jako topivo (Trichocereus sp.), Stava lze
vyuZit jako lepidlo (Stenocereus thurberi). Vysadbou se ochranuje plada pred
erozivnimi vlivy (Opuntia stricta) a ¢etné kaktusy jsou péstovany pro okrasné ucely.
Néktefi zastupci se vyznacuji léCivymi ucinky a fada dalSich motivovala védce

k syntéze nového léciva. (8)

Celedi Cactaceae néleii také nékolik druhd rostlin s kulturnim vyuZitim, kam

mUlzeme zaradit Lophophora williamsii (Peyotl) nebo Trichocereus pachanoi (San



Pedro). Oba kaktusy propojuje obsazeny meskalin, halucinogenni ucinky a Samanské
obfady. Ty se vSak odehrdvaji geograficky oddélené. Peyotl je vyuzivan indidny
v Mexiku a severnim Texasu a San Pedro v Jizni Americe. (9)

3.1.2 Historie

Existence a urcity vztah k Trichocereus pachanoi jsou pojeny uz k 13. stoleti
pf. n. l.. Ztéto doby byla nalezena jeho rytina v perudnskych horach. A z doby o tfi
stoleti pozdéji pochdzeji artefakty zobrazujici kaktus ve spojeni sjaguarem a

kolibfikem. (3)

Neni presné znamo, pro¢ tento kaktus pojal oznaceni ,San Pedro” dle
katolického svétce Svatého Petra (San Pedro ve Spanélském jazyce). Ale je zde
vysoka pravdépodobnost propojeni ucinku kaktusu, jez podle IéCitel( otevira dvere
do svéta nadpfirozenych sil, a svatého Petra, ktery hlida nebeskou branu. (4) (10)
(11)

3.1.3 Botanicka klasifikace
Ride: Plantae

Oddéleni: Magnoliophyta
Ttida: Magnoliopsida

Rad: Caryophyllales

Celed: Cactaceae

Podceled: Cactoideae

Rod: Trichocereeae

Druh: Trichocereus pachanoi, Echinopsis pachanoi, kaktus San Pedro

(5) (12) (13) (14)

3.1.4 Botanicky popis

Jedna se o témér beztrnného zastupce sukulentnich rostlin. T. pachanoi je
tvarem do vysky rostouci, nékdy rozvétveny sloup, ktery dosahuje vySe az Sesti

metrl. MUZe se lisit pocty Zeber. Nejcastéji jich ma Sest az osm, obcas dvanact a
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vzacné jen &tyfi. CtyFiebrové jsou povaiovéany Indidny za nejsilngjsi kusy, dle jejich
vysvétleni symbolizuji Ctyfi svétové strany. Jeho pokozka je zprvu Sedozelen3,

postupem starnuti se jeji zbarveni méni na tmavozelené. (3) (10)

Na kaktusech vyrUstaji zasSpi¢atéld poupata, ktera rozkvétaji v noci.
Nalevkovité kvéty jsou 20 -25 cm veliké a maji silné pronikavou v(ini, kterd vabi
véely. Vnitfni okvétni listky maji bilou barvu, vnéjsi listky hnédocervenou a stred
tvofi dlouhé nazelenalé tyCinky. Ojedinéle se m(ize vyvinout i chutny ¢erveny plod.

(4) (10) (15)

3.1.5 Vyskyt a rlst

Domadci oblasti pro Trichocereus pachanoi je stfedni ¢ast And. Nejcastéji jej
nalezneme v nadmofské vySce 1800 az 3000 metrd, ale nékdy téZ u more. Velmi

rozsifen je kromé Peru také v Ekvadoru, Bolivii a severnim Chile. (3) (15) (16)

Potkat se s nim mGzeme i ve vybranych botanickych zahradach a u nékterych
kaktusarskych péstiteld po celém svété. Dafi se mu ve vlhkych oblastech a

prosperuje na mistech, kde netrpi nedostatkem slunce. (10) (15)

Trichocereus pachanoi roste oproti Peyotlu (Lophophora williamsi) relativné
rychle. Pfiblizné pualmetrovy exemplai mlze za pul roku zvysit svoji vySku o deset
centimetr(l. DlleZitou podminkou pro rust je dostatecny prijem vody. Tato
skutecnost je podminéna plivodem kaktusu. Nejedna se o poustni sukulent, ale
o rostlinu pochazejici z vihkych, teplych, na dést bohatych And. Kaktus je tedy zvykly
prijimat velké mnoZstvi vody. A pravé diky tomu muzZe prezZit i suché obdobi trvajici

nékolik mésicu. (10) (15)

3.1.6 Droga a ritual

Zelend pokozka kaktusu se zpracovava na suchy prasek obsahujici meskalin.
Prasek je svétle zelené barvy a velmi hotké chuti. Vyuziva se i kaktusova duzina, a to

bud Cerstva nebo téz susena. (4) (10)

Tato rostlina ma hlavni vyznam v andském Samanismu. Odvar z T. pachanoi

vvvvvv

nakrajenych platkd kaktusu ve vodé (cca 200 g/11) po nékolik hodin. Tekutina se
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vyvari az na c¢tvrtinu pavodniho objemu vody. Obcas se do napoje pridavaji jesté
dalsi rostliny pro zvySeni nékterych ucink(. Témito bylinami miZe byt napf. koka
(Erythroxylum coca), durman (Datura sp.) Ci tzv. andélské trubky (Brugmansia

candida). (4) (11) (17)

Pacient i IéCitel vypiji pfipraveny napoj a poté lécitel pod vlivem kaktusu a za
doprovodu pisni a modliteb diagnostikuje onemocnéni. Samotny kaktus zde
neslouzi k pfimému léceni nemoci, ale k predpovédéni dalsi bylinné 1écby, kterou

Iécitel na zakladé vizi pacientovi doporuci. (17)

3.1.7 Obsahové latky

V Trichocereus pachanoi je knalezeni velké mnozZstvi sekundarnich
metabolitld. Nékteré z téchto latek jsou totozné se zastoupenim v pfibuzném druhu
Lophophora williamsii, ale celkové chemické sloZeni a farmakologické vlastnosti
téchto dvou kaktusi nejsou zcela totozné. Trichocereus pachanoi obsahuje hlavné
meskalin a souvisejici fenylethylaminy, zatimco Lophophora williamsii nabizi smés

meskalinu a fady tetrahydroisochinolinovych alkaloid(. (18)

Nalezenymi alkaloidy jsou napfiklad tyramin, 3-methoxytyramin,
anhalonidin, 3,4-dimethoxyfenylethylamin a 4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenylethyl-
amin. Objevené byly také nékteré triterpeny jako pachanol A, B a C

a bridgesigenin C. (19) (20)

V Trichocereus pachanoi se vyskytuje alkaloid hordenin, ktery je zajimavy
svym antimikrobidlnim plsobenim. Ma vliv na Siroké spektrum bakterii a
s pravdépodobnosti je pfi podani drogy pfi¢inou rychlého hojeni ran. Dalsi alkaloid
pellotin se vyznaduje sedativnimi Ucinky, zpUsobuje ospalost, snizenou chut

k ¢innostem, bradykardii a hypotenzi. (15) (19) (21)

Obsah sekundarnich latek zahrnuje také lophophin, 3,4-dimethoxyfenyl-
ethylamin (DMPEA, homopiperonylamin) a ve stopovém mnozstvi lobivin. U&inky
lophophinu jsou popisovany jako nenasilné zvednuti nalady, navozeni euforie a
zlepseni vizualniho vnimani, predevsim barvocitu. Pfredbézné pokusy ukazaly, Ze

lophophin vykazuje i ur¢itou psychoaktivitu. (18)
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Nékteré z obsazenych sloucenin jsou sympatomimetika. Ostatni latky pfi
samostatném uZiti nekoresponduji zfrejmym ucinkem. Neni viak vyloucen synergicky

vliv na kvalitativni stranku halucinaci v kombinaci s meskalinem. (11)

3.1.8 Meskalin

Meskalin je alkaloid zndmy pro vizualni halucinace a zménény stav védomi.
Strukturou se fadi mezi protolkaloidy. Tyto latky nemaji dusik zaclenény do
heterocyklu, ten je u nich soucasti postranniho retézce. Patfi mezi fenylalkylaminy,

konkrétné fenylethylaminové derivaty. (11) (22)

Methoxylovy postranni fetézec je patrné zodpovédny za halucinogenni
ucinky a byl nalezen i v dalSich znamych halucinogenech. Bylo také dokdzano, ze po
pfidani dalSich methoxylovych skupin se halucinogenni ucéinky meskalinovych

analogu zvysuiji. (23)

Bylo zjisténo, Ze Trichocereus pachanoi muze obsahovat od 0,33 % do
2,375 % meskalinu v susiné. Rozdily vobsahu mohou byt dlsledkem rdznych
faktor(, které na rostliny plsobi. Na ovlivnéni se ve velké mife podili prostredi, ve
kterém kaktusy vyrlstaji. Prostfedi se muze liSit teplotami, intenzitou srazek,
nadmorskou vyskou i pddnimi podminkami. Tyto faktory Gzce souvisi s geografickym
vyskytem kaktusl. Bezvyznamné neni ani rozliSeni mezi volné rostoucimi a
kultivovanymi rostlinami. Velky dopad ma rozhodné také vegetacni obdobi. (8) (11)

(24) (25)

Vzhledem k nizké rozpustnosti molekuly v lipidech prochazi meskalin do
mozku skrz hematoencefalickou bariéru Spatné, priblizné jen kolem 2 % podané

davky. Z toho plyne spotieba vyssiho mnozstvi latky k vyvolani ucinku. (15) (21)

V centralnim nervovém systému pusobi meskalin jako vysoce selektivni
agonista serotoninovych receptori 5-HT,, konkrétné podtypud 5-HTza, 5-HT2s a
5-HT,c. PUsobeni na tyto receptory je pfi¢inou halucinogennich a psychotickych
ucinkl. Brzy po aplikaci meskalinu nastupuje nevolnost, zavrat a zvraceni. Po 2 - 4
hodindach po uZiti se tyto Ucinky vytrati a nasleduji halucinogenni Gcinky, které trvaji
obvykle nékolik hodin. Halucinace jsou doprovdzeny zménou vnimani ¢asu a

prostoru, $patné identifikovatelnou emoéni kondici a depersonifikaci. Casto je tento
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stav popisovan znecitlivénim, pocitem odlouceni od téla a létanim. U osob se
dostavuje paranoia bez zaznamenatelného zachvatu, casto parestézie. Jsou
prokazany zmény ve vnimani barev, tvar( a hlasené jsou i bolesti hlavy, nékteré

s nékolikadennim trvanim. (3) (15) (26)

Na periferni nervovy systém pusobi svou sympatomimetickou aktivitou. Tato
aktivita zahrnuje mydridzu, poceni a psychomotorickou agitaci, vcetné
prilezitostnych kreci a tfesu. S perifernim systémem souvisi téZ vyskyt hypertenze a

tachykardie. (26)

Ctyfnasobné zvysuje uvolfiovani prolaktinu a stimuluje sekreci réistového
hormonu. V malé mife sniZuje glomerularni filtraci a zadrZuje v téle organicky fosfor.
Tento ucinek vsak nezpuUsobuje dlouhodobou rendlni insuficienci. Po poziti se
projevuje svétloplachost. V pribéhu téhotenstvi hrozi teratogenni ucinky. (11) (21)

(26)

3.1.9 Biosyntéza meskalinu

V mnoha biosyntézach alkaloidl jsou jako prekurzory vyuZity aromatické
aminokyseliny, které jsou vytvoreny Sikimatovou cestou z cukernych metabolit(.

(27) (28)

Zakladnim prekurzorem pro biosyntézu meskalinu je aminokyselina tyrosin.
Tyrosin prochdzi oxidanim déjem a vznika L-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA). Tento
intermediat se za pomoci koenzymu pyridoxalfosfatu dekarboxyluje na dopamin,
ktery je hydroxylovan na 3,4,5-trihydroxyfenylethylamin. Nasleduje O-methylace
s vyuzitim S-adenosylmethioninu. Pfes meziprodukty 3-methoxy-4-hydroxyfenyl-
ethylamin, 3,4-dihydroxy-5-methoxyfenylethylamin a 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-
fenylethylamin vznika meskalin (3,4,5-trimethoxyfenylethylamin). (19) (29) (30) (31)

Jinou moznosti biosyntézy je vyuzit jako vychozi prekurzor tyramin, ktery je
do retézce zaclenén lépe nez L-DOPA a z néhoz se také tvofi intermediat dopamin.
Tyramin vznikd dekarboxylaci tyrosinu a pokracovani drahy od dopaminu je stejné

jako v predchozi draze. (31)

Meskalin jako psychedelicka latka byl extrahovan a izolovan prvné v roce
1896. Jeho prvni chemickd syntéza se pripisuje kroku 1919. Meskalin v Ccisté

14



krystalické podobé patfi k nejvzacnéjsim psychedelikim, casto se lze setkat

s klamnym podanim jiné substance misto meskalinu. (9)

Obrdzek 1 - Biosyntéza hordeninu a meskalinu

CO,H m
PLP, SAM
Hom: e HOmNHE EE— - NMe,

L-Tyr Tyramin Hordenin

OH

OH
HO CO,H HO HO:@/H HO
PLP, SA? SAM
S > —
NHM
HOm: HO NH: HO NH: HO e

L-Dopa Dopamin Noradrenalin Adrenalin
(norepinefrin) (epinefrin)
l SAM

MeO l ‘ MeO MeO
SAM SAM
HO NH, HO NH, MeO SH,
OH

OMe OMe

l Tetrahydrobiopterin

Meskalin

Zdroj: Kar Ashutosh, Pharmacognosy and Pharmacobiotechnology (29) — provedena

oprava u vzorce meskalinu a pfeklad biosyntézy

3.1.10 Pouziti

Kaktus je wvyuZivan predevSim pfi Samanskych ritudlech. V téch slouZi
k Gicellm diagndzy onemocnéni a predepsani vhodné |éCby, k lokalizaci lidi a véci
v ¢ase a prostoru a k vésténi. V peruanském lidovém [écitelstvi nasSel ¢asteéné
uplatnéni jako afrodisiakum, tonikum a jako l|écba nékterych nemoci vcetné
alkoholismu a Silenstvi. VyuzZiti v zapadni mediciné ¢i v homeopatickych pfipravcich

zatim nenasel. (3) (10) (11)

Lze ho vSak najit na ¢etnych americkych zahradach, kde je ho vyuzivano jako

zivych plotl a okrasnych rostlin. (4) (24)

Domorodci se dokazali 500 let branit lé¢ebnym praktikdm zapadni mediciny

a tim zachovali zminénou perudnskou tradici IéCby. (14)
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3.2 Explantatové kultury

3.2.1 Definice pojmt a charakteristika

Explantdtem je oznadena izolovand c¢ast rostliny, kterd je asepticky
kultivovdna za definovanych a fizenych podminek in vitro. Jedna se o vyjmuté celé
rostlinné organy C¢i jejich casti, meristematickd pletiva, rostlinné bunky nebo
protoplasty. Rostlina mize byt pro potrebny odbér jiz sterilné vypéstovana nebo
minimalné povrchové oSetfena a zbavena choroboplodnych zéarodkl a
mikroorganismu. Kultivace explantatovych kultur probihd za vyuzZiti pevného di
kapalného média. Podminky musi zajistit dostatec¢ny prisun Zivin a pfistup plyn(

(CO,, 0,), idedIni pH média a vhodnou teplotu, vihkost a osvétleni. (1) (2) (32)

PFi kultivaci se vyuzivda nepohlavniho neboli vegetativniho rozmnoZovani
rostlin. Vin vivo podminkdch dochazi ktéto reprodukci oddenky, cibulkami,
vyhonky, hlizami nebo pupeny. Nové rostliny vznikaji dotvorenim chybéjicich
organl. Vin vitro podminkach se vyuZiva explantatovych kultur. Diky totipotenci
rostlinnych bunék muzZe dojit k regeneraci rostliny. Tato schopnost umoziiuje i
diferencovanym bunkam obsahujicim kompletni genetickou informaci vyvoj
jakéhokoliv pletiva nebo i celého organismu rostliny. Jedna se o rozdilné vyuziti
genetického materialu, kde jsou urcité oblasti genomu aktivovany a inaktivovany.
Pro aktivaci neprojevené vlastnosti je casto potieba dosahnout specifickych
podminek. V in vitro kultivaci lze docilit rlizné narocnych podminek, projit
dediferenciaci a umozZnit tak obnovu déleni bunék a pfipadné vyvin nové
organizované struktury. Timto postupem se vzdy zachova genotyp plvodni rostliny.

Jedna se tedy o klony matecné rostliny. (1) (33) (34)
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3.2.2 Kategorie explantatovych kultur

Explantatové kultury lze morfologicky charakterizovat a roztfidit do

nasledujicich péti kategorii:

e  Organova kultura

Tato in vitro kultivovana kultura je zastoupena celymi organovymi systémy,
jednotlivymi orgdny nebo jen jejich ¢astmi. Je podporena jejich diferenciace a

v podstaté zachovana stavba a funkce. (35)

e Kalusova kultura

Kalus je neorganizované rostouci protoplazmaticka bunécna hmota na pevné
Ci kapalné zivné pudé. Rostlinou je tvoreny jako hojivé pletivo a vyuZivany pfi
regeneraci. Tato kultura je odvozovana zrozlicnych explantatd, kuptikladu z ¢asti
stonku, listu, kofenu apod. Za vyuZiti tfepacky muize byt pouZita k vytvoreni

suspenzni kultury v kapalném médiu. (2) (34) (36)

e  Suspenzni kultura

Suspenzni kultura vznika prenesenim malych &asti kalusu do tekutého média.
Suspenze je tvorena jednotlivymi oddélenymi burikami nebo bunéénymi agregaty.
Vyzaduje dobré michani a provzdusiovani, k éemuz se vyuziva tfepacka nebo roller.
Pohyb média zajistuje také rozpad bunéénych shluk(. Diky lepSimu kontaktu

s médiem je u ni obvykly rychlejsi rGst bunék. (2) (32)

e Bunécna kultura

Kultura je tvofena samostatnymi a identifikovatelnymi burikami. (35)

e Protoplastova kultura

Protoplast je burika zbavena bunééné stény. Bunécny obsah je tedy od
vnéjsiho prostiedi oddélen pouze plazmatickou membranou. Bunécna sténa je
odstranéna mechanicky, castéji vSak enzymaticky. Protoplasty jsou nejCastéji

izolovany z bunék listového mezofylu, kalusu ¢i bunécné suspenze. (2) (35)
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e  Embryonalni kultura

Jedna se o druh tkanové kultury, kterd se pouziva pro vyvoj embrya v médiu
z oplozeného vajicka, tedy zygoty. V pfipadé somatické embryogeneze je uzito
pylovych zrn, endospermu ¢i Casti kli¢nich rostlin. Rostlina se poté vyviji pfimo
z embrya nebo nepfimo prostiednictvim produkce kalusu s naslednym vyvojem

vyhonkU a kofenu. (2) (32)

3.2.3 Kultivace

Obrazek 2 - Proces kultivace

Rostlinny Produkt

material
: O Proces
Rostlina Sterilizace Vyjmuti
(klony) povrchu explantitu

A
Vyjmuti Sterilizace
explantatu povrchu

Povrchova
sterilizace
explantatu

Kultura na
pevném médiu
+ hormony

Vyhonky

Kalus

Kofeny e

Embryoidy

Kultura na
médiu bez
hormoni

Sazenice

Rast v padé
P s kofeny

Zakorenéni

Prelozeno z: Hussain Altaf, a dalsi, Recent Advances in Plant in vitro Culture (32)
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V prvni fadé je potfeba zajistit kvalitni matecnou rostlinu, ze které je
odebran vychozi material pro explantatovou kulturu. Mélo by se jednat o zdravou
silnou rostlinu, nejvhodnéji péstovanou ex vitro v optimalnich podminkach. Tim se
minimalizuje riziko kontaminace in vitro kultury a zvySuje pravdépodobnost

uspéchu. (2) (32)

Abychom ziskali vhodnou primokulturu, musi odebirany explantat projit
sterilizaci. Ke sterilizacnimu procesu se vyuzivd tekouci voda a povrchové
desinfekéni pripravky, nékdy také termoterapie. Termoterapie eliminuje viry a
pracuje na principu nékolikadenni az nékolikatydenni kultivace za zvySené teploty.
Pouzivané desinfekéni roztoky maiji bakteriocidni a fungicidni vlastnosti a nesméji
poskozovat rostlinnd pletiva. Explantat se nejprve omyje v sapondtu, nasledné se
fadné 10-30 minut proplachuje pod tekouci vodou a poté se ponoti do
desinfekéniho roztoku. Mezi nejcastéji pouzivané prostiredky patfi chlornan sodny
(savo), chlornan vapenaty, etanol nebo chlorid rtutnaty. Po potfebné dobé
plUsobeni se roztok slije a explantat se minimalné trikrdt propere ve sterilni

destilované vodé. K efektivnéjSimu propirdni se vyuzije tfepacky. (2) (32) (37)

V pripadé endogenni kontaminace nejsou vysSe uvedené postupy ucinné a je
potfeba zahrnout do oSetfeni explantatu antibiotika. Ta jsou aplikovana pfimo na

povrch explantatu nebo do média primokultury. (2)

Osetfené explantaty jsou preneseny na povrch tuhého média, pfipadné do

tekutého média. Inkubace probiha pfi teploté 23 az 28°C. (1) (2)

Buriky v médiu se mnozi, nardstaji a vytvareji tzv. kalus (neorganizovanou
bunécénou hmotu). Rostlinny material vyCerpava z Zivné pldy obsaZené latky a je
potfeba jej opakované prendset na média Cerstva. Tento proces je oznacen jako

pasazovani. (1) (2)

Z kalusové kultury mlze byt snadno odvozena kultura suspenzni. Vznika
prenesenim ¢asti rozdrobnéného kalusu do tekutého média pro kalusové kultury. To

ma obvykle stejné slozeni s vyjimkou nepfitomnosti zpevnujicich latek. (38)
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3.2.4 Podminky a faktory ovliviiujici riist a pribéh kultivace

K Uspésné a vynosné kultivaci poZzadovanych explantatovych kultur je nutno

zajistit obecné i specifické podminky.

e  Zajisténi sterilnich podminek

Mezi kontaminujici Cinitele jsou zahrnuty bakterie, viry, plisné, kvasinky,
roztoCi a nékteré druhy hmyzu. Prevdind ¢ast bakteridlni kontaminace v in vitro
podminkach je zplsobena nedostatecnou sterilizaci explantatd, médii, kultivacnich
nadob a nastroju nebo vznikd pfi manipulaci s rostlinnym materidlem v daném
prostredi. Dusledkem kontaminace mulze byt napfiklad zména fyziologickych nebo
reprodukénich funkci a v pfipadé pomijeni mize vést k chybnym zavérlim studii.

Dojde tedy k znehodnoceni materialu. (39)

Naprosto automaticky se mezi preventivni ¢innosti fadi dlikladné myti a
oplachovani skla, vysouseni v horkovzdusném sterilizatoru a nakonec i jeho vhodné
skladovani. Horkovzdusny sterilizator se vyuziva také ke sterilizaci kovovych nastrojl
zabalenych do alobalu a to pfi vystaveni teploté 130-170°C po nékolik hodin.

Sterilizovat pfedméty je mozné také v mikrovinné troubé. (2) (40)

Autoklav patfi neodmyslitelné mezi vybaveni laboratofe. Je vyuZit ke
sterilizaci rGznych laboratornich pomtcek, ale predevsim ke sterilizaci médii. Proces
probihd za teploty 121°C a pretlaku 100 kPa. Trva v zavislosti na objemu média,
vétSinou 15 - 20 minut. Sterilizace Zivnych roztokl je mozné dosahnout také filtraci.
Filtrace se uziva u tekutych médii obsahujicich termolabilni slozky jako napfiklad
proteiny nebo nékteré vitaminy. Pracuje se se specialnimi membranovymi filtry

s péry mensimi nez 0,2 um. (2)

Je zapotrebi zajistit téz Cistotu a sterilitu prostredi, ve kterém dochazi k praci
s rostlinnym materidlem a explantatovymi kulturami. Ockovaci box je nejvhodnéjsi
sterilizovat prostfednictvim ultrafialového zareni pouzitim germicidni zafrivky. UV
svétlo je Skodlivé pro lidské odi, pfi jeho plsobeni nesmi byt v mistnosti pritomni
lidé. V dosahu zareni se nesmi nachdazet ani Zadné kultury, nebot rostliny poté
hynou. Stény ockovaci mistnosti se omyvaji bakteriocidnimi a fungicidnimi

prostfedky. Nejprve se spusti laminarni proudéni vzduchu pres HEPA filtry, které
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zachycuji castice od velikosti 0,3 um a 15 minut pred za¢dtkem prace se otfe vnitrek

boxu 95% etanolem. (2) (40)

e Teplota

Teplota pro kultivaci rostlin se pohybuje v rozmezi 23 az 28°C. Pfi nadmérné
nizké nebo naopak pfilis vysoké teploté se rlst zastavi. Vyse teploty ma vliv i na
relativni vlhkost. Regulace musi byt zajisténa pomoci klimatizaénich zafizeni a
ventiladtor(l. Otevieni okna v kultiva¢ni mistnosti je naprosto vyloucené kvuli hrozici
kontaminaci prostor v letnim obdobi a vlhkostnim problém{m v obdobi zimnim. (1)

(33) (40)

e Svétlo

DalezZitou roli hraje intenzita, kvalita a fotoperioda svétla. Nékteré rostliny
jsou umysiné kultivovany ve tmé, vétSina vSak potfebuje osvétleni. DodrZzovani
urcité fotoperiody, stfidani urcitych ¢asovych Useku svétla, se zajisti automatickymi

casovaci. (33) (34) (40)

e pH

Hodnota pH média je také dulezita. Ovliviuje rlst rostlin i aktivitu
rostlinnych reguldtor(. Hodnota pH Zivné pldy nebo roztoku se upravi mezi

hodnoty 5,4 - 5,8. (32)

e Explantat

Kromé predchozich podminek se na kultivaci odrdzi i samotny explantat.
Zalezi na celkové kvalité mateéné rostliny a orgdnu, ze kterého explantat pochazi,

na obdobi odbéru a stadiu rostliny, na genotypu i velikosti explantatu. (34)

e Meédium

Zivnd pGda nebo roztok jsou dlezitym zdrojem Zivin potiebnych pro
uspésny rlst a vyvoj rostlin. Médium je sloZzeno prevainé z makroelementd,
mikroelementli, vitamin(, dusiku, rlstovych regulatorG a dalSich latek.

PodrobnéjsSimu popisu jsou vénovany nasledujici fadky. (32)
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3.2.5 Zivna média

Média patfi mezi nejduleZitéjsi faktory zasahujici do rlistu a morfogeneze
tkanovych kultur. Jejich slozeni ovliviiuje cely proces kultivace. Pro maximalni
rychlost rlstu je potfeba zajistit optimalni koncentrace jednotlivych Zivin. Tyto

hodnoty se mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy lisi. (2) (41)

Ve srovnani s kultivaci na pevné agarové pidé poskytuje suspenzni kultura v
tekutém médiu mnohem rychlejsi rist. RUst je navic rovhomérny, protoze médium

obklopuje bunky ze vSech stran. (29)

K nejcastéji vyuzivanym médiim se fadi médium podle Whitea, Gamborga,

Murashigeho a Skooga ¢i Shenkovo a Hildebrantovo medium.

V médiich jsou zpravidla obsazeny nasledujici slozky:

Mineralni latky

e Makroelementy

Dusik, draslik, horcik, vapnik, fosfor a sira jsou pro Zivna média nejdulezitéjsi
prvky a fadi se mezi nejvice zastoupené prvky nutné pro vyvoj rostliny. Média by
méla obsahovat minimalné 25 - 60 mM anorganického dusiku. Nejlepsich vysledku
je dosazeno, pokud je v médiu pfitomen dusik jak v podobé amonnych soli nebo
dusi¢nan, tak organickych aminokyselin, kterymi je napfiklad prolin, glutamin nebo

kaseinovy hydrolyzat. (2) (40)

Vapnik je kofaktorem velké ¢asti enzymU a také je nepostradatelny v syntéze
bunécné stény. Jeho nedostatek md za ndsledek nekrézu koneckd vyhonka.
Enzymaticka funkce je ovliviiovana téz horcikem. Sira a fosfor se podileji na
struktufe rostlinnych slouéenin. Sira je souédsti nékolika aminokyselin, fosfor

nukleovych kyselin. (2) (40)

e Mikroelementy

Mezi nezbytné stopové prvky pro vyvoj rostlinnych bunék a tkani radime
Zelezo, mangan, zinek, bér, méd a molybden. Mohou byt zastoupeny i kobalt, jéd,

sodik a chlér, ale tyto prvky nejsou pro rlst vidy nutné. Zelezo ma podstatnou
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ulohu v syntéze chlorofylu a v mnoha oxidacné - redukcnich reakcich. PFi pfipravé
médii se vSak vyskytuji problémy s jeho obtiznym rozpousténim a sklonem k tvorbé
srazenin. Tato reakce je podminéna zasaditym pH. Redenim je uZiti Zeleza v podobé
Zeleznaty komplex ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA), protoZe neni toxicky a

nabizi Siroky rozsah pH. (2) (40) (41)

Mangan, zinek a méd jsou podstatné pro enzymatickou Cinnost. Bor se
uplatiuje v biosyntéze ligninu a metabolismu fenolickych kyselin. Molybden se ¢ini

v pfeméné dusi¢nanli na amonné ionty. (40)

Organické latky

e  Zdroj uhliku a energie

Pfevaina c¢dast tkanovych kultur se vyzZivuje heterotrofné, autotrofni
schopnost vyZivy je znacné redukovdna. Explantatové kultury tudiz musi pfijimat
potfebny uhlik z pfitomnych organickych sloucenin. Pro tento Ucel jsou do média
pridavany sacharidy. Nejbéinéji je to sachardza, pripadné fruktéza nebo glukdza.
Ostatni sacharidy jsou méné ucinné. Koncentrace sacharidii v médiu se pohybuje
kolem 20 - 40 g.I"%. Sterilizace média se sachardzou je vyhodnéjsi autoklavovanim
nez filtraci, protoze se sachardza ¢astecné hydrolyzuje na glukézu a fruktézu. Tyto
cukry jsou kulturami efektivnéji vyuzitelné. Navic sacharidy v médiu pusobi jako

osmotické Cinidlo. (2) (40) (41)

e Vitaminy a myo-inositol

Vitaminy rostliny vyuZivaji v fadé metabolickych procesl jako katalyzatory.
Potfebné vitaminy si umi béznd rostlina sama vyrobit. Do médii se musi nezbytné
vitaminy dodat. Jediny thiamin (vitamin B1i) je pro vyvoj tkdnovych kultur zcela
nezbytny. Je zapojeny v metabolismu sacharidli a vbiosyntéze nékterych
aminokyselin. Ostatni vitaminy, kterymi jsou napftiklad niacin (kyselina nikotinova) a
pyridoxin (vitamin Be), jsou do nékterych médii také pridavany, ale nejsou tak

dllezité. Vysledné koncentrace vitamin( jsou obvykle velmi nizké. (2) (40)
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Myo-inositol je strukturou cukerny alkohol, ktery neni podstatny pro rlst
explantatl. Je vSak do vétSiny médii pridavan, protoZe muze in vitro reakce

podporovat. Pravdépodobné se uplatriuje v bunééném déleni. (40) (41)

e  Aminokyseliny

VSechny potfebné aminokyseliny jsou burfikami normdlné syntetizovany.
Pokud se vsak jednd o bunécnou suspenzi nebo protoplasty, je vhodné nékteré
aminokyseliny dodat. Jejich pfitomnost muiZe podnécovat rast explantatd.
Aminokyseliny maji pro buriky funkci rychlejsiho zdroje dusiku. NejpouZivanéjsi
smési aminokyselin je hydrolyzat kaseinu. PYili§ vysoké koncentrace aminokyselin
ale mlzZou rlGst naopak inhibovat, takie je tfeba stanovit sprdvné dodavané

mnozstvi. (2)
e  Aktivni uhli

Prilezitostné se do zivnych médii pridava aktivni uhli, které se muze
projevovat jak stimulacnim, tak inhibi¢nim Gcinkem na rlst explantatovych kultur.

Stimulace je zplsobena schopnosti vazat vyprodukované toxické slouceniny

explantatu. Inhibice ristu zavisi na pohlceni rlistovych reguldtor(. (2)

Zpeviuijici latky

Pro pfipravu tuhych Zivnych plQd se vyuzivaji gelujici latky. Nevyhodou
pevnych médii je pomalejsi rdst bunék oproti suspenzni kultufe, protoze
explantatova kultura nepfichdzi do kontaktu s médiem celym svym povrchem.
Vyhodou jsou nizsi ndroky na podminky, protoZze nemusi dochdazet k nepretrzitému

provzdusnovani a michani tak jako u médii tekutych. (2) (32)

Nejcastéji je pouzivan polysacharid agar produkovany morskymi rasami
nazyvanymi ruduchy. Agar ziskava po pridani vody pfi 60 - 100°C tekutou podobu a
pfi 45°C tuhne na gel. Ohlidat se musi také acidobazické podminky, protoze pfi
hodnoté pH nizsi nez 4,5 ztraci pevnou podobu. Obrovskou vyhodou je jeho
inertnost vuci ostatnim slozkdm média a odolnost vUci rostlinnym enzym{m. Musi

se vsSak zajistit spravnd tuhost média. Pfi vytvoreni pfilis mékké pidy muzZou
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explantaty zeskelnatét z dlivodu vysoké hydratace, naopak pfFilis tvrdé médium

zpomali rust. (40)

Dalsimi moznymi substancemi mohou byt latky syntetické, které zastupuje
agardza, gelrit nebo phytagel. Lze také vyuZit kultivace explantatd na mdustcich

z filtracniho papiru. V takovém pripadé neni vyuzito pevného média. (2)

Regulatory rostlinného rustu

Regulatory rlstu jsou rostlinné hormony, které ovliviiuji chovani
explantatovych kultur. Pasobit mohou oddélené nebo mohou vzajemné
spolupracovat. Efekt zavisi nejen na vybraném regulatoru, ale téZ na jeho
koncentraci a vzdjemném poméru s dalSimi reguldtory. Tyto regulatory jsou uréeny
pouze pro laboratorni uUcely, pfipravu tkanovych kultur a rostlinny vyzkum. Na

vyspélych rostlindch se neuzivaji. (40) (42)

Rlstové regulatory lze zaradit do nékolika skupin:

e  Auxiny

Auxiny jsou obvykle vyuZivany v tkanovych kulturach k zvyseni kalusové
produkce a bunééného rastu. Podporuji vyvoj novych vyhonk( a korent, rust
apikdlnich meristém( a podnécuji somatickou embryogenezi. Mezi nejcastéji
prfiddvané auxiny se tadi kyselina dichlorfenoxyoctovd (2,4-D), kyselina
indolyloctova (IAA), kyselina naftyloctova (NAA) a kyselina indolylmaselna (IBA). (2)
(41)

e  Cytokininy

VyuZivaji se diky schopnosti stimulovat bunécné déleni, podnitit tvorbu prytt
a naopak inhibovat tvorbu kofen(l. Nejbéznéjsi cytokininy jsou nativni zeatin a
6-dimethylaminopurin (2iP) a synteticky pfipraveny benzylaminopurin (BAP) a

furfurylaminopurin (kinin). (2)

Do médii je prfidavana vétSinou kombinace auxinl a cytokinind. Pomér
auxinG a cytokinin( urcuje charakter vyvolané organogeneze, tvorby kofenli nebo

prytl. Pokud mnoZstvi auxinu prevysuje pritomny cytokinin, dochazi v explantatu
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k tvorbé kalusu. V pfipadé jesté vyssiho poméru se v explantatové kultufe objevuji
koreny. Jestlize je vSak pomér opacny a prevazuji cytokininy, je stimulovana tvorba
prytl. Pokud neni auxin pfitomen viibec, nedochdzi k zadné zméné, explantat
neroste (viz obrazek 3). Jejich spoluprdce ma vliv jak na dediferenciaci, tak novou
diferenciaci. Ovliviiuji pfedevsim apikdlni dominanci. To v pfipadé auxinl znamen3,
Ze vrcholovy pupen je stimulovan k rdstu a vyvoj postrannich pupend je inhibovan,
zatimco cytokininy funguji pfesné opacné. Je prokazano, Ze hladiny auxinl a

cytokininG se vzajemné reguluji. (2) (33) (42) (43)

Obrazek 3 - Vliv rliznych koncentraci auxinu a cytokininu na vyvoj explantdtu

kalus koreny

Zdroj: Kovdc Jaroslav, Explantdtové kultury rostlin (2)

e  Gibereliny

Gibereliny nepatfi mezi reguldtory rlstu, jejichz prfitomnost v médiu by byla
nutna. VSeobecné je jim vlastni zastaveni organogeneze i somatické embryogeneze,
urychluji prodluzovani bunék a podporuji bunééné déleni. VyuZiti nachdzeji
v suspenzich s nizkou hustotou, protoze stimuluji bunécny rlst kalusu. Zastupci jsou
kyselina giberelova 3 a 7. (2) (33) (42) (44)
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e Kyselina abscisova

U kyseliny abscisové (ABA) je pro ucinek podstatné, o jaky druh rostliny se

jednd. Dle toho muZe rUst kalusu jak stimulovat, tak inhibovat. (2)

e Etylen

Etylen je regulator rlstu v plynné podobé. Je produkovan samotnymi
explantaty, mlze byt tvoren pryZovymi uzavéry, pripadné vychazet primo ze slozek
média. Zdrojem muze byt CEPA (kyselina 2-chlorethylfosfonovd) nebo metabolicky
prekurzor kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylovd. Umérnd koncentrace
podporuje tvorbu kalusu. Endogenné tvoreny etylen je ovliviiovan nékterymi

fytohormony, napfiklad auxiny. (42)

3.2.6 Zpusob a moznosti vyuziti explantatovych kultur

Explantdtové kultury nalezly uplatnéni v mnoha rozlisSnych odvétvich. Potkat
se s nimi miZeme v zemédélské oblasti v rdmci produkce zdravych rostlin a ve
Slechtitelstvi. Také pfi potfebé zachovat genofond rostliny, v klonovém
rozmnozovani a v genetickém inzenyrstvi. V pramyslové vyrobé pfirodnich produktt
a produkci sekundarnich metabolitl se vyrazné poji s farmaceutickym pramyslem.

(1) (2) (36)

Omezeni zdravotni zavadnosti rostlin

Diky mozZnosti péstovani v umélych podminkach mazeme docilit zisku rostlin
viruprostych a taktéz nenapadenych bakteriemi a houbami. Prvnim krokem je jiz
desinfekéni oSetfeni matecné rostliny, ze které se explantat ziskava. Dale samotna
kultivace meristém, které zabranuji Sifeni nékterych patogenl diky chybéjicim
cévnim svazkim. V pripadé velké nouze Ize uzit i antibiotickd opatfeni. Velmi ucinna
metoda k odstranéni virQ je také termoterapie nebo prima aplikace antivirdzni latky

do média. (2)

Takto oSetfené a vypéstované rostliny ziskaly vyuzZiti prevazné u vegetativné
mnozZenych rostlin. Péstitelé diky témto vlastnostem nepfichazeji o stdle lepsi a

produktivnéjsi hospodarsky vyznamné rostliny. Vyuzitelné jsou také v mezinarodni

27



vyméné genetickych material(. Explantatové kultury jsou zdravé, skladné pro

pfevoz a déle vydrzi naZivu. (2)

Zachovani rostlinnych druht

Genetickd informace predstavuje zdklad pro existenci konkrétniho
rostlinného druhu. Existuji vSak rostliny, kterym hrozi vymizeni, protoze jsou ni¢eny
pfirodni podminky, ve kterych jsou schopny vyrlstat. Pfipadné se mlzZe jednat
o dulezité a vyuzitelné rostliny z hlediska ekonomiky, které se ale rozmnozuji pouze

vegetativné. (2)

Proces je zaloZen na prodlouZeni subkultiva¢ni doby, tedy na zpomaleni
celkového rUstu, ale za podminky pozdéjsiho bezproblémového pouziti explantatu.
Tohoto cile je mozné dosahnout zménou kultivacnich podminek, napfiklad snizenim
teploty ¢i omezenim média. AvSak musi byt dodrzena sterilita a ¢aste¢né omezené
zakladni podminky pro preziti. Efektivni metodou je také zmrazeni tkarnovych kultur,

tzv. kryoprezervace. (2) (36)

Slechtitelstvi

Tento obor vyuziva rychlého vegetativniho mnozeni nebo ktizeni za vzniku
nové rostlinné odrldy, somatického hybrida. Hybridizace se s efektem pouziva
u protoplastickych kultur. Ty jsou také vhodnym materidlem pro uZiti v genetickém

inZenyrstvi. (2) (36)

Produkce sekundarnich metabolitu

Rostliny produkuji ¢éetné mnoizstvi rlznych latek. Nékteré z nich maji
specifické vlastnosti, fadi se vétSinou mezi sekundarni metabolity. Tyto latky jsou
velmi vyhodné vyuZivané ve farmacii, potravinarském primyslu, kosmetice a dalSich
odvétvich. Vzhledem k casté nemoznosti zafidit idedlni podminky pro ruist a
vytéZznost rostlin ¢i nerealizovatelnosti chemické syntézy, se s vyhodou vyuziva

tkanovych kultur. (2)
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3.2.7 Vyhody a nevyhody

Jako Fada zalezZitosti, i tato ¢innost nese své klady a zapory. Mezi plusy vyuziti
tkanovych kultur patfi mald spotfeba rostlinného materidlu a mald plocha potfebnd
k vypéstovani velkého mnoZstvi rostlin. Rostliny jsou kvalitnim postupem chranény
pfed chorobami a uhynem a lze ovlivnit fadu jejich funkci vybranymi podminkami
rastu. Jednd se o moznost rychlého mnozZeni rliznych, i pomalu se mnoiZicich,
botanickych zastupcl. A to po cely rok, bez ohledu na rocni obdobi a klimatické
podminky. Timto se také zkracuje Slechtitelsky proces. Mezi presazovanim
do nového média navic neni tfeba témér zadna péce o rostliny. A diky moZnosti

zpomaleni rstu lze naplanovat ¢asovy vyvoj dalsich fazi. (2) (35)

NejvétSim minusem je pomérné vysoka finanéni nakladnost laboratorniho
vybaveni a médii a taktéz indispozice vyuZit mechanizace kvuli ndro¢nosti metody.
Starosti mlze byt pocatecni heterotrofie rostlin. Hrozi také komplikace s nutnou
opatrnou aklimatizaci rostlin pfi jejich vyjmuti z kultivacnich nddob. A je tifeba

zminit, Ze nejsou vylouceny ani genetické aberace rostlin. (1) (35)
3.3 Sekundarni metabolity

3.3.1 Sekundarni metabolismus

Rostliny dokazou produkovat rozmanité druhy latek. Pro rostlinu
nepostradatelné substance jsou nazyvany primarnimi metabolity, které zajistuji
predevsim stavebni latky a energii pro rostlinu. Zastupuji je prevainé bilkoviny,
sacharidy, lipidy, chlorofyl atd. Rostlinny metabolismus vSak syntetizuje i latky, jez
nejsou pro rostlinny organismus Zivotné dulezité. Takovéto latky vznikaji
specializovanymi biochemickymi pochody. SlozZitost pochod( se stupriuje s vyvinem

rostliny. (2) (28) (33)

Biogeneze sekunddrnich latek vychdzi z omezeného mnoistvi poéatecnich
latek. Zakladnimi zdroji jsou aminokyseliny, acetylkoenzym A, mevalonova kyselina
a meziprodukty drahy kyseliny Sikimatové. Pfitomnost sekunddrnich metabolit(

v rostlinach je specifickd pro konkrétni botanické druhy. (2) (33)
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Sekunddarni metabolity pfinaseji rostlindm urcitou evoluéni vyhodu. Slouzi
jim zejména k ochrané pied zménami vnéjsich podminek, k obrané pred patogeny a
Skadci (bakterie, viry, houby, hmyz, byloZravci atd.) ¢i klakani opylovacli a
prenasecl semen. Tyto latky se ¢asto hromadi ve vakuoldch, sekre¢nich kandlcich

apod. (2) (33)

3.3.2 Moznosti ovlivnéni sekundarnich metabolitu

Sekundarni latky se c¢asto hromadi v rostlinach, které jsou vystaveny
plUsobeni jinych latek nebo stresovym vlivim, které nékdy dokazi stimulovat
produkci téchto latek. Tohoto principu je vyuZivano ke zvySeni produkce
sekundarnich metabolitl. MlzZe se jednat o rdzné elicitory, prekurzory, stresové

podminky ¢i signalni molekuly. (45)

e Elicitace

Pro produkci iniciovanou elicitory je dllezité pochopit signalni drahy
metabolitd. Rada rostlin produkuje sekundarni metabolity jako obranny
mechanismus proti patogennim vlivim, reaguji tedy na stresové situace. Elicitory
funguji jako spoustéci signal pro novou tvorbu metabolit(. MGzou jimi byt chemické
nebo fyzikdlni faktory, které zpUsobuji rostlinné burnce stres, poptipadé jinak
stimuluji signalni drahy, které se podileji na stresem zplsobené reakci rostlinné
buriky. Dle chemické povahy a plvodu se rozdéluji na biotické a abiotické elicitory.

(45) (46) (47)

Abiotické elicitory jsou prevainé latky anorganické nebo fyzikalni faktory.
Radime k nim toxické latky, soli a kovové ionty, z fyzikdlnich faktor(i pak extrémni
teploty, nedostatek vody, kysliku, nepfimérené zareni i vitr. Jednd se tedy
o nebiologické plvodce. Biotické elicitory maji biologicky plvod a jsou vétSinou
rozpoznany specifickymi receptory, které vyslou signal do bunky. Dojde ke zménam,
které mohou zavrsit vznikem metabolit(. Patfi k nim samotné patogenni organismy,

pripadné také slouceniny jimi uvolnéné ¢i nachdzejici se na jejich povrsich. (46) (48)
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e Permeabilizace

Metabolické produkty jsou ¢asto uloZeny ve vakuoldch rostlinnych bunék,
ale ne vidy jsou schopny se odsud dostat ven. Urcité latky dokazi ovlivnit tyto
membranové bariéry tak, aby se diky vytvorenym pdériim staly pro tyto metabolity
propustné. Mezi vyuzivané latky patfi nékterd organickd rozpoustédla jako
isopropanol ¢i dimethylsulfoxid, polysacharid chinositan nebo mulZe byt vyuZito

permeabilizace ultrazvukem. (47)

e Biotransformace

Explantdtové kultury umi transformovat nékteré exogenné podané latky.
Svymi metabolickymi pochody dané latky naptiklad oxiduji, redukuji, nebo
hydroxyluji, methyluji ¢i demethyluji. Pro Uspésny proces vSak musi byt splnény
urcité podminky. Dllezitym faktorem je pfitomny enzymovy aparat, ktery dokaze
pridanou latku transformovat. Latka nesmi byt pro kulturu nijak Skodliva a toxicka a
musi byt schopna se do bunék dostat. DlleZitou podminkou je také rychlost syntézy
nového produktu, kterd musi byt rychlejsi nez jeho metabolizace. Je to vyznamné
zvlasté pro syntézu téch latek, které nelze transformovat chemicky ani pomoci
mikroorganismu. Navic kultury dokazou zachovat i stereospecifitu produkované

latky. (1) (47)

e  Prekurzory

Dodanim prekurzoru do tkanovych kultur lze vytvofit navazujici drahou
urcitou slouceninu, sekundarni metabolit. Princip je zaloZzen na piredstavé, Zze pokud
je pfidana latka vystupujici v pribéhu biosyntézy jako pocatecni nebo jako
meziprodukt, mdze tim byt zvySeno mnoiZstvi kone¢ného produktu. Aby preména
probéhla, je podminkou biokonverze pfitomnost konkrétnich enzymu, dostacujici

koncentrace prekurzoru a doba plsobeni na explantat. (47) (49)

e Genetické inzenyrstvi

Produkce vyznamnych latek neni ponechana jen vhodnému vybéru bunécné

linie, ale je zasahovano také do genetické informace rostliny. Je umoznéna
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inkorporace cizich genl do rostlinnych kultur, které pak produkuji Ilatky

s upravenymi poZadovanymi vlastnostmi. (47)

¢ |mobilizace

Organizace a diferenciace rostlinnych bunék je spojena s lepsi produkci
sekundarnich metabolitd. Tato metoda napodobuje jejich pfirozené rozmisténi.
Katalyticky aktivni enzymy a bunky jsou pfichyceny na pevné fazi a je zabranéno
jejich vstupu do faze kapalné, kterou jsou omyvany. Imobilizované buriky mohou
jako biokatalyzatory transformovat prekurzory nebo mohou vyrdbét nové

sekundarni metabolity. Nej¢astéjsi pevnou matrici byva alginat vapenaty. (47)

3.4 HPLC

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (High performance liquid
chromatography) je jedna z velice Uc¢innych a vyuZivanych separa¢nich metod. Tato
metoda umoZiuje analyzovat latky ve smési a stanovit jejich kvalitativni i
kvantitativni vlastnosti. Tedy nejen identitu, ale i koncentraci pfitomnych latek.
Efektivnost separace vychazi z velikosti €astic staciondrni faze. ZvysSuje se s vyssi
stejnomérnosti a mensi velikosti ¢astic stacionarni faze. Navic je vyuZitelna i pro

latky netékavé, termolabilni ¢i polymery. (50)

Mobilni fazi HPLC je kapalina, ktera prochazi kolonou za plsobeni vysokého
tlaku. Pfi tomto procesu dochazi k separaci latek. Diky moznosti rlznych
separacnich mechanism(, je moino analyzovat témér vSechny organické latky
rozpustné ve vodé, organickych slouceninach nebo zfedénych kyselinach.
Mechanismy jsou absorpcni, rozdélovaci nebo vyuZivaji sitového efektu gelu Ci

iontové vymeény. (50) (51)

Stanoveni latky patfi mezi nepfimou metodu, ke které je tfeba k porovnani

standard zjistované latky. (51)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité vybaveni

4.1.1 Chemikalie

» 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina p.a., Lachema, CR
* 6-benzylaminopurin p.a., Lachema, CR

= Acetonitril pro HPLC - gradient grade, Merc, Némecko
= Ajatin plus roztok 10%, Profarma - Produkt s.r.o., CR
» Destilovana voda, Katedra analytické chemie, FaF UK, CR
* Dihydrogenosforeénan draselny p.a., Lachema, CR

= Dimethylsulfoxid p.a., Sigma - Aldrich, USA

= Disodna sul kyseliny etylendiamintetraoctové p.a.

= Dusi¢nan amonny p.a., Penta, CR

* Dusi¢énan draselny p.a., Lach-Ner, CR

* Ethanol 96%, Lachema, CR

= Glycin, Sigma - Aldrich, USA

= Hydrolyzat kaseinu, Imuna, Slovensko

= Chlorid kobaltnaty p.a., (CoClz . 6H,0), Lachema, CR
» Chlorid vapenaty p.a., Penta, CR

» Jodid draselny p.a., Lachema, CR

» Kyselina borita p.a., Lachema, CR

* Kyselina chlorovodikova 25% p.a., Lach-Ner, CR

= Kyselina nikotinova, Lachema, CR

= Kyselina skoficova, Sigma - Aldrich, USA

= Meskalin, Cerilliant Corp., USA

* Methanol p.a., Lachema, CR

* Methylenova mod¥, Penta, CR

* Molybdenan sodny, Lachema, CR

= Myo-inositol, Fluka, Svycarsko

= Octan amonny, Lachema, CR

= Ozon
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4.1.2

Pyridoxin puriss, Koch - Light Laboratories, Velkd Britanie
Sacharosa ¢istd, Lachema, CR

Siran hote¢naty p.a., Lachema, CR

Siran manganaty p.a., Lachema, CR

Siran médnaty p.a., Lachema, CR

Siran zine¢naty (ZnSO4 . 7H,0), Lachema, CR

Siran Zeleznaty ¢isty (FeSO4 . 7H20), Lachema, CR
Skofican sodny, Sigma — Aldrich, USA

Thiamin, Koch - Light Laboratories, Velka Britanie

Tryptofan, Penta, CR

PFistroje a pomucky

Analytické vahy A 200S, Sartorius, Gottigen, Némecko

Autoklav PS 20A, Chirana, Brno, CR

Box s laminarnim proudé&nim Fatran LF, Vyrobné druZstvo Pokrok, Zilina,
Slovensko

Germicidni lampa UVR-Mi, Biosan LtD, LotySsko

PFenosny ozonovy generator ES550, Aquapure CN Ltd., Cina

HPLC chromatograf Jasco (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015,
autosampler AS-2055), Jasco International, Tokyo, Japonsko
Predkolonovy filtr a chromatograficka kolona LiChrospher RP-18 250x4
(5um) s ochrannou predkolonkou, Merck, Darmstadt, Némecko

Sudarna HS 61A, Chirana, Brno, CR

Trepacka Unimax 2010, Heidolph Instruments, Némecko

Vodni lazen, typ 1042, GFL, Némecko

Hlinikova folie

Filtraéni papir, vata

Laboratorni pomtcky (IZi¢ky, pinzety, atd.)

Laboratorni sklo (bariky, nalevky, kddinky, chladic, atd.)

Mikrofiltry (0,22 um), Tessek, CR

Pipetovaci balének, Filip, Némecko

Vialky, Labicom s.r.o., Olomouc, CR
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4.2 Kultivace in vitro kultury Trichocereus pachanoi

4.2.1 Rostlinny materidl a odvozeni suspenzni kultury

K experimentim byla vyuZita kalusova kultura Trichocereus pachanoi, ktera
byla udrzovana na katedfe farmakognozie FaF UK za potifebnych podminek na

pevné agarové pudé dle Murashigeho a Skooga.

K odvozeni suspenzni podoby bylo vyuZito tekutého média stejné receptury,
ale bez pfidaného agaru. Do tohoto média byly za aseptickych podminek v boxu
s laminarnim proudénim vzduchu prenaseny casti kalusové kultury vypéstované na
agarovém podkladu. Casti byly za pomoci pinzety rozdrobnény mechanickym

plUsobenim o stény banék na mensi shluky bunék.

4.2.2 Zivné médium

Jako kapalné kultivaéni médium byla pouZita Zivna plida dle Murashigeho a
Skooga (MS médium) s pridanymi rlstovymi reguldtory 2,4-D a BAP (viz tabulka 1).
Pfed kazdym presazenim bylo smisenim vSech nezbytnych komponent pfipraveno
Cerstvé médium. Zasobni roztoky byly odméreny a odpipetovany, knavazeni
pevnych latek bylo vyuZito analytickych vah a v zavéru byla do odmérné banky
doplnéna destilovand voda do pozadovaného objemu. Po rozpusténi vsech
substanci a kvalitnim promiseni, bylo médium rozdéleno po 40 ml do 100 ml
Erlenmeyerovych banék, které byly ihned uzavieny hlinikovou félii. Nakonec byla
provedena po dobu 15 minut, pfi teploté 121°C a tlaku 100 kPa sterilizace

v autoklavu. (52)

35



Tabulka 1 - MS médium

Médium dle Murashigeho a Skooga
Vyuzity zdroj pro
Y Koncentrace Y .
Konkrétni latka 1 konecnou koncentraci
[mg-17]
KNO3 1 900,00
NHzNOs3 1 650,00
Makroelementy CaCl, . 2H,0 440,00 zasobni roztok 100 ml-I*
MgSQOs . 7H,0 370,00
KH2PO4 170,00
MnSOs4 . 4H,0 22,30
ZnS04 . 7H,0 8,60
H3BOs 6,20
Mikroelementy Kl 0,83 zésobni roztok 1 ml-I?
NaMoOs . 2H,0 0,25
CuSO4 . 5H,0 0,025
CoCly. 6H;0 0,025
5 Na,EDTA 37,30
Zeleznaty komplex zasobni roztok 10 ml-I?
FeSO4 . 7H.0 27,80
thiamin HCI 0,10
Vitaminy a pyridoxin HCI 0,50|  zasobni roztok 1 ml-I"t
myo-inositol kyselina nikotinova 0,50
myo - inositol 100,00 100 mg-I?
Zdroj uhliku a sacharosa 30 000,00 30 000 mg:I*
energie
hydrolyzat kaseinu 1 000,00 1000 mg-I*
Zdroj aminokyselin
glycin 2,00 zdsobni roztok 1 ml-I"?
2,4-dichlorf - . .
’ I(,: orrenoxy 1,00 zasobni roztok 1 ml-I2
RUstové regulatory | octova kyselina
6-benzaminopurin 0,001 zasobni roztok 1 ml-I*
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4.2.3 Pasazovani a kultivace

PasaZovani kultur probihalo v boxu slaminarnim proudénim vzduchu,
k cemuz bylo potreba zajistit nejprve vhodné aseptické prosttedi. To bylo zajisténo
omytim stén 96% ethanolem, ozarenim celé mistnosti s boxem germicidni zafivkou
a zapnutim laminarniho proudéni vzduchu k dosazeni jeho ustaleni s minimalné
15 minutovym predstihem. Cela prace poté musela probihat aseptickym zplsobem,
za dodrieni co nejvy$Si moiné bezpecnosti, véetné omyti rukou mydlem a
desinfekénim prostfedkem. Hlinikové uzavéry banék obsahujicich narostlé kultury
musely byt pred jejich pouzitim ocistény ethanolem, aby nebyl material po otevieni

kontaminovan usazenymi bakteriemi a necistotami.

PFimd prace v boxu spocivala v prenaseni ¢asti narostlych kultur do novych
banék s 40 ml pfedem pripraveného a vysterilizovaného média. Vlastni pasazovani
bylo provedeno nalitim pfiblizné 10 ml narostlé suspenzni kultury do bariky s novym
médiem. V pripadé velkych kusd suspenzni kultury bylo provedeno rozmélnéni
v pfedem vysterilizované tfeci misce. Banky byly opét opatrné a peclivé uzavieny

hlinikovou folii a oznaceny jménem a datem.

Kultivace takto pripravenych explantdtovych kultur probihala v kultivaéni
mistnosti pfi stalé teploté 25°C, ve svételném rezimu 16 hodin svétla a 8 hodin tmy.
Bariky se suspenzni kulturou byly umistény na tfepacku, ktera zajistovala krouzivym
pohybem 120 otdcek za minutu dulezité provzdusnovani zZivného média. Kultury
byly pasdzovany v pfibliznych intervalech 30 dni, kdy koncila exponencidlni faze

rastu a byla potfeba obnova Zivného média.
4.3 Vliv prekurzord a elicitorti na produkci sekundarnich metabolitl

4.3.1 Priprava pozadovanych koncentraci sledovanych latek

Cilem experimentu bylo zjistit, zda néktera z pfidanych latek pozitivné
ovliviiuje produkci meskalinu v Trichocereus pachanoi. K prozkoumani byly zvoleny
prekurzory kyselina skoficova, skofican sodny a tryptofan a zelicitorli ozon a

methylenova modf.
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Ze vsech tri prekurzora (kyseliny skoricové, skoficanu sodného a tryptofanu)
byly pfipraveny roztoky tak, aby vysledné koncentrace plsobici na suspenzni kultury

byly nasleduijici:

C1=50 mgI?t
C2 =100 mg-I*
Cs = 500 mg:I'!

Co=0mg:I"? (kontrolni roztok)

Vzhledem k pocitanému zifedéni 50 ml média pritomného u suspenzni

kultury, byly pfipraveny roztoky nasledujicich koncentraci:

C1=2,5mgl?
C2=5mgI?
C3=25mglI?

Co=0mg:I? (kontrolni roztok)

Do Erlenmeyerovych banék bylo odvazeno takové mnoistvi latky, aby vznikl
dostateény objem roztoku poZadované koncentrace. Objem byl s urcitym
nadbytkem odvozen od poctu Erlenmeyerovych banék, do kterych méla byt
konkrétni koncentrace po 1 ml ptfidana. Bylo zapotfebi zvolit vhodné rozpoustédlo,
ve kterém se dand latka skuteéné rozpusti nebo alespon nevysrazi. Kyselina
skoficova byla rozpusténa v 60% dimethylsulfoxidu, skofican sodny vytvofil vodny
roztok a z tryptofanu byla odvozena suspenze s 96% ethanolem. VSechny vytvorené
roztoky vcetné kontrolnich, byly ndsledné po dobu 20 minut podrobeny sterilizaci

v autoklavu pfi 121°C a 100 kPa. Ethanolické suspenze nebylo tfeba sterilizovat.
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Methylenovda modf jako generator singletového kysliku byla do kultur
pfidavdna v odliSnych koncentracich nez prekurzory. PouZzité vysledné koncentrace

v médiu vychazely z pfedchozich praci. (53)

Ci=1mgl?
C2 =10 mg?
Cs = 100 mg:I1

Co=0mg:I"? (kontrolni roztok)

Pfripraveny vodny roztok odpovidal této koncentraci:

C1= 0,05 mg-I!
C2=0,5mg?
C3=5mg?

Co=0mg:I* (kontrolni roztok)

Ozon byl zavadén do banék hadi¢kou generatoru v ¢asovych intervalech 5 a
10 sekund. Produkce ozonu generdtorem je dle vyrobce uvddéna 600 mg-h.
Do kultur bylo tedy pfidano 0,83 mg, respektive 1,67 mg ozonu. Kontrolni kultury
byly ponechany beze zmény. Odbér vzorkd byl proveden rovnéz po 24 a 168

hodinach plsobeni ozonu.

4.3.2 Pridani latek ke kulturam

K jednotlivym suspenznim kulturam byly pridany roztoky ¢i suspenze
prekurzord a elicitord rlznych koncentraci. Pridani latek probéhlo za aseptickych
podminek v boxu slaminarnim proudénim vzduchu. Za pomoci vysterilizovanych
pipet bylo pfidano vidy po 1 ml daného roztoku poZzadované koncentrace do

nékolika banék, které byly nasledné uzavieny a oznaceny. Do urCenych banék byly
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pridany také kontrolni roztoky, které prosly stejnymi podminkami a obsahovaly
stejné rozpoustédlo, ale nebyl v nich pfitomen prekurzor ¢i elicitor. Pocet banék
uréenych pro jednu koncentraci se vidy odvijel od mnoZstvi narostlé kultury

v bankach.

Pfipravené bariky byly opét umistény do kultivaéni mistnosti na tfepacku a
ponechany vlivu pfidanych latek po 24 a 168 hodin. Pouze kyselina skoticova byla

ponechana jen 168 hodinovému pulsobeni.

4.4 Stanoveni obsahu meskalinu

4.4.1 SusSeni a extrakce vzorku

Vzorky byly odebirdny vidy po 24 a 168 hodinach od ptidani prekurzoru ¢i
elicitoru ke kulture. Kultury byly pres filtrani papir promyty destilovanou vodou,
zfiltrovany a nasledné ususSeny v susarné pri 40°C. Po ususeni byly vzorky sejmuty

z papiru, rozmélnény v tfeci misce a ziskany prasek zvazen na analytickych vahach.

Nasledné byla provedena dvoijitd extrakce methanolem. Cely vzorek ¢i 0,2 g
v pfipadé vyssiho vytézku byl vioZen do varné bariky s 10 ml methanolu. Za
okyseleni nékolika kapkami koncentrované kyseliny chlorovodikové byla barka
vloZzena na 90°C vodni ldzen a vafena 15 minut pod zpétnym chladi¢em. Vyluh byl
zfiltrovan pres chomacdek vaty do odmérného valce, vata byla poté vracena zpét do
banky, kam bylo ptiddno novych 10 ml methanolu, a varny proces byl opakovan po
dobu dalSich 10 minut. Druhy vyluh se spojil pfes novy chomadéek vaty s prvnim

vyluhem a po vychladnuti byl dopInén methanolem do odmérné barnky na 20 ml.

Vyluh byl poté dobfe promichan a do vialky bylo zfiltrovano strikackou pres
mikrofiltr (0,22 um) pfiblizné 1,5 ml extraktu. Vialky byly dobfe uzavieny, oznaceny

nazvem, koncentraci a datem a pfipraveny k HPLC analyze.

4.4.2 HPLC analyza

HPLC analyza byla provedena na chromatografické sestavé Jasco (Cerpadlo
PU-2089, detektor MD-2015, autosampler AS-2055). Tato sestava je vybavena
predkolonovym filtrem a kolonou LiChristopher RP-18 250x4 (5 um) s ochrannou
predkolonkou.
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Mobilni faze byla slozena ze dvou eluentl. Eluent A se skladal z 8%
acetonitrilu a 30 mM octanu amonného ve vodé a eluent B byl 100% acetonitril.

Slozeni mobilni faze postupovalo gradientové, jak je uvedeno v tabulce 2 nize:

Tabulka 2 - Eluce mobilni fdze

Cas [min] | Eluent A [%] | Eluent B [%]
0 100 0
25 75 25

Rychlost pritoku mobilni faze byla 1,1 ml-min! a teplota kolony 25°C. Objem

nastfiku byl 20 pl.

Detekce latek probéhla v rozmezi vinovych délek 200 — 400 nm na DAD
detektoru. Obsah zkoumané latky byl vypocten z pikl pti vinové délce 210 nm.
Matematickou metodou normalizace a porovnavanim s kalibracni kfivkou ziskanou

pomoci externé méreného standardu téze latky byl obsah kvantifikovan.

Standart meskalinu byl vyroben firmou Cerilliant Corp. (USA) a zakoupen od
LGC Standards Sp.z.o.0. (CR). Roztoky standardu byly vytvoreny pFimym

rozpousténim v methanolu s 30 mM octanu amonného.

4.4.3 Validace HPLC analyzy

Validaci se rozumi ovéreni platnosti zvolené analytické metody.
Instrumentalni validaci obstardva vyrobce HPLC sestavy (Jasco) dle normy I1SO 9001

(International Organization for Standardization).

K ovéfeni presnosti chromatografickych systém0 byl wvyuzit test
opakovaného nastriku. Z jednoho vzorku bylo realizovano pokazdé Sest nastrikd a
relativni smérodatna odchylka vypoctend z vysledk(li musela byt mensi nez 1,5 %.
Dalsi kontrolou chromatografu byl test linearity, pfi némZz musi byt hodnota
korela¢niho koeficientu r, jez byla odhalena linedrni regresivni analyzou 5 rliznych

koncentraci standardu, vétsi nez 0,9900.

Analytické méreni vyuZilo také vyhodnoceni prostifednictvim metod
z Evropského lékopisu. Jednalo se o metodu Asymetrie piku a Pocet teoretickych

pater.
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K vyhodnoceni celé metody bylo pouzZito valida¢nich parametrd spravnosti
metody a kvantitativniho limitu. Spravnost metody zastupuje statisticky vyznamny
rozdil mezi namérenou a skutec¢nou hodnotou, jehoZz je ziskdno porovnanim
namérenych hodnot se standardem ¢i s jinou dostatecné spolehlivou metodou nebo
porovnanim sreferencnim materidlem. A kvalitativni limit oznacuje nejmensi

hodnotu, kterd je jesté moZna naméfit s prijatelnou presnosti a spravnosti. (49)

Obrdzek 4 - HPLC Chromatogram standardu meskalinu
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4.4.4 Statistické zpracovani vysledk

Statistické vyhodnoceni namérenych vysledkl bylo provedeno T-testem.

Vyuzito bylo nasledujicich matematickych vztaha.

n

n

Aritmeticky priimér: X =

n ... rozsah souboru

X; ... namérené hodnoty
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L (X—x;)?
Smérodatna odchylka: s = ’—1_175_1 0

n ... rozsah souboru

X ... aritmeticky primér
X; ... naméfené hodnoty
Smérodatna odchylka vyjadfuje rozdil jednotlivych namérenych hodnot od

aritmetického priiméru celého souboru.

X{—Xo aiar(a{+a,—2
Ttest. %173 le(l 2=2)

" aysi4agst’ a,+a,
t ...... testovaci kritérium

X1 ... aritmeticky prdmeér kontrolniho souboru

5 ... aritmeticky priimér experimentdlniho souboru
a, ... pocet ¢lent kontrolniho souboru

a, ... pocet ¢lenli experimentdlniho souboru

$1 ... smérodatna odchylka kontrolniho souboru

S, ... smérodatna odchylka experimentdalniho souboru

Stupen volnosti: v = (aq +a, —2)

U.... stupen volnosti
a, ... pocet ¢lenl kontrolniho souboru

a, ... pocet ¢lenli experimentdlniho souboru

Na zakladé stupné volnosti je vypoéteno testovaci kritérium t. Hodnota
testovaciho kritéria je porovnana s kritickou hodnotou t,, (v) pro vypocitany stuper
volnosti a zvolenou hladinu vyznamnosti p. Zvolena hladina vyznamnosti se rovnala
p = 0,05. Je-li hodnota testovaciho kritéria t vyssi neZ kriticka hodnota tp(v), jedna

se o statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti p. (49) (54)
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5. VYSLEDKY

V nasledujicich tabulkdch a grafech jsou zaznamendny vysledné hodnoty
stanoveného obsahu meskalinu v explantatovych kulturach Trichocereus pachanoi

po pridani konkrétnich latek. Statisticky vyznamné vysledky jsou zvyraznény tucné.

5.1 Pusobeni kyseliny skoficové na produkci meskalinu

v explantatovych kulturach Trichocereus pachanoi

Tabulka 3 — Kyselina skoficovd

Kyselina skoficova
koncentrace prekurzoru | ¢as odbéru | obsah meskalinu
[mg-I] (h] (%]
=0 0,000
c1 =50 168 0,000
c2 =100 0,000
c3 =500 0,000

Vzhledem k nulovym hodnotdm u vSech koncentraci nema uvedeni grafu smysl.
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5.2 Plsobeni skoficanu sodného na produkci meskalinu
v explantatovych kulturach Trichocereus pachanoi
Tabulka 4 — Skofican sodny
Skoftican sodny
koncentrace prekurzoru | ¢as odbéru | obsah meskalinu
[mg:-I"] (h] [%]
co=0 0,000
= 1
c1=50 24 0,00
c2 =100 0,001
¢3 =500 0,002
co=0 0,001
=50 0,003
= 168 '
c2 =100 0,011
c3 =500 0,008
Graf 1 — Skofican sodny
Vliv skoficanu sodného na produkci meskalinu
0,012 0,011
< 0010 00
_ 0,008
2 0,008 mcl=50
% 0,006 mc2 =100
£ _
< 0,004 005 m c3 =500
e 0,002
© 0,002 0,001 0,001 0,001 I
0,000
0,000 N
24 168

Doba pusobeni [h]
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5.3 Pusobeni tryptofanu na produkci meskalinu v explantatovych

kulturach Trichocereus pachanoi

Tabulka 5 — Tryptofan

Tryptofan
koncentrace prekurzoru | ¢as odbéru | obsah meskalinu
[mg:I7] [h] [%]
=0 0,001
c1=50 24 0,001
c2 =100 0,000
c3 =500 0,001
=0 0,001
c1=50 168 0,000
c2 =100 0,000
c3 =500 0,001

Graf 2 — Tryptofan

Vliv tryptofanu na produkci meskalinu

0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

0,001
NS 0=0
=)
£
= mcl=50
4
4 2=100
= Hc2=
=
5 mc3 =500
0
o)

0,000 0,000 0,000
0,000
24 168

Doba pusobeni [h]
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5.4 Pusobeni ozonu na produkci meskalinu v explantatovych

kulturach Trichocereus pachanoi

Tabulka 6 — Ozon

Ozon
Doba expozice ¢as odbéru | obsah meskalinu
[s] [h] [%]
=0 0,002
c1=5 24 0,003
c2=10 0,002
=0 0,003
c1=5 168 0,004
c2=10 0,001

Graf 3—0zon
Vliv ozonu na produkci meskalinu

0,005
X 0,004
S 0,004 0=0
£ 0,003 0,003
E 0,003 Hmcl=5
P 0,002 0,002
£ 0,002 mc2=10
< 0,001
S 0,001
o]
© 0,000

24 168

Doba pUsobeni [h]
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5.5 Pusobeni methylenové

modii na  produkci

v explantatovych kulturach Trichocereus pachanoi

Tabulka 7 — Methylenovd modr

Methylenova modf¥
koncentrace elicitoru | ¢as odbéru | obsah meskalinu
[mg-I"] [h] [%]
co=0 0,001
ca=1 24 0,000
c2=10 0,000
c3 =100 0,002
co=0 0,000
c1=1 168 0,000
c2=10 0,001
c3 =100 0,001

Graf 4 — Methylenovd modr

Vliv methylenové modfi na produkci meskalinu

0,003
X
- 0,002
.£ 0,002
©
4
(%]
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£ 0,001
< 0,001
©
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o

0,000 0,000
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6. DISKUSE

Cilem této diplomové prace bylo provedeni kultivace rostlinnych
explantatovych kultur Trichocereus pachanoi a zjisténi vlivu vybranych latek
v rliznych koncentracich na produkci sekunddrnich metabolit(i v téchto kulturach.
Z kalusovych kultur bylo potfebné odvodit kulturu suspenzni, naucit se spravné
technice pasazovani a kultivace. Nedilnou soucasti bylo zvladnuti HPLC analyzy,

ktera vedla ke stanoveni obsahu meskalinu v kulture.

Suspenzni kultury byly kultivované v tekutém médiu dle Murashigeho a
Skooga s pridavkem rastovych reguldtort kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové a

6-benzylaminopurinu.

K ovlivnéni produkce meskalinu byly zvoleny tyto latky. Z prekurzor( to byla
kyselina skoficova, skofican sodny a tryptofan, jez byly jednotlivé pfipraveny ve
tfech rdznych koncentracich. Jednalo se o pripravu takovych roztok( &i suspenzi,
jejichz koneéna koncentrace po pfidani do kultur byla 50, 100 a 500 mg:It. Témto
koncentracim byly kultury vystaveny po dobu 24 a 168 hodin, po jejimz uplynuti

byla provedena extrakce vzorku a HPLC analyza.

Po pfidani tfi pfipravenych koncentraci 60% dimethylsulfoxidového roztoku
kyseliny skoficové do suspenznich kultur nedoslo ani po 168 hodinové expozici
k Zddné produkci meskalinu (viz tabulka 3). AvSak meskalin se neobjevil ani
v kontrolnim vzorku. Vysvétlenim muzZe byt to, Ze pouzita pasaz kultur vibec
neprodukovala meskalin. U ostatnich pasazi byla produkce meskalinu v kontrolnich
kulturdch minimalni, ale méritelna. Popfipadé mohlo dojit k chybé pfi zpracovani

vzorku. Neni vyloucen ani vliv dimethylsulfoxidu jako rozpoustédla.

Vodny roztok skoficanu sodného prinesl vysledky pozitivnéjsi. Po jeho
pridani do kultur se projevil pozitivni vliv u obou vyssich koncentraci pusobicich po
dobu 168 hodin. Po 24 hodinovém pusobeni nebyl zaznamenan vyznamné znatelny
nardst. Avsak po tydenni expozici koncentraci 100 mg-I! se projevil nardst obsahu
meskalinu 11x vy$3i a v koncentraci 500 mg-I"t 8x vy$3i neZz v kontrolnim vzorku.
V tabulce 4 a graful je vidét mirny naznak zahajeni produkce meskalinu uz po

24 hodinach, i kdyZ neni statisticky vyznamny. Lze tedy predpokladat jistda uméra
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mezi dobou pUsobeni skoficanu sodného na kulturu a vyslednym obsahem
meskalinu. Cim déle bude kultura tomuto prekurzoru ve vhodné koncentraci
vystavena, tim vysSi obsah meskalinu bude vin vitro kulturach Trichocereus

pachanoi vyprodukovan.

VyuZziti aminokyseliny tryptofanu se neosvédcilo jako vhodné k podniceni
vy$si produkce sekunddrnich metabolitl. Ze ziskanych vysledk( (viz tabulka 5 a
graf 2) je patrné, Ze tryptofan zasadné neovliviiuje produkci meskalinu v zadné

z pouzitych koncentraci. Zaznamenané vykyvy ve vysledcich jsou zanedbatelné.

Ze zkoumanych elicitord byly jemné naznaky ovlivnéni u ozonu, jemuz byly
kultury vystaveny po dobu 5 a 10 sekund. Pouze u 10 sekundového plsobeni ozonu
a nasledné kultivaci 168 hodin je patrny mirny ubytek meskalinu (viz tabulka 6 a

graf 3). Avsak i zde jsou vykyvy jen minimalni a jsou statisticky zanedbatelné.

Methylenova modr byla pouzita ve tfech koneénych odlisnych koncentracich
vodného roztoku, a to v koncentracich 1, 10 a 100 mg-I"%. Jejimu pUsobeni byly
kultury vystaveny také 24 a 168 hodin. BohuZel ale ani methylenova modf
neprinesla pozitivni vysledky. Jeji plsobeni se neprojevilo Zadnymi statisticky
vyznamnymi hodnotami, jednalo se pouze o zanedbatelné mirné vykyvy

(viz tabulka 7 a graf 4).

Skofican sodny v koncentraci 100 mg:I! se tedy jevi jako nejvyhodné&jsi pro
vysSi obsah produkovaného meskalinu. Ostatni zkouSené latky svymi vysledky
nevykdazaly vyznamné zmény v produkci. U kyseliny skoficové by se vSak mélo
pamatovat na mozinost neproduktivni pasadze kultur ¢i negativniho ovlivnéni
rozpoustédlem a do budoucna zkusit vyuzit jiné pomocné latky a pokus znovu

OVerit.

V dfive zpracované diplomové praci, kterd se také vénovala vlivu latek na
explantatové kultury T. pachanoi, zjistila autorka pozitivni vliv na produkci
meskalinu u prekurzoru dopaminu v koncentraci 50 mg-100 ml. V porovnani s nové

zjisténymi vysledky je uziti skoticanu sodného vyhodnéjsi. (49)
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7. ZAVER

V prabéhu cinnosti na této diplomové préaci bylo zvladnuto zaloZeni a
kultivace suspenznich kultur Trichocereus pachanoi odvozenych z kalusovych kultur.
Zaroven byl sledovadn vliv vybranych pfidanych prekurzorl (kyselina skoficova,
skofican sodny, tryptofan) a elicitorG (ozon, methylenovda modf) v urcitych
koncentracich a po uréitou dobu plsobeni na produkci meskalinu vin
vitro kulturach Trichocereus pachanoi. Bylo zvlddnuto kvalitativni a kvantitativni

stanoveni obsahu meskalinu v kulturdch separacni metodou HPLC.

Pomoci HPLC analyzy ziskanych vzorkd, byl prokdzan statisticky vyznamny
vliv na produkci meskalinu v suspenzni kulture pouze u skoficanu sodného. Zvyseni
probé&hlo u koncentraci 100 mg:I* a 500 mg:I! pfi 168 hodinové dobé pusobeni.
Obsah meskalinu se oproti kontrolni kultufe zvysil z 0,001 % na 0,011 % u 100 mg:-I!
koncentrace a na hodnotu 0,008 % u 500 mg:I"* koncentrace skoficanu sodného
v kulture. Doslo tedy k osmi az jedenactindsobnému zvySeni za pouziti tohoto

prekurzoru.

Ostatni sledované latky nevykazovaly Zadné vyznamné zmény v produkeci.
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12. ABSTRAKT

Produkce sekundarnich metabolitd v explantatovych kulturach
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ozon, methylenova modr

Cilem této diplomové prace bylo sledovani vlivu vybranych prekurzor( a
elicitord na produkci sekundarniho metabolitu meskalinu v explantatovych
kulturdch Trichocereus pachanoi. Ke kultivaci suspenznich kultur bylo pouZzito
medium dle Murashigeho a Skooga s pridanymi rastovymi reguldtory kyselinou

2,4-dichlorfenoxyoctovou a 6-benzylaminopurinem.

Ke zkoumani ovlivnéni produkce byly vybrany prekurzory kyselina skoficova,
skofican sodny a tryptofan a elicitory ozon a methylenova modf. Prekurzory byly
pFipraveny a pouZity v koncentracich 50, 100 a 500 mg-I". Ozon byl pfidan ve dvou
¢asovych uUsecich 5 a 10 sekund. Methylenova modf byla pouzita v koncentraci 1, 10
a 100 mg-I"%. Kultivace s pfidanymi latkami probihala po dobu 24 a 168 hodin. Ke

stanoveni obsahu meskalinu byla pouZzita metoda HPLC.

Statisticky vyznamny vliv na produkci meskalinu v kultufe in vitro byl
prokazan pouze u skoficanu sodného. U koncentrace 500 mg-I* doslo po 168
hodinach v porovnani s kontrolnim vzorkem k osmindsobnému zvySeni obsahu
meskalinu. U koncentrace 100 mg-I* doSlo po stejném ¢Easovém useku dokonce
k jedenactindsobnému zvyseni. Ostatni zkoumané latky nevykazaly Zadné vyznamné

zmény ve vztahu k produkci meskalinu.
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13. ABSTRACT
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ozone, methylene blue

The aim of this thesis was the research of effect of selected precursors and
elicitors for secondary metabolite production of mescaline in explant cultures
Trichocereus pachanoi. Suspension cultures were cultivated on the Murashige and
Skoog medium with addition of the growth regulators 2,4-dichlorophenoxyacetic

acid and 6-benzylaminopurine.

To observe changes in production these precursors: cinnamic acid, sodium
cinnamate and tryptophan, and these elicitors: ozone and methylene blue, were
selected. Precursors were prepared and used in concentrations of 50, 100 and 500
mg-I"t. Ozone was added in two time slots, 5 and 10 seconds. Methylene blue has
been used in concentrations of 1, 10 and 100 mg-I". Cultivation with added
compounds lasted for 24 and 168 hours. The content of mescaline was determined

by HPLC analysis.

A statistically significant effect on the production of mescaline in vitro
culture was proved only with sodium cinnamate. The content of mescaline was
increased eight times compared with a control sample after 168 hours of cultivation
at the sodium cinnamate concentration of 500 mg-I"*. The content of mescaline at
the concentration of 100 mg:I! was increased after the same period even eleven
times. Other test compounds showed no significant changes in relation to
production of mescaline.
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