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1 UvoD

Priroda predstavuje zdroj vice nez 250 000 rozmanitych rostlinnych druhd, které
jsou repozitafem pravdépodobné stovek tisict nizkomolekularnich sloucenin zvanych
sekundarni metabolity. [1] K tém se fadi napfiklad vonné latky, esencialni oleje,
pigmenty, sladidla a mnoho farmaceuticky vyznamnych latek. [2] Potencial rady z nich
si uvédomovali uZ nasi predci, ktefi postupem casu zacali empiricky prisuzovat
jednotlivym rostlindAm charakteristické 1écebné vlastnosti, které pak vyuzivali
v léCitelstvi po dlouha staleti. U vétsiny téchto rostlin byla pozdéji diky rozvoji organické
chemie a farmacie objasnéna presnd chemickd struktura slouceniny, ktera
je zodpovédna za dany farmakologicky Gcinek, a mnohdy byly snahy o odvozovani
chemickych [é¢iv podobné struktury a stejného farmakologického Ucinku, nicméné
ne vzdy byl tento pokus Uspésny. Organické syntézy jsou navic ¢asto velmi obtizné

vvvvvv

stale spoléhd pfri ziskavani mnoha cennych sekundarnich metabolit(i pravé na rostliny.
[3]

Péstovani intaktnich rostlin kvali extrakci metabolitdi ma ovsem také mnoho
prekazek, od velkych narokd na prostor az po kolisani obsahovych latek na zakladé
vnéjsich vlivad, a se zvySovanim narokl na produkci téchto latek prestava byti jen pouhé
péstovani na polich pro veskerou produkci dostacujici. [4] Jako nadéjna alternativni
cesta pro ziskavani hodnotnych sekundarnich metaboliti se proto ukazuje péstovani
rostlinnych kultur in vitro. [1] [2] Tato velice perspektivni metoda ma bezpochyby
obrovskou budoucnost, ale i ona ma bohuZel svoje omezeni - nejvétsi prekazku
vdnesni dobé tvori skutecnost, Ze k produkci obsahové latky v explantatovych
kulturach casto viibec nedochazi, nebo jen v malém mnozstvi. [2] [4] Proto je snaha
o implementaci rady strategii na podporeni produktivity, véetné metody elicitace,
na kterou jsem se zamérila ve své praci. S rozvojem téchto metod by mohlo péstovani
aseptickych kultur rostlinnych bunék v budoucnu prekonat omezeni, se kterymi

se biotechnologie potyka a ktera prekazeji Siroké komercializaci. [1]



2 CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo seznamit se s technikou kultivace rostlinnych
kultur in vitro. Dale zjistit vliv abiotického elicitoru methylviologenu na produkci rutinu
v kalusové a suspenzni kulture Fagopyrum esculentum Moench, var. Bambi. Na zakladé
stanoveni obsahu rutinu metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie jsem
si dala za cil zjistit, zda je uvedeny elicitor v riznych koncentracich schopen ovlivnit

produkci této obsahové latky ve mnou pouzité kulture.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Fagopyrum esculentum Moench - Pohanka obecna

3.1.1 Botanicky popis

Pohanka obecnéa (Fagopyrum esculentum Moench) je vyssi dvoudéloZna rostlina
patfici do Celedi Rdesnovité (Polygonaceae).

Jedna se o jednoletou bylinu o vzristu 40 az 140 cm. Lodyha je pfim4, jen velmi
malo vétvenad nebo nevétvena, v pribéhu roku vétsSinou zéervena. [5] Tato rostlina
se vyznacuje heterofilii (rdznolistost). Listy jsou obvykle rapikaté a srdcité, jen horni
listy jsou prisedlé a maji trojuhelnikovitou Cepel, kterad je na bazi srdcita az strelovita.
Drobné kvitky bilé nebo rliZzové barvy jsou ve svazeccich a skladaji po 7-9 kvétech
hroznovita kvétenstvi. [6] Jedna rostlina nese vZdy velké mnozstvi kvétenstvi. Jednotlivé
kvéty jsou pak dimorfni (oboupohlavni) a rdznocnélecné (hyterostylie) - na jedné
rostliné se vyskytuji dva razné typy kvétl, jedny maji dlouhou ¢nélku a kratké tycinky
adruhé maji naopak kratkou ¢nélku a dlouhé tycinky. V jednom kvétu, ktery
je péticetny, se nachazi 8 tycinek, 1 pestik a 3 ¢nélky. [7]

Tato rostlina kvete obvykle v obdobi od ¢ervna do cervence. Je cizosprasna,
prevazné hmyzosnubnd, nejcastéji opylovavana vcelou medonosnou. [6] Stejné jako
u ostatnich rostlin této celedi je plodem trojhranna nazka. U pohanky je nazka 2-6 mm
dlouhd, ostfe hranata a ma tmavé hnédou az Sedou barvu. [8] [9]

MUze dojit k zaméné s pohankou tatarskou (Fagopyrum tataricum Gaertner),
zvanou tatarka, ktera se vsak lisi tim, Ze jeji plody jsou na hranach vroubkované
az zoubkaté a jsou delsi nez u pohanky obecné, listy maji vice podlouhly tvar a okvéti

je nazelenalé. [5] [10]



Obr. 1: Fagopyrum esculentum. [11]
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3.1.2 Vyskyt

Pohanka obecnd, stejné jako jeji pfibuzny druh pohanka tatarska, pochézi
patrné z oblasti od jizni Sibife po Himalaj, odkud se jeji péstovani postupné rozsirilo
do Mongolska, Tibetu, Japonska a na vychodni Sibif. Patfi k nejmladSim kulturnim
rostlindm. Do Evropy se dostala az ve 13. stoleti pfi vpadu Tatard. [12] Na nasem Uzemi
se hojnéji péstovala asi od 16. stoleti, a to zejména v horskych oblastech na chudych
ptdach Beskyd, v karpatské oblasti a na vychodnim Slovensku. V soucasné dobé
se pé&stovani pohanky v CR a na Slovensku opét obnovuje. [13] Pé&stuje se i v jinych

castech Evropy, v Asii a Severni Americe. [10]



Kromé péstovani muize pohanka i zplanét. Dokaze rast v Sirokém aredlu pldnich
podminek véetné chudych pad v chladném klimatu, na horach i v severskych oblastech.
Nejlépe ji vSak vyhovuji pldy leh¢i az stredni, piscité, hlinitopiscité az hlinité, dobre
zasobené Zivinami a vldhou. Pohanka snasi i pady kyselé. Nesnese vsak pldy tézké,

bohaté na volny vapnik, se zasaditou pUdni reakci. [6]

vevs

vevs

chléru. BEhem vegetace nevyzaduje vétsinou Zadné zvlastni oSetreni. K farmaceutickym

Gceldm je pohanka sklizena na zacatku kveteni. [6] [14]

3.1.3 Droga

V Ceském |ékopise 2017 je jako droga uvedena Fagopyri herba (Pohankova nat).
Je to celad nebo rozldmana nat druhu Fagopyrum esculentum Moench sbirana v ¢asné

fazi kveteni pred vytvorenim ploda a ihned susena. [15]

3.1.4 Obsahové latky

Hlavni skupinou obsahovych latek pritomnych v pohance obecné jsou
flavonoidy. Nejvice je zde zastoupen rutin (v susené droze nejméné 3,0 % rutinu) [15],
dale jsou pritomny isoorientin, orientin a vitexin. Specialné v plodech se nachazi velké
mnozZstvi esencidlnich aminokyselin a bilkovin. [16] Pohanka také obsahuje mnoho
vitaminG - hlavné vitaminy skupiny B a vitamin E, velké mnozstvi mineral( (draslik,
fosfor, horcik, vapnik) a stopovych prvki (Zzelezo, méd, mangan, zinek a selen). Z dalSich

latek specifickych pro pohanku zde najdeme naftodianthron fagopyrin a cholin. [5]

3.1.5 Vyuziti

Kromé svého vyuziti jako pseudoobilovina v potravinarstvi i jako krmivo (nazky
maji mimo jiné velké mnozstvi vliakniny - 3,4-5,2 %) se pohanka vyuziva pro sv(j vysoky
obsah flavonoidl. Z pohankové nati se proto izoluje predevsim rutin, ktery se poté

pouziva k |écbé nedostatecné pevnosti a elasticity cévnich stén. [17] Indikaci jsou proto
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krecové Zily, bércové vredy, hemoroidy a jiné cévni komplikace véetné aterosklerézy.
Zlepseni bylo pozorovano i u pacientli s poruchami prokrveni koncetin a u pacientt
trpicich na otoky koncetin vlivem nadmérné permeability cév. [5] [6] [18] Diky
fenolickym slou¢enindm ma pohanka vyraznou antioxidacni aktivitu. [19] Vzhledem
k vysokému obsahu vitaminu E byl dale prokazan vliv konzumace nazek pohanky
na snizovani LDL cholesterolu a zvySovani HDL cholesterolu. [16] [20]

Pohanka neobsahuje lepek, a tudiz je vhodna jako ndahradni potravina
pro pacienty trpici celiakii. [14] Hodi se i pro téhotné a kojici jako potravina bohata
na bilkoviny a vlakninu, kdy konzumace pohanky je prospésna i pro plod. [5] PFi vétsi
konzumaci vsak muzZe zplsobovat alergické reakce vlivem alergennich protein( [18],
stejné jako velmi nebezpecnou fotosenzibilni reakci zptisobenou fagopyrinem. Tento
jev, zvany fagopyrismus, se mze manifestovat priznaky od zarudnuti, svédéni a otokl
v obliceji az po krece, ochrnuti nebo dokonce smrt. [21] V homeopatii se pohanka

vyuziva pri svédéni, vyrazkach a zanétech kize. [9]

3.1.6 Odriada Bambi

Fagopyrum esculentum var. Bambi je odrida pohanky vyslechténa v Rakousku,

zaregistrovana ke dni 19. 12. 1989. [22] Tato odrada slouZila uz k nékolika studiim:

Na univerzité Novi Sad v Srbsku ve spolupraci s univerzitou v Lublani
ve Slovinsku porovnavali fenolické profily a antioxidacni vlastnosti evropskych kultivart
pohanky s balkdnskymi druhy pohanky. Odrida Bambi méla spolu s odriidami
Novosadska, Godijevo a Spacinska 1 nejvyssi antioxidacni kapacitu. V obsahu rutinu
vSak mnohonasobné predcily ostatni kultivary balkanské odriidy Bosna 1 a Bosna 2

(az 46x). [23]

Studie na téma porovnani kolisani obsahu polyfenol(l a rutinu v jednotlivych
kultivarech pohanky, amarantu a quinoa seminek probihala na Slovensku v roce 2016.
Celkové mnoizstvi polyfenolll bylo nejvétsi v kultivaru Bambi, nejméné polyfenoll
obsah byl nalezen v odridé Madawska. Studie odhalila, Ze v porovnani s ostatnimi

studiemi obsah rutinu v jednotlivych kultivarech velmi kolisa. [24]
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V kvétnu 2017 v Madarsku stanovovali koncentrace rutinu pomoci fotoakustické
UV spektroskopie v 7 varietach pohanky obecné a v 6 varietdch pohanky tatarské.
Fotoakusticka UV spektroskopie se ukazala v méreni obsahu rutinu stejné presna jako
HPLC chromatografie a maze byt tedy doporucena ke stanoveni koncentrace rutinu
v odriidach pohanky. V kultivarech Bambi a Botan byl prokazan nejmensi obsah rutinu.
Z ostatnich odrid Fagopyrum esculentum byl obsah rutinu nejvyssi v odriidé Emka,
nicméné ve vsech odriidach pohanky tatarské byl obsah rutinu mnohonasobné vyssi

(az 59x). [25]

Studie na stanoveni koncentrace rutinu a kvercetinu ve varietach Bambi a Lileja
v Cerstvé rostlingé, v senazi a vsilazi s porovnanim produkce flavonoida pri sklizeni
ve dvou ruznych fazich sklizné probihala v Italii na univerzité v Pise v ¢ervenci 2017.
Ze studie vyplyva, Ze v pozdéjsi fazi sklizné se obsah flavonoid( snizoval. Varieta Lileja
obsahovala vice rutinu nez var. Bambi, odridda Bambi naopak obsahovala vice

kvercetinu. [26]

A kone¢né studie, provddénd ve Vyskumném Ustavu rastlinnej vyroby
v PieStanech na Slovensku, odkud také pochazi mnou pouzivana kultura Fagopyrum
esculentum var. Bambi. V této varieté studie prokazala znac¢ny obsah rutinu
a polyfenol obecné. Vzorky se odebiraly ve 3 fazich rdstu rostlin - na zacatku kveteni,
v plném kveteni a na zacatku dozravani. V deseti odridach pohanky obecné byl
zkouman obsah rutinu a polyfenoll ve stonku, v listech, v kvétech (2. + 3. odbér)
a v nazkach (pouze 3. odbér). Nejvétsi obsah rutinu byl prokazan zpravidla pri tretim
odbéru ve kvétech, nejmensi ve stoncich pfi 1. odbéru. Nejvic polyfenoll bylo
prokazano opét predevsim pfi tfetim odbéru v listech, kvétech a nazkach, nejméné jich
bylo opét ve stoncich (zde se vyrazné nelisilo mnozZstvi na zakladé doby odbéru).
Co se ty¢e obsahu rutinu, odriida Bambi predcila ostatni odridy obsahem rutinu
ze stonk( pfi tretim odbéru (3600 mg/kg oproti primérné hodnoté 1446 mg/kg). Zbylé
hodnoty byly srovnatelné s ostatnimi odrddami, s maximalni absolutni hodnotou

obsahu rutinu 24375 mg/kg ve kvétech pri tfetim odbéru. [27]
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3.2 Flavonoidni glykosidy

3.2.1 Charakteristika flavonoida

Flavonoidni glykosidy, nebo jinak flavonoidy ¢i bioflavonoidy, jsou Zluté
(flavum = zluty) az oranzové sekundarni metabolity s fenolickym charakterem,
obsaZené prevazné v kvétech, listech a plodech fady dvoudéloZznych rostlin. Chemicky
se jednd o rozmanitou skupinu derivati odvozenych od chromanu (benzopyran)
resp. fenylchromanu. [28] V rostlinach se vétsinou vyskytuji vazané ve formé glykosidu
(O-glykosidy nebo C-glykosidy), rozpusténé v bunécné vakuole. Farmakologicky uc¢inné
jsou v glykosidické formé i jako volné aglykony. Lipofilnéjsi methoxylované derivaty jsou

nerozpustné ve vodé a vyskytuji se v silicich a v kutikule lista. [29]

3.2.2 Chemicka struktura a biosyntéza flavonoidii

Flavonoidy se déli do tfech skupin podle mista navazani benzylové skupiny
naflavany  (2-fenylchroman), isoflavany  (3-fenylchroman) a neoflavany
(4-fenylchroman). V pfirodé jsou hojné rozsifeny pravé flavany. Postupnou oxidaci
pyranového kruhu flavani dojde ke vzniku nékterych dalSich derivati - flavendq,
flavonold, flavanold, flavanonolt, flavandioll, flavon( a flavanont. Hlavni zastupci
flavonoid( vsak patfi mezi flavony, flavonoly a flavanony. [29] Jednotlivé flavonoidy
se mezi sebou lisi po¢tem a polohou hydroxylovych a methoxylovych skupin a mirou

a polohou glykosidace. [30]

Obr. 2: Struktura flavanu, isoflavanu a neoflavanu. [31]

4 flavan Y4 isoflavan N\ reofavan
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Syntéza fenolickych latek vychazi z fenylalaninu, ktery se pomoci enzymu
fenylalaninamoniaklyaza (PAL) méni na kyselinu skoficovou (kyselina fenylpropenova).
[32] Ta se poté spojuje se tfemi molekulami acetdtu pochazejicich z acetatového
metabolismu a vytvari spolu patnactiuhlikovy meziprodukt chalkon, z néhoz zacyklenim
vznikd flavanon. DalSimi Gpravami pak vznikaji ostatni flavonoidni derivaty.

Ke glykosylaci dochazi v pozdnim stadiu tvorby flavonoidd. [29]

Obr. 3: Biosyntéza flavonoid(. [33]

Ligm'n

COOH COOH COOH cscoA

cinnamat 4-kumarat-CoA
4-hydroxylaza ligaza
Fenvlalanin leyselina skoficova

trans-4-kumarst p—lqﬂnarj,'l—{:o.ﬂ;
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3.2.3 Vyznam pro rostlinu

Flavonoidy maji funkci rostlinnych pigmentl. Zbarvuji kvéty od Zluté, pres
cervenou az po modrou, ¢imz lakaji opylovace a pomahaji tak v procesu pohlavniho
rozmnozovani rostlin. V rostlinach se Gc¢astni oxidoredukénich pochodt (¢imz mimo jiné
chrani fotosynteticky aktivni bunky rostliny pred znicujicim UV zafenim [34], ale
napomahaji rostliné se vyrovnat i s pusobenim dalSich abiotickych stresort, jako
je napriklad oxidacni stres zplsobeny chemickymi latkami). [35] Pokud rostlinu

vystavime stresu, maze jeho vlivem ve vakuolach bunék epidermalni vrstvy dochazet
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ke hromadéni téchto absorpcnich pigmentt. [34] Nékteré isoflavony maji estrogenni

ucinek. [36]

3.2.4 Vyznam v mediciné a farmacii

Jak uz bylo uvedeno vyse, flavonoidy maji velice priznivy vliv na stav cévniho
systému ¢lovéka. Podporuji a navraceji cévam jejich pfirozenou elasticitu, ¢imz snizuji
jejich lamavost (prevence hemoragii) a predchazeji nadmérné propustnosti cév, ktera
casto muaze zpUsobovat otoky. [29] Lze je vyuZit pfi vsech cévnich onemocnénich -
u kapilarnich defekt (praskani cévek v ocich), Zilnich defektd (kfecové Zily) a diky
zlepseni cirkulace krve tepnami a jejich dilataci maji vyznam i v terapii aterosklerdzy
a pfi prevenci cévnich mozkovych prihod a dalSich trombotickych onemocnéni. [18]
Flavonoidy maji také schopnost zadrzovat ionty vapniku v téle tvorbou komplexnich soli
s vapenatymi ionty. Timto mechanismem mimo jiné snizuji srazlivost krve, a tudiz opét
napomahaji v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni.

Flavonoidy jsou inhibitory hyaluronidazy, ¢imz brani Sifeni mikrobialnich toxin(
tkanémi a maji tak vyznam jako podpurny prostredek k [é¢bé infekénich onemocnéni.
[30] Vzhledem k vysoké antioxidacni aktivité se zacaly flavonoidy vyuzivat i v terapii
rakoviny (zhasi volné radikaly mnohdy zpUsobuijici rakovinotvorné bujeni). [37] Diky
tomu se zkouma3 i jejich vliv na revmatoidni artritidu a Fanconiho anémii. Nejvyssi
antioxidacni aktivita byla prokazana u rutinu a u jeho aglykonu kvercetinu. [20]

Z lécivych pripravk( s flavonoidy je na ¢eském trhu k dostani napriklad Detralex
(mikronizovana cisténa frakce flavonoidd - 450 mg diosminu, 50 mg hesperidinu),
jehoz indikaci je dle SPC Iécba priznak( a projevl chronické Zilni insuficience dolnich
koncetin (véetné bércovych viedl) a dale [écba hemoroidalnich onemocnéni. [38] Dalsi
registrovany pfipravek je Ascorutin - je to Iék s rutinem ve formé trihydratu rutosidu
(20 mg) v kombinaci s kyselinou askorbovou (100 mg). Rutin potencuje Ucinek
vitaminu C, a proto se Ascorutin pouziva pri |écbé zvySené lomivosti a permeability

kapilar zptiisobené hypovitamindzou vitaminu C. [39]
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3.2.5 Rutin
Rutin je hojné rozsifeny a terapeuticky velmi vyznamny flavonoidni glykosid
s chemickou strukturou quercetin-3-O-beta-rutenosid. [18] Je to tedy molekula

skladajici se z aglykonu kvercetinu a glykosidicky navazaného disacharidu rutinézy.

Obr. 4: Struktura rutinu a kvercetinu. [40]

OH
OH
0] O
HO O
HO OH OH
OH CH,
OH O
Obecna struktura flavonoidniho glykosidu Rutinéza, 3

1 Rutin: R' = OH, R? = OH, R® = rutinosyl 53), R* = OH
2 Quercetin: R' = OH, R> = OH, R®*=H, R* = OH

Objeven byl v roce 1842 v rostliné Ruta graveolens (routa vonna, celed
Rutaceae), ktera také dala tomuto sekundarnimu metabolitu jméno. [41] Jeho obsah
v pohance byl objeven jen o néco pozdéji. Ta dodnes slouZi k jeho extrakci.

Vysoky obsah rutinu najdeme také v drogach Sophorae flos (pupeny stromu
Sophora japonica L., Fabaceae) a Eucalypti folium (list stromu Eucalyptus
macrorhyncha, Myrtaceae). Kromé toho je rutin obsaZen napfiklad v mensich
mnozstvich v mnoha dalSich rostlinach véetné oplodi pomerance a ¢erného rybizu. [17]
Obsah rutinu v rostlinach kolisa v zavislosti na rostlinném druhu, odriidé a predevsim
prirodnich podminkach, ve kterych byla rostlina péstovana. [20] Po sklizni, béhem
suSeni a zpracovani drogy je zapotrebi veliké ostrazitosti, nebot enzymovy systém
rostliny je po urcitou dobu stale aktivni a mize pozménit nebo dokonce odbourat
obsahové latky v droze. V pohance se jednd o enzymy FHG | a FHG |1l

(flavonol-3-O- beta-heterodisacharid glukohydrolaza | a Il), které zapfricinuji hydrolyzu

rutinu aZz na kvercetin. [40]
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3.3 Rostlinné kultury in vitro

3.3.1 Explantatové kultury

Explantatové kultury rostlin jsou izolované ¢asti rostlin kultivované in vitro, tedy
ve sklenéné nebo plastové nadobce, Zivotaschopné za umélych podminek
na aseptickych Zivnych pudach. [2] [42] V praxi to znamena odebrani organ( rostlin
nebo jejich ¢asti, meristematickych pletiv, bunék, protoplastll a kalusti ze sterilné
vypéstovanych rostlin nebo z rostliny nasledné povrchové sterilizované, vloZeni této
Casti do sterilniho prostredi a jeji kultivaci za vice ¢i méné definovanych podminek. [43]
V pomérné malém prostoru lze tak dlouhodobé péstovat velké populace bunék
a z kazdé z nich Ize vypéstovat novou plnohodnotnou rostlinu. [44] Toho je u rostlin
umoznéno diky totipotenci, coz je schopnost kazdé bunky (i vysoce specializované
bunky v pokrocilé diferenciaci) vratit se za urcitych podminek do stavu pred diferenciaci
a znovu zahdjit proces déleni bunék. Kazda rostlinna burika totiz obsahuje kompletni
genetickou informaci a v cytoplazmé mechanismy umoznujici realizaci této informace
potfebné k regeneraci ve fertilni rostlinu. [45] Teoreticky je tak jakékoliv pletivo
obsahujici bunky s funkénim jadrem vhodné pro odvozeni explantatové kultury
a nemusi se jednat jen o zygotu nebo meristematickou burku. [3]

Prvni zakladni koncepce explantatovych kultur byla vytvorena uz v roce 1902
podminkach, takze kultury nehynuly, nicméné bunky nebyly schopné déleni, protoze
Zivné médium neobsahovalo vsechny nezbytné slozky. Prilomem byly az pokusy, které
provedl White kolem roku 1934 na korenech rajcete (Lycopersicon esculentum). Jeho
kultury za pritomnosti kvasni¢ného extraktu v médiu vykazovaly staly rlst i pfi pfenosu
na Cerstvou Zivnou pldu. Od té doby se poznavani principt explantatovych kultur stale

prohlubuje. [46]
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3.3.2 Kategorie explantatovych kultur [45]

Podle morfologickych kritérii lze explantatové kultury rozdélit do nékolika

kategorii:

a) Organové kultury - organové systémy, jednotlivé organy nebo jen jejich ¢asti. Burky

jsou diferenciované, stavba a funkce organ( jsou zachovany.

b) Tkanové kultury (pletivové, kalusové) - neorganizované shluky bunék tkané,
Caste¢né soudrzné. Jsou obvykle kultivovany na polotuhych nebo tuhych Zivnych

pudach nebo na nosicich nasycenych Zivhou ptdou.

c) Suspenzni kultury - volné burky nebo jen drobné bunécné shluky suspendované

v tekuté zivné pldé za promichavani a provzdusnovani.

d) Bunécné kultury - jednotlivé volné buriky. Kultivace probiha vétsinou v tekuté nebo

polotekuté Zivné pldé, pripadné na nosici.

e) Kultury bunécnych protoplastii - pouze nahé rostlinné protoplasty (tedy ¢ast bunék
ohranic¢ena cytoplazmatickou membranou, bez bunécné stény). Vznikaji enzymatickym

stépenim bunécné stény v hypertonickém prostredi.

3.3.3 VyuZiti explantatovych kultur

Velmi vyznamné je péstovani kultur pro produkci sekundarnich metabolitd,
ale metoda vytvoreni explantatové kultury se vyuziva v Sirokém spektru odvétvi. Timto
zpUsobem muZeme rostliny vegetativné mnozit (Cehoz se vyuziva napriklad u nékterych
okrasnych rostlin), slechtit je, zbavovat je patogen( a uchovavat jejich genetickou

informaci. [43] [45]

3.3.4 Vznik kultury, rast a pasazovani

Metodologie explantatovych kultur vyuziva principQ a technik z mikrobiologie
a biotechnologie s nékolika rozdily. Kultivace explantatovych kultur probihaji delsi dobu,
kultivacni pady jsou drazsi a rostlinné kultury jsou citlivéjsi na stfizné sily pri michani,

je tedy zapotrebi vétsi opatrnosti. [44]

18



ZaloZeni explantatové kultury zacind vybérem vhodné ¢asti rostliny.
Po povrchové sterilizaci se explantuje parenchymatickd tkan, kterd je ockovana
na vhodnou tuhou Zivnou pldu na Petriho misce. Poté probiha inkubace v teplotnim
rozmezi 23 az 28 °C po dobu cca 18-25 dn(. [3] [44] Mezitim dochazi k narlstu poctu
bunék na médiu vlivem dediferenciace na meristematické buniky schopné
neomezeného déleni, a tak vznika kalus, tedy shluk nediferenciovanych stale se délicich
bunék. Kalus roste neorganizované na vsechny strany. [42] Vyhodou explantatovych
kultur jsou malé poZzadavky na péci, nebot prijimaji vSsechny potrfebné Ziviny z média.

[44]

Obr. 5: Odvozeni explantatové kultury z rostliny. [44]

&8

s

Pfi dostatecném mnozstvi narostlych bunék mizZeme mensi ¢asti kalusu
opakované prenaset na cerstvé Zivné pudy a tim udrZovat kulturu aktivni a stale
rostouci. [44] Tomu se rikd pasazovani. Takto mlzZeme kalusové kultury kultivovat
neomezené dlouho. Béhem rlstu vsak kultury prochazeji nékolika fazemi, které jsou
definované rlistovou kfivkou. [42]

Rlstova krivka popisuje zavislost hmotnosti kultivovanych bunék na case
kultivace v meénicich se kultivacnich podminkach. [44] Prvni faze, faze lag,
je charakteristickd jen pomalym narlstem poctu bunék hned po naockovani puady.
Na tuto fazi navazuje exponencialni faze, ve které dochazi k intenzivnimu vzrastu
mnozstvi bunék. V exponencidlni fazi také zacinad syntéza sekundarnich metabolit(.

Po této fazi nastavad znovu Gtlum déleni, tzv. stacionarni faze, ve které uz se bunky
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témér nedéli, ale na jejim pocatku je zaroven produkce sekundarnich metabolitt
nejvyssi. [42] [47]

Kalusové explantatové kultury obvykle potrebuji novou pasaz kazdych
4-6 tydnl, po této dobé se totiz vétSina kultur dostdvd z exponencidlni faze
do stacionarni faze. Bunécné kultury rostou zpravidla rychleji, a proto je treba
je pasazovat kazdych 18-25 dni. U nékterych velmi aktivné se délicich bunécnych kultur
se maze inkubacéni doba zkracovat az na 6-9 dni. [2] Pokud by nedoslo k presazeni,
kalus takto muzZe rast jen do urcité velikosti, limitovan prostorem a dostatkem Zivné
pady stejné jako hromadénim toxickych metabolitd, a po urcité dobé by doslo
k uhynuti kultury. Rozsazovani na nové pldy je také potfeba provadét ve sterilnim
prostfedi, aby na kalusy nebyly zaneseny kontaminanty, které kulturu znehodnocuiji

a mUlzou ji taktéz zahubit.

Obr. 6: RUstova krivka explantatovych kultur. [47]
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Zménou ve slozeni Zivného média mGzeme kalus primét k organizovanému
rastu, jehoz vysledkem jsou listy a vyhonky. Z téch mize po prenosu do vhodné
zakorenovaci plady s dostatkem Zivin vzniknout celistva rostlina schopna rozmnozovani.
Zde je nejvétsi prekazkou prenos do nesterilnich podminek zeminy, pfi kterém casto

velké mnozstvi klond zanika. [44]
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Jistou prekazkou v regeneraci rostlin z explantatovych kultur je i fakt, Ze mize
dochéazet ke genetickym odchylkdm. Tomu lze predchazet pouzitim kultury z embryi
nebo z meristému, kde je zachovan organizovany rist. V opacném pripadé mize
dochézet ke zménam bunécného cyklu na Grovni chromozomalnich a jadernych mutaci.
[43] Nejcastéji se vyskytuje polyploidie (zndsobeni celych sad chromozomi),
aneuploidie (odchylky v poctu jednotlivych chromozomu) nebo chimerismus (buriky

se dvéma rliznymi genetickymi informacemi v jedné rostling). [3]

3.3.5 Kultiva¢éni podminky

Presné stanovené kultivaéni podminky umoziuji spravny rdst a vyvoj
explantatové kultury. Zaroven velmi ovliviuji i produkci sekundarnich metabolit(.
Déale hraji roli i sterilita (rostlinného materialu, Zivnych médii, pouzitych nastrojl
i pracovniho prostredi [48]) a fyzikalni faktory kultivace jako je svételny rezim, teplota
a slozeni plynné faze kultivacniho prostredi. [3] [46]

Na rust kultury ma velky vliv i kondice daného explantatu. Rostlinné kultury
prokazuji rozdilny rist a produkci sekundarnich latek v zavislosti na konkrétni rostlinég,
ze které byly bunky izolovany (vliv napf. genotypu, organu, stari rostliny nebo faze
bunécného cyklu, ve kterém byly buriky odebrany), a v zavislosti na velikosti a hustoté

inokula a cislu pasaze. [32] [42]

A) Zivha média

Zivna plda je tedy zakladnim reakénim prostfedim umozfujicim optimalni
prabéh metabolickych pochodl. Pro kulturu predstavuje zdroj energie, vyzivy
i regulacnich latek. Musi byt schopnd dodavat vsem bunkdm potrebné substraty,
ato po pomérné dlouhou dobu. Kromé sloZeni je dllezZita jeji konzistence a acidita.
Pro kalusové kultury se vétSinou pouzivaji média zpevnéna agarem a nebo tekutd
média s mustky z filtraéniho papiru. Optimalni pH se pohybuje v rozmezi 5,4-5,7. [45]

Péstovani explantatl v in vitro kulturdch vyzaduje existenci Sirokého spektra

kultivacnich médii rozdilného sloZeni, nebot rlzné kultury maji rGzné pozadavky
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na sloZzeni média. [42] Média vsak vzdy obsahuji nasledujici slozky: makroelementy,
mikroelementy, sacharidy, vitaminy, aminokyseliny a jiné zdroje dusiku, dalsi
nedefinované organické slozky, ristové regulatory, destilovanou vodu a v prfipadé
tuhych Zivnych plGd pak navic jesté latku zpevinujici médium. Vsechny slozky média
se navzajem ovliviiuji a usmérnuji procesy probihajici v kultivovanych pletivech. [46]
Mezi nejznaméjsi a také nejcastéji pouzivanad média patfi pldy Murashigeho
a Skooga (MS, 1962), Linsmaiera a Skooga (LS, 1965), Shenk and Hilderant (SH, 1968),
Gamborg et al. (B5, 1968), Chu (N6, 1978) a Nitsch and Nitsch (1969). Média MS, SH
aB5 jsou charakteristickd vysokym obsahem makroelement(l, ostatni média maji

makroelementt podstatné méné. [2] [3]

Makroelementy

Mezi makroelementy, tedy zakladni mineralni Ziviny nebo makroprvky, fadime
Sest nejdllezitéjsich prvk(: dusik, draslik, fosfor, vapnik, horcik a siru. V médiu
se vyskytuji ve formé soli. Jejich kvantitativni zastoupeni se lisi vzhledem k poZadavkim
jednotlivych rostlinnych druh(, ale celkovy obsah makroelementt v médiu je vzidy
v radech desitek milimol(. [49] Kultivacni médium by mélo obsahovat cca 25-60 mM
anorganického dusiku. Optimalni r(st je zajistén, pokud se v pldé vyskytuje dusik jak
ve formé nitratové, tak i ve formé amonnych soli (ty pak v koncentraci cca 2-20 mM,
vys$si koncentrace jsou pro kulturu toxické a vedou k nezadouci zméné pH Zivného
média). Draslik je vétSinou obsaZen v koncentraci 20-30 mM. Koncentrace ostatnich
makroelementu je zpravidla 1-3 mM. [3]

Plada MS je charakteristicka predevsim zvysenym obsahem dusiku a drasliku.

Mikroelementy

Mikroelementy, tedy stopové mineraini prvky, jsou v médiu obsazeny
v koncentracich v fadech desitek mikromolG. Mezi elementarni mikroelementy radime
Zelezo (prestoze z fyziologického hlediska patfi mezi makroelementy), dale mangan,
zinek, bér, méd, kobalt a molybden. [2] Zelezo byvad do média dodavano obvykle

v koncentracich cca 100 uM. S nim se pridava EDTA (kyselina etylendiamintetraoctova),
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ktera tvori se Zelezem komplex a zajistuje tak jeho postupné uvolfiovani do média. [50]
Bor se obvykle davkuje v mnozstvi 25-100 uM, mangan 20-90 uM, zinek 5-30 uM,
molybden 1 uM a méd s kobaltem v koncentraci cca 0,1 uM. Nékdy se do médii
dodavaji jesté dalsi prvky, jako napfiklad jod, sodik a chlor, ale ty nejsou vétSinou

pro kulturu nezbytné. [3]

Sacharidy

Sacharidy se pouzivaji v kultivaénim médiu jako zdroj uhliku a energie.
U explantatovych kultur je vlivem dediferenciace potlacena schopnost autotrofni vyzivy
fotosyntézou, a proto kultura potrebuje heterotrofni substrat ve formé sacharidd. [51]
Sacharid soucasné slouzZi jako Gc¢inné osmotikum, ale zaroven umoZnuje v pfipadé
nedostatecné sterilizace nezadouci rdst mikroorganism0. [42] Nejcastéji je vyuZzivana
sacharéza. Jeji koncentrace v médiu je obvykle 2-3 %. Vyjimecné je v pldé nahrazena
glukézou nebo fruktézou nebo jejich smési. Ostatné pfi sterilizaci v autoklavu
se disacharid sacharéza vlivem zvysené teploty stejné z ¢asti rozklada pravé na smés
glukézy a fruktdzy. Ostatni sacharidy, jako napriklad laktéza, galaktéza, rafinéza,
maltéza nebo Skrob, prokazaly v médiu vyrazné mensi Gcinnost a jejich pouziti tedy

neni prilis casté. [3]

Vitaminy

Vitaminy slouZi rostliné jako katalyzatory metabolickych procest. BéZna rostlina
je schopna syntetizovat vsechny vitaminy potrfebné ke svému rustu a vyvoji svépomoci.
V in vitro kulturach je tato schopnost vsak vyznamné omezena. Nedostatek vitamin(
muze byt znacné limitujicim faktorem rastu explantatovych kultur. V krajnich pripadech
mUZe dochazet az k Uplné zastavé rlstu. Hodi se tedy, aby Zivha ptuda nékteré rostlinné
vitaminy obsahovala. Nej¢astéji jde o thiamin (0,1-10 mM), ktery je pro rist tkanovych
kultur naprosto nepostradatelny, dale kyselinu nikotinovou (0,1-5 mM), pyridoxin
(0,1-10 mM), myo-inozitol (50-5000 mM). V malych davkach se v médiich casto
vyskytuje i kyselina askorbova (slouzici téz jako antioxidant), kyselina pantothenova,

biotin, kyselina listova a riboflavin. [2] [3]
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Aminokyseliny a dalsi zdroje dusiku

Aminokyseliny slouzi v Zivném médiu predevsim jako zdroj organického dusiku.
PrestoZe jsou kultivované rostlinné bunky schopny syntézy veskerych esencialnich
aminokyselin, jejich pridavek do média muize vyznamné stimulovat rlist explantatd.
SlouZi jako operativni zdroj dusiku, ktery muaze rostlina rychle vyuzivat, nebo jsou
vyuzivany k primé syntéze proteinl. Do média se z tohoto dlivodu pridava nejcastéji
smés aminokyselin ve formé hydrolyzatu kaseinu (zpravidla v koncentraci 0,05-0,1 %).
Pridavat se mohou i jednotlivé aminokyseliny, napfiklad L-glutamin, L-asparagin, glycin
a nebo adenin, ale zde hrozi inhibice rlstu kultury, pokud by byly aminokyseliny
pridany v pfrilis vysoké koncentraci. Obvykle se pouzivd koncentrace v rozsahu

1-100 mM. [3]

Nedefinované organické slozky médii

Mezi nedefinované organické slozky médii patfi zejména bilkovinné hydrolyzaty,
dale kvasni¢né extrakty, sladovy extrakt, kokosové mléko, extrakty z bananu,
pomerancové nebo raj¢atové stavy, vyluhy ze drfeva nebo mizni tekutina. Jejich
pridavek muzZe casto stimulovat rust tkanovych kultur. Zaroven se vsak jejich pouziti
mnohdy nedoporucuje, pravé z diivodu jejich nedefinovaného sloZeni. [2]

Casto je do média pFidavano také aktivni uhli (v koncentraci 0,5-1 %), jemuz
se pripisuje schopnost absorpce latek inhibujicich rlst kultury, ale zaroven také
absorpce rlstovych regulatori a ztmavnuti média. Mize mit na explantat tedy jak

stimulacni, tak inhibi¢ni Gcinek. [3]

Latky pouzZivané pro zpevnéni média

Pro kultivaci in vitro se nej¢astéji pouzivaji tuha média. Tuha média totiz zajistuji
to, Ze explantat zUstane na jejich povrchu a poskytuji mu dostatecny kontakt
se vzduchem. Drive uvedené slozky média je tedy treba po jejich dokonalém rozpusténi
prevést na pevné médium. Toho se docili prfidavkem agaru. Agar se ziskava z vldken
morskych fas. Oproti ostatnim gelotvornym latkdm ma radu vyhod. Pokud je smichan

s vodou, dojde k vytvoreni gelu pfi teploté 60-100 °C, pfi teploté cca 45 °C gel tuhne
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a pri teplotach kultivace je tedy stabilné pevny. Zaroven je inertni - nereaguje
s ostatnimi slozkami média, ani neni rozkladan rostlinnymi enzymy. Tuhost média se da
regulovat druhem agaru, jeho koncentraci (obvykle 0,8-1 %) a pH prostredi. [3]

Kromé agaru je mozné pouzit k vytvoreni pevného média rizné syntetické latky,
napriklad agarézu, Phytagel nebo Gerlite. Tuhé médium lze také nahradit pridavkem
sklenénych kuli¢ek, perlitu, molitanové drti, cedicové vaty nebo perforovaného
celofanu do tekutého média. Casto se vyuziva technika papirovych mastkd z filtragniho
papiru. [2] Novinkou jsou tzv. rafty, coZ jsou plastové nosic¢e, do kterych se upevnuje
polypropylenovd membrana. Kultura je poté poloZzena na membranu, kterd plave
na povrchu tekutého média. Vyhodou je snadnéjsi pristup Zivin pfes membranu, rist
kultury v relativné suchém a homogennim prostredi a zabranéni akumulace exudat(

v okoli explantatu, jak je tomu ¢asto u kultur rostoucich na pevnych pidach. [3]

Rustové regulatory

Rastové regulatory délime na regulatory nativni (prirozené) a syntetické. Nativni
si rostlina vyrabi sama dle svych potreb a reguluje tak sv{j rdst a vyvoj. Nativnim
rastovym regulatorim se fika fytohormony (rostlinné hormony). Fytohormony vznikaji
ve velmi malych mnozstvich v urcité ¢asti rostliny a jsou transportovany do jinych ¢asti,
kde plsobi regulacné na rtzné procesy, predevsim rustové, vyvojové a pohybové.
Syntetické rlstové regulatory nejsou soucasti prirozeného metabolismu rostlin, ale
pri vnéjsi aplikaci (tedy aplikaci do Zivného média) jimi mGzeme rostliny ovliviiovat
na podobném principu jako u fytohormonu, tedy bud' je stimulovat nebo retardovat.
[52]

Ristové regulatory, které se pouzivaji v Zivnych médiich, je moziné rozdélit

do c¢tyr zakladnich skupin: auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina abscisova. O tom, jak

bude dana kultura rust, nerozhoduje jen koncentrace jednotlivych hormon, ale hraje
zde velikou roli jejich vzajemny pomér. Pfedevsim u auxinu a cytokininu rozhoduje
jejich pomér o organogenezi - tedy tvorbé korent a prytl. [3] Pokud je pomér cytokinu
k auxinu velky, bude dochazet primarné k vytvareni pupent. Pokud je pomér nizky,

rostlina bude spiSe podnécovana k tvorbé korenl. [52] Spravny pomér auxinu
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a cytokininu, aby dochazelo k morfogenezi, zavisi na rostlinném druhu, kultivaru i typu
explantatu. [3]

Auxiny jsou v médiu tfeba pro stimulaci rlistu bunék, k zahajeni tvorby prytt
a korent, k indukci somatické embryogeneze a k rlstu apikalnich meristému
(vzrostnych vrchol(). Principialné se tedy fadi mezi rdstové stimulatory. [2] Hlavnim
auxinem je kyselina B-indolyloctova (IAA). [52] Dale se pouziva napriklad kyselina
B-indolylméaselnd (IBA), kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina
a-naftyloctova (NAA). AZ na IAA, kterd je nativni, patfi ostatni latky mezi auxiny
syntetické. RGzné auxiny maji riznou aktivitu. Kromé toho se lisi kinetikou - rychlosti
pohybu pletivy, vazbou na odlisné receptorové bunky a riznou metabolizaci. Jejich
ucinnost je navic opét zavisla na konkrétnim typu explantatu a ristovych podminkach.
Bylo dokazano, Ze 2,4-D, kterd ma vyrazny stimulacni efekt na formovani kalusu,
je primérné 8-12x Ucinnéjsi nez IAA, NAA priblizné 2x. Prestoze se 2,4-D a nékteré
dalsi syntetické auxiny pouzivaji v médiich k indukci rychlého bunééného déleni, jejich
vysokd koncentrace nebo dlouhodobé pouZivani mohou zplsobovat potlaceni
morfogenetické aktivity explantatovych kultur. Auxiny jsou v médiu vétsSinou obsazeny
v mnozstvi 0,1-20,0 milimold. [2] [3] [52]

Cytokininy, v pfitomnosti auxin(, podporuji u rostlin bunécné déleni, indukuji
aktivitu délivych pletiv a tvorbu pupenl. Vyznamné sniZuji apikalni dominanci
a stimuluji vétveni. Inhibuji také zakladani adventivnich kofen( a jejich pritomnost
vmédiu tak casto brani vytvareni koren(. [2] Zpomaluji starnuti pletiv, brzdi
odbouravani chlorofylu a zvysuji odolnost rostlin vici vnéjsim vlivim prostredi. Mezi
a isopentenyladenin (2iP ¢i IPA). Ze syntetickych cytokind dominuje v pouzivani kinetin
(6-furfuryladenin), benzyladenin (BA) nékdy oznacovany jako benzylaminopurin (BAP)
a dale 6-dimethylaminopurin (6-DMAP). Cytokininovou aktivitou disponuji i nékteré
derivaty mocoviny. [2] [52]

Gibereliny jsou latky diterpenické povahy, které se v zivé rostliné tvori v mistech
aktivniho rastu, tedy v nejmladsich listech, kofenovych spickach a v embryich semen.

[52] Vétsina explantatovych kultur je pro svdj rast v médiu nepotrfebuje, ale
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u nékterych kultur mohou podporovat rist. Mezi pouzivané gibereliny patri giberelin
GA; (oznacovany jako kyselina giberelinova) a giberelin GA;. [3] Po pridani giberelin(
do Zivného média je u rostliny ¢asto stimulovan pfirastek biomasy, zkrati nebo prerusi
se odpocinek, navic gibereliny zabranuji procesu starnuti a prodluzuji juvenilni fazi
rastu rostliny. [42] GA; se béiné pridavd do média za Ucelem stimulace rlstu
u zakrslych rostlin a pro podporeni rlstu kalus a suspenznich kultur pfi nizké hustoté
suspenze. Aby se projevil stimulaéni Gcinek giberelinu, je vsak zapotrebi pritomnosti
auxinu. [2] [3]

Kyselina abscisovad (ABA) byla dlouho povaZovana jen za ridstovy inhibitor.

Pozdéji vsak bylo zjisténo, Ze jeji pritomnost v explantatovych kulturdach maze
podporovat normalni vyvin izolovanych zygot. [46] V nativnich rostlinach
je syntetizovana v chloroplastech dospélych listd, v semenech a korfenech. SniZuje
permeabilitu bunéénych membran, ¢imZz omezuje dostupnost vody a dulezitych latek
v bunikdch. Omezuje také transkripci RNA. V rostliné zesiluje odpocinek pupen(
a semen, urychluje opad listd a plod(. [42] [52] Do médii se mlze pridavat kvali
schopnosti indukce somatické embryogeneze, dale kvili stimulaci tvorby hliz, indukci
kveteni, navozeni dormance, nebo k brzdéni ristu nadmérné se délici explantatové

kultury. [2]

B) Fyzikalni podminky kultivace

Kromé slozeni Zivného média hraji pri kultivaci velkou roli fyzikalni podminky.
Mezi né patfi napriklad svételny rezim, teplota, acidita kultiva¢niho média, vlihkost
vzduchu, sloZzeni plynné faze, provzdusnovani a protfepavani. Predevsim svétlo
a teplota maji u in vitro kultur vyznamny vliv na probihajici biochemické a fyziologické

procesy. [3] [46]

Svételny rezim
Svételnym rezimem rozumime nejen fotoperiodu (pocet hodin svétla v intervalu
24 hodin), ale i intenzitu a kvalitu (vhodné spektrum) svétla. [48] Murashige (1984)

doporucuje deset hodin osvétleni denné (pfi nedostatecné délce osvétleni zacinaji
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kultury intenzivné nekrotizovat), pricemz intenzita by méla byt determinovana
organ(ll, pri prilis velké intenzité je vSak organogeneze Casto aZ Uplné zastavena
arostlina vykazuje priznaky chloréozy (skvrnitost listd a inhibice rastu). [42] Délka
a intenzita osvétleni vyrazné ovliviiuje nejen rust kultury, ale i produkci sekundarnich
metabolitl. Svétlo muizZe nékteré biosyntetické pochody v rostlinach primo indukovat,
prikladem je produkce anthokyan( v burikdich mrkve nebo flavonoid( v bunkach

petrzele pri zvyseni intenzity osvétleni. [49]

Teplota

Optimalni rozsah teplot pro explantatové kultury je vétSinou mezi 20 a 25 °C.
[42] Prilis nizka teplota mlZe zastavovat metabolické pochody a rlst bunék, moc
vysoka teplota naopak poskozuje bunky. [49] Na pocatku zakladani kultury se vsak
obecné doporucuje pouzivat spiSe nizsi teploty, protoZe ty zabezpecuji zvyseni

Zivotaschopnosti explantattd a snizuji Sance na siteni infekci. [42]

Acidita prostredi

Na koncentraci vodikovych iontt v prostredi zavisi mnoho pochod v rostlinnych
bunkach. Acidita ovliviuje metabolismus bilkovin, rostlinnych regulator(, vitamind.
[42] Jak uzZ bylo uvedeno vyse, optimalni pH pro vétsinu kultur je 5,4-5,7, tedy mirné
kyselé. [45] Nékteré kultury vsak vyZzaduji o néco zasaditéjsi pH, napriklad 6,0-7,0.
Hodnota pH se dd v médiu upravit pridavkem hydroxidu draselného pro posun

do zasaditéjsi reakce nebo kyseliny chlorovodikové pfi nedostatecné acidité pldy. [3]

Vihkost vzduchu

Vlhkost vzduchu kolisad v pomérné sSirokém rozmezi na zakladé pozadavk( dané

kultury od 20 do 98 %. [3]
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3.4 Metody zvysovani produkce sekundarnich metabolitt

3.4.1 Sekundarni metabolismus

Kromé primarniho metabolismu rostlin, pomoci kterého rostlina syntetizuje
vsechny nepostradatelné slozky svého téla (jako jsou aminokyseliny, vitaminy, nukleové
kyseliny a ostatni latky, vyskytujici se v rostlinich), maji nékteré rostlinné bunky
schopnost produkovat i dalsi latky, které jsou patrné pro rlst rostliny postradatelné,
ackoliv maji pro rostlinu svlij vyznam. Ty jsou oznacované jako sekundarni metabolity.
Jejich metabolismus Gzce navazuje na metabolismus primarni. [3] [4]

Sekundarni metabolity se hromadi v rostlinnych tkanich, protoze rostlina nema
enzymy k jejich stépeni. Jsou specifické pro kazdy biologicky druh. Nékteré slouzi
rostlinAm jako barviva nebo vonné latky lakajici opylovace. Jiné naopak chrani rostlinu
pred predatory nebo napadenim patogenem (mohou pfimo navozovat rezistenci
rostliny proti infekci, bakterialni i fungalni). [2] [3] [4] [53] Pigmenty zpravidla slouzi
jako antioxidanty - mohou se hromadit ve vakuoldch bunék epidermalni vrstvy
a chranit tak fotosynteticky aktivni bunky pred ni¢ivym vlivem volnych radikald, které
v rostliné vznikaji pasobenim UV zareni. [34] Jejich produkce se tedy casto zvysuje,
pokud se rostlina nachazi ve stresové situaci, coz otevird velky prostor studiim
avyzkumum, které se tykaji metod zvySovani produkce sekundarnich metabolitl

v rostlinach. [2]

3.4.2 Produkce sekundarnich metabolitti v in vitro kulturach

Péstovani intaktnich rostlin kvili produkci sekundarnich metabolitd ma radu
nevyhod. Hraje zde velkou roli zavislost mnoZstvi obsahovych latek na vnéjsich
podminkach (klima, mineralni vyZiva, svétlo, dostupnost vody, pritomnost predatoru
a jinych nicivych faktor(). Chemické syntézy jsou zase zpravidla velmi obtizné, drahé,
o produkci sekundarnich metabolitd, které maji svij vyznam jak v primyslu
farmaceutickém, potravinarském a kosmetickém, tak i v zemédélstvi, cestou

biotechnologie. [3] [4]
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Tkanové kultury se daji vyuzit pfimo k mikropropagaci, tedy vlastnimu mnozeni
rostlin, které jsou vyznamné pritomnosti latek sekundarniho metabolismu. [3]
Pro produkci sekundarnich metabolitd maji nezanedbatelnou vyhodu v tom, Ze jsou
kultivovany v fizeném prostredi bez klimatickych vlivli, mikroorganismu a jinych skddcd,
proces miZe byt zautomatizovan a Ize selektovat kultivary s vyssi schopnosti produkce
sekundarnich metabolit(i (nebo Ize do média aplikovat prekurzory zvysujici vytéZznost
kultury), coz vse slibuje nizsi vyrobni cenu mnohdy velmi nakladnych obsahovych latek
rostlin. [2] [4]

Syntéza a akumulace sekundarnich metaboliti se da povaZovat za aspekt
diferenciace. V rychle rostoucich rozpadavych bunécnych kulturach se akumuluje jen
velmi malé mnozstvi sekundarnich metabolit(. Naopak pfi pomalejsim rdstu kultury
dochazi vlivem diferenciace bunék, bunécné agregace a morfologické organizace
zpravidla ke zvySeni produkce sekundarnich metabolit(d. [2] Tento poznatek tedy
naznacuje jisty antagonismus mezi primarnim a sekundarnim metabolismem rostlin -
pfi rychlém rastu vyuziva rostlina vSechny prekurzory a zasobni latky k syntéze latek
primarniho metabolismu a sekundarni metabolity se neprodukuji. Pokud vsak rostlina
nevyuziva dané latky k syntéze protein( (coz maze byt zptsobeno i vlivem rostlinnych
retardand(i nebo vlivem stresu na danou kulturu), slouzi tyto latky jako vychozi

prostredky pro sekundarni metabolismus. [3]

3.4.3 Fyziologie stresu

Stres je obvykle definovan jako stav, ktery nepfiznivé ovliviiuje homeostazu
bunky nebo celého organismu. [54] Obecné se da tedy za stres povaZovat kazdy vykyv
od idealnich podminek. Je nutno podotknout, Ze se nejednd o presné definovany
ustaleny stav, ale jde spise o dynamicky komplex rady reakci. [32] [53]

Vzhledem k tomu, Ze rostliny jsou v pribéhu svého Zivota vystaveny velmi
proménlivym podminkdm Zivotniho prostredi, termin stres pouzivdme u rostlin jako
vseobecné oznaceni pro stav pod vlivem stresort, tedy nepfiznivych vlivil vnéjsiho
prostredi, které ovliviuji rostlinu. [32] [53] U rostliny miZe byt vlivem stresu omezena

produktivita a schopnost reprodukce. Dochazi pak k predc¢asnému starnuti, a kdyz je
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rostlina na stres citliva, tento déj maze koncit buné¢nou apoptoézou, vedouci v dlsledku
az k zaniku celé rostliny. [53] [55]

Na rozdil od vétsSiny zivocich( viak nedisponuji rostliny schopnosti vyhnout se
stresovému faktoru nebo se od néj vzdalit. Musi byt proto vybaveny specialnimi
mechanismy, které rostlinu chrani a umozni ji prizpasobit se nastalym podminkam.
K tomu rostlindm slouZi napriklad tlustd kutikula na listech, tvorba trichom, vyrazna
impregnace rostlinnych bunécnych stén, rezervoary vody a zasobnich latek. Tento
zpUsob ochrany ma prevainé pasivni a dlouhodoby charakter. D4 se hovorit
o tzv. stress avoidance, tedy vyhybani se stresu. [32] [56]

Dal$i metoda boje se stresem je tzv. stress tolerance (tedy aktivni odolnost),
ktera funguje na principu aktivniho omezeni negativniho dopadu stresor( na rostlinu
az po jejich praniku do rostliny. V tu chvili dochazi v rostliné ke spusténi kaskady zmén,

které jsou oznacovany jako stresova reakce. [32] [57]

3.4.4 Stresova reakce a jeji mechanismus

Stresova reakce u rostlin funguje na stejném principu jako stresova reakce
znama z fyziologie Clovéka. Bezprostiedné po zahajeni pusobeni stresového faktoru
na organismus dojde k naruseni bunécnych struktur a funkci. Odolnost organismu nebo
rostliny klesa. Tato faze se oznacuje jako poplachova faze. Pokud intenzita stresoru
nepresahne letalni Groven, dochazi v dalSim kroku k tzv. resuscitacni fazi, pfi které
se mobilizuji prirozené kompenzaéni mechanismy rostliny. Tato faze sméruje ke zvyseni
celkové odolnosti rostliny, fazi rezistence, kdy se rostlina dokaze efektivné branit
stresovym faktorlim a jejich nezddoucim vlivim na jeji homeostazu. Pokud vsak
stresory pusobi na rostlinu dlouhodobé a nebo s velkou intenzitou, m{Ze rostlina znovu

dospét do faze poklesu odolnosti - do faze vycerpani. [32] [55] [57]
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Obr. 7: Idealizovany priabéh stresové reakce. [32]

Mira, jakou bude rostlina schopna chranit se pred dopadem stresu, vSak kromé
délky a intenzity pasobeni faktoru zavisi vyznamné na geneticky vazanych
predpokladech odpovédi, které se oznacuji jako adaptacni schopnosti. Prechodné
zvy$eni odolnosti rostliny po plsobeni stresoru nazyvame aklimace. [53] Aklimace
mUlzZe byt zaloZzena na docasnych zménach, jako je napriklad tvorba specifickych
sekundarnich metabolitt, nebo se rostlina dokaze branit stresu i pomoci zmén trvalych

(napriklad tvorba novych organd nebo zména vnitrni struktury rostliny). [32]

3.4.5 Biotické a abiotické stresové faktory

Bioticky stres je stres, pri kterém rostlina interaguje s ostatnimi Zijicimi
organismy. [58] Biotické stresové faktory tedy mohou byt herbivori (byloZravci), kteri
rostlinu spasaji anebo ji mohou poranit, popfipadé patogenni mikroorganismy - viry,
mikroby, houby, které rostlinu napadaji. [55] Do biotickych faktor( se pocita i vzajemné
ovlivihovani rostlin na Grovni alelopatie nebo parazitismu. Alelopatie miZe nastat, kdyz
jedna rostlina produkuje sekundarni metabolity, které pUsobi inhibicné az toxicky,
pokud se vyskytuji v tésné blizkosti jiné rostliny. Jakmile skute¢né dojde k prenosu
ucinné latky a sousedni rostlina je ovlivnéna, mluvime o alelopatii. Tuto metodu ovlada
napriklad ¢esnek medvédi (Allium ursinum) nebo metlicka krivolaka (Avenella flexuosa).

[32]
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Abiotické stresory jsou naproti tomu faktory fyzikalni ¢i chemické, které pasobi
na rostlinu z vnéjsiho prostredi. [53] Mezi fyzikalni abiotické stresory patfi napriklad
extrémni teplota (chlad, mraz, horko), nadmérné zareni (viditelné svétlo, UV zareni)
nebo i mechanické ohybani ¢asti rostliny vlivem vétru. K chemickym stresorim
se jednak radi nedostatek vody, kysliku nebo Zivin, tak nadbytek riznych latek v padé
nebo plynl ve vzduchu. Sem spada i ovliviiovani rostlin xenobiotiky, tedy chemickymi

slouceninami, které se v prirodé plivodné nevyskytovaly. [32]
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3.5 Elicitace

3.5.1 Definice pojml

Elicitace je proces, pri kterém jsou v rostliné péstované in vitro indukovany
zmény ve fyziologii vlivem plsobeni stopového mnozstvi elicitoru. Elicitor je pak latka,
at biotického nebo abiotického plvodu, spoustéjici svym plisobenim stresovou reakci -
tedy kaskddu mechanism(, které ovliviuji rostlinny metabolismus a podporuji

biosyntézu metabolit(i, které maji za kol stres eliminovat. [1] [32] [59]

3.5.2 Mechanismus puasobeni elicitoru

Vétsina obrannych mechanismi rostliny zavisi na aktivaci vhodnych
tzv. defense-related genli nebo naopak na inaktivaci non-defense-related gen.
Tyto geny koduji enzymy zapojené primo do syntézy sekundarnich metabolit. [1]
Elicitory zpravidla neovliviiuji genovou aktivitu pfimo, ale jejich ucinek
je zprostfedkovan tzv. druhymi posly, tedy prenaseci bunécnych signal( jako
je napriklad inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a vapenaté ionty. [32] Druzi poslové, nebo také
second messengers, aktivuji v bunce prislusné transkripéni faktory, popfipadé iniciuji
jejich de novo syntézu. Aktivované transkripcni faktory poté reguluji expresi pravée
defenznich gen(. [3] [59]

Elicitor obvykle aktivuje syntézu pomoci nékolika rdznych signalnich cest
zaroven. [1] K prenosu signalu a aktivaci genové exprese mlize dochazet napfriklad
tvorbou superoxidu a dalsich aktivnich forem kysliku (ROS). Kromé potencialniho
pfimého Gcinku peroxidu vodiku na expresi genll existuje jesté neprfima cesta.
V té nejprve dochazi k peroxidaci membranovych lipid(i, prfi které vznikd kyselina
jasmonova a methyljasmonat, které nasledné ovliviuji transkripci. Na iniciaci genové
exprese se mlze podilet i etylen, jehoZ produkce se vyznamné zvysuje pfi ohroZeni

rostliny. [32]
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Signalni cesty vedouci k biosyntéze sekundarnich metabolitd jsou velmi
specifické pro kazdy elicitor, ktery na danou rostlinu plsobi, a hraje zde roli vysoka
variabilita v mechanismech procest vcetné Sirokého rozsahu metabolickych odpovédi
na stres. Z toho dlivodu je vliv elicitace na produkci sekundarnich metaboliti pomérné

empiricka zalezitost. [1] [59]

Obr. 8: Schematicka ilustrace signalni cesty pro produkci rostlinnych sekundarnich

metabolitt indukovanou elicitorem. [1]

nn'lenlt|
acid |

-- Ca?* Spoike I

i | ‘Ja%ﬁc]
| - . J acid ~IP3
%‘{E‘}’ ﬁ, L“

.!h s

N

Cytosol

+ 3 Cytoplasmic
acidification

Secondary

metabolism *—

3.5.3 Faktory ovliviujici elicitaci

Zasadnim krokem pfi snaze o ovlivnéni in vitro kultury elicitaci je vybér

vhodného elicitoru. Jak uz bylo zminéno vyse, elicitory mohou byt bud biotické,

35



nebo abiotické. Biotickymi elicitory mohou byt metabolity vylucované patogeny,
napriklad nékteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidy (exogenni elicitory),
stejné jako slouceniny uvolfované z narusenych bunécnych stén obou organismd,
napfiklad oligomery chitinu, oligoglukany, glykoproteiny nebo oligogalakturonany
(endogenni elicitory). [32] [59] Tyto elicitory vSak maji obvykle velmi sloZitou a Spatné
definovatelnou chemickou strukturu, ktera je navic mnohdy proménna kvuli faktortim
jako jsou napfiklad i jen nepatrné rozdily v pfipravé. Bunécna odpovéd na tento typ
elicitort se tedy muaze velmi ligit. [1] Castéji se proto k elicitaci pouZivaji abiotické
elicitory, které maji oproti biotickym elicitorim presné definovanou strukturu,
jsou dostupnéjsi a vyrazné levnéjsi. [3]

K elicitaci musi byt pouZit elicitor, ktery je vhodny pro indukci syntézy daného
sekundarniho metabolitu. To znamena, Ze u dané rostlinné kultury musi mit schopnost
dostatecné ovlivihovat alespon nékteré ze signalnich cest vedoucich k biosyntéze
daného metabolitu. Musi byt tedy zvolen spravny typ elicitoru s vhodnou specifitou. [1]
[59] [60]

Dalsim faktorem je koncentrace elicitoru. Nedostatecné mnozZstvi elicitoru

nebude mit na produkci sekundarnich metabolitd dostatecny Gcinek, nicméné
nadmérna koncentrace muize kulturu inhibovat az zplsobit jeji Uhyn. Senzitivita v{ci
konkrétni koncentraci elicitoru se navic muUZe ménit mezi jednotlivymi bunéénymi
liniemi stejné kultury.

Velmi diskutovanym faktorem je i doba elicitace. Zde se musi postupovat
vétsinou empiricky, nebot kazdy elicitor a kazda in vitro kultura mdze mit odlisSnou
potfebu doby pusobeni elicitoru na zakladé reaktivity elicitoru, citlivosti rostliny
a odlisné délky jeji stresové reakce.

Kromé toho zavisi Uspésnost elicitace samoziejmé na produktivité kultury. [1]

[60]
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3.5.4 Methylviologen

Methylviologen, jinym nazvem paraquat, je chemickou strukturou
1,1'-dimethyl-4,4‘-bipyridinium dichlorid. Jedna se o kvarterni dusikatou slouceninu,

ktera je Siroce uzivana jako neselektivni kontaktni herbicid. [61] [62]

/
HeC—N \ N*—CHs

2CI

Methylviologen v rostliné zasahuje do procesu fotosyntézy, konkrétné
do intracelularniho systému prenosu elektronl. Inhibuje redukci NADP na NADPH,
coz vede ke vzniku superoxidového aniontu a dalSich volnych kyslikovych radikald.
Vrostliné tak svym pulsobenim zplsobuje vyznamny narast koncentrace ROS. Tyto
vysoce aktivni formy kysliku interaguji s nenasycenymi membranovymi proteiny,
na které se vazi, ¢imz zpUlsobi poskozeni organel v rostlinné burice a nasledné i smrt
celé bunky. [63]

Pokud se vsak aplikuje na explantatové kultury ve stopovych mnozZstvich, maze
u nich podnitit zvyseni produkce sekundarnich metabolitd. [62] K tomu dochazi pravé
indukci stresové reakce, pfi které v rostliné dojde k aktivaci obrannych mechanisma
indukujicich vznik sekundarnich metabolitt, které maji za ukol tyto volné radikaly
zhaset a zabranit tak jejich skodlivym vliviim na bunécné struktury. [34] [35]

Methylviologen se také jako zdroj ROS casto vyuziva k obecnému sledovani
plUsobeni oxidacniho stresu na rostliny. Timto zptisobem pomaha poznat odliSnosti
stresovych reakci u jednotlivych rostlinnych druh( a objasniuje rozlicné mechanismy

obranné reakce. [62]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Biologicky material

Pracovala jsem s kalusovou kulturou Fagopyrum esculentum var. Bambi, jejiz
semena byla ziskana z genové banky Vyskumného Ustavu rastlinnej vyroby v PieStanech
na Slovensku v roce 2015. K pokusu jsem pouZila 16. - 21. pasaz kultury, kterad byla
odvozena z korenové casti klicici rostliny na katedfe Farmakognozie na Farmaceutické

fakulté UK. Suspenzni bunécné kultury jsem odvozovala od kultur kalusovych.

4.2 Pristroje

Autoklav PS 20 A, Chirana

Box s laminarnim proudénim, Fatran LF
Horkovzdusny sterilizator SVS 9/1, Chirana
Laboratorni analytické vahy Sartorius PRLT A 1
Laboratorni tfepacka Unimax 2010, Heidolph Instruments
Mikrofiltry (0,45 pm), Tessek

Susarna HS 61A, Chirana

Tésnéni na vialky, LABICOM s.r.o Olomouc
Ultrazvuk Bandelin Sonorex RK 100 H

Vialky, LABICOM s.r.o Olomouc

Vodni lazen, typ 1042, GFL

HPLC

Autosampler Jasco AS-2055

Diodovy detektor Jasco MD-2015

Kolona LiChrospher RP-18 250x4, sorbent LiChrospher 5 um
Predkolona LiChroCART 4-4, sorbent LiChrospher 5 um
Pumpa Jasco PU-2089

Termostat kolony Jetstream 2 Plus
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4.3 Chemikalie

Ajatin plus roztok 10%, Profarma-produkt s.r.o, CR

Destilovana voda R, Katedra analytické chemie, FaF UK v HK, CR
Ethanol 96%, Lachema, CR

Methanol R 80%, Penta, CR

Methylviologendichlorid dihydrat, Sigma-Aldrich, USA

Zivné médium

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema, CR
Dusi¢nan amonny p.a., Penta, CR

Dusi¢nan draselny p.a., Lachema, CR

Edetan disodny p.a., Sigma-Aldrich, USA

Glycin p.a., Penta, CR

Hydrolyzat kaseinu, Imuna, SR

Chlorid kobaltnaty hexahydrat p.a., Lachema, CR
Chrorid vapenaty dihydrat p.a., Penta, CR

Jodid draselny p.a., Penta, CR

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, Lachema, CR
Kyselina borita p.a., Lachema, CR

Kyselina nikotinova, Sigma-Aldrich, USA
Molybdenan sodny dihydrat p.a., Penta, CR
Inozitol, Fluka, Svycarsko

Pyridoxin, Plant Cell Culture, Sigma-Aldrich, USA
Sacharéza p.a., Lachema, CR

Siran hofe¢naty heptahydrat p.a., Penta, CR
Siran manganaty monohydrat p.a., Lachema, CR
Siran médnaty pentahydrat p.a., Lachema, CR
Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Lachema, CR
Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lachema, CR
Thiamin, Plant Cell Culture, Sigma-Aldrich, USA
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HPLC

Acetonitril R - &istota pro HPLC, Gradient Grade, Lachema, CR
Kyselina fosfore¢na R - €istota pro analyzy, Penta, CR
Methanol HPLC Grade, Merck, Némecko

Rutin R, Sigma-Aldrich, USA

Superc¢ista voda, Katedra analytické chemie, FaF UK v HK, CR
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4.4 Kultivace explantatové kultury

4.4.1 SlozZeni a priprava zivného média

Kalusové i suspenzni kultury byly kultivovany v Zivném médiu dle Murashigeho

a Skooga (MS), s pridavkem rlstového regulatoru 2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctova

kyselina) v mnozstvi 1 mg na litr Zivného média.

Konkrétni sloZzeni MS média je nasledujici: [64]

Slozka média mg/I|
Makroelementy
CaCl,.2H,0 440,00
KNO; 1900,00
MgSO, . 7 H,0 370,00
NHsNO, 1650,00
KH,PO, . H,O 170,00
Zeleznaty komplex

FeSO, 27,84
Na,EDTA 37,31

Mikroelementy
MnSO, . 4 H,0 22,30
ZnSO, . 7 H,0O 11,50
H3;BO; 6,20
KI 0,830
CuSO, . 5 H,0 0,025
Na,MoO, . 5 H,0 0,025
CoCl, . 6 H,O 0,025

Vitaminy
Kyselina nikotinova 0,50
Pyridoxin 0,50
Thiamin 0,10
Dalsi slozky

Glycin 2,00
Inozitol 100,00
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Slozka média mg/I|
Hydrolyzat kaseinu 1000,00
Sacharéza 30 000,00

Do odmérné banky o objemu 1000,0 ml jsem odpipetovala poZzadovany objem
nasledujicich slozek ve formé predpripravenych zasobnich roztoku:

¢ 100 ml makroelementl

10 ml Zeleznatého komplexu
* 1 ml mikroelementt

* 1 mlglycinu

* 1 mlvitaminG

* 1 mlkyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové

Zbylé sypké substance jsem odvaZovala na analytickych vahach s presnosti na ftfi
desetinna mista:

* 30,0 g sacharézy

* 00,1000 g inozitolu

* 1,000 g hydrolyzatu kaseinu

Vsechny slozky média jsem poté v odmérné barnce rozpustila a doplnila
destilovanou vodou po rysku. Roztok byl pred rozlévanim do kultivacnich banék

nalezité promichan.

4.4.2 Nadoby a nastroje pouzité ke kultivaci

Na kultivaci mych explantatovych kultur (kalusovych i suspenznich) jsem vyuzila
Erlenmeyerovy banky o objemu 100 ml, vyrobené z varného skla. Bariky byly
na kultivaci pfipraveny vymytim horkou vodou se saponatem a vyplachnuty nejdrive
pitnou a néasledné destilovanou vodou. Suseny byly v horkovzdusném sterilizatoru
pfi 200 °C. Do banék urcenych pro kultivaci kalusovych kultur jsem vloZila mustky
z filtracniho papiru a pridala 30 ml Zivného média obohaceného o ruistovy regulator

2,4-D. U banék pro suspenzni kultury jsem jen vlila Zivné médium do prazdnych banék.
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Hrdla banék pak byla prikryta alobalem a takto pfipravené banky jsem umistila
do autoklavu na dobu 20 minut pfi teploté 121 °C a tlaku 0,1 MPa.

Pinzety pouZzité pfi pasazovani i pipety k pridavani elicitoru byly nejdrive peclivé
omyty stejnym zpUsobem jako pouzité banky, poté osetfeny 96% ethanolem, zabaleny
do alobalu a nasledné sterilizovany pomoci horkovzdusného sterilizatoru pfi teploté

200 °C po dobu 2 hodin.

4.4.3 Prubéh kultivace a pasazovani

Jakakoliv prace s kulturami (pasazovani i pridavek elicitoru) probihala
v laminarnim boxu, ktery jsem nejdfive vymyla roztokem Ajatinu v koncentraci 1:10,
apoté byl box vyzaren minimalné po dobu 1 hodiny germicidni zarivkou. Box
s laminarnim proudénim jsem vzdy uvedla do chodu minimalné 30 minut pred
zaCatkem prace, aby v boxu doSlo k ustadleni proudéni. Pri praci jsem dodrZovala
principy prace v aseptickych podminkach. Tedy pracovala jsem v cistém plasti
a latexovych rukavicich omytych 96% ethanolem, kazda barika byla predem peclivé
otfena buni¢inou napusténou ethanolem, snazila jsem se mit banky odkryté jen
po nezbytné nutnou dobu a obecné se vyhnout jakémukoliv riziku kontaminace kultury
nebo preneseni pripadné kontaminace z jedné bariky do jiné.

Pasazovani bylo provadéno pravidelné kazdé cca 4 tydny dle rlstu kultury.
Pomoci pinzet oSetfenych dle postupu uvedeného vyse jsem do nové pripravenych
a vysterilizovanych banék s zZivnou pldou vloZila na mustek shluk bunék z kalusu
o velikosti cca 1 cm®. PFipadné kontaminované kalusy byly vyfazeny a nebyla z nich
pasazovana dalsi generace. Pfi pasazovani jsem preferovala svétlejsi, ¢erstvé narostlé
bunky kalusu. Z jedné banky s narostlym kalusem jsem obvykle zaloZila 3 nové barky.
Bezprostfedné po preneseni dostate¢ného shluku bunék byly banky s novou pasazi
opét zakryty alobalem.

Kultury byly kultivovany za neménnych podminek v kultivaéni mistnosti
na katedre Farmakognosie FaF UK pfi teploté 25 °C za fotoperiody 16/8, tedy 16 hodin

svétla a 8 hodin tmy.
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4.4.4 Priprava a kultivace suspenzni kultury

Suspenzni kultury pouzité pri elicitaci jsem vzdy odvodila od kalusovych kultur
pri pasazovani. Do Erlenmeyerovych banék bez pridanych mdstk( bylo do média
pfidano pfriblizné stejné mnozstvi bunék z narostlych kalust, jaké bylo pouzZito
pfi pasazovani kalusovych kultur, ale u suspenznich kultur jsem shluky bunék
mechanicky rozmélnila, aby doslo k jejich separaci a vytvoreni suspenze.

Kultury poté byly kultivovany pfiblizné 3 tydny, za stejnych podminek kultivaéni
mistnosti jako kalusové kultury (tedy 25 °C a svételnad perioda 16/8), ale na rozdil
od nich byly po celou dobu kultivace umistény na trepacce s frekvenci 120 otacek

za minutu, coz zajistovalo jejich michani a provzdusnovani.
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4.5 Elicitace in vitro kultur

Jako elicitor jsem ve své praci pouZila paraquat, tedy methylviologendichlorid
dihydrat. Pokusy jsem provadéla se tfemi rdznymi koncentracemi elicitoru, a to:

10,0 mg/100 ml, 1,0 mg/100 ml a 0,1 mg/100 ml.

4.5.1 Priprava elicitoru

Na analytickych vahach jsem odvazila 250,00 mg cisté latky s presnosti na dvé
desetinnd mista. Substanci sem kvantitativné prenesla do odmérné barnky o objemu
250,0 ml a doplnila 96% ethanolem po rysku. Takto vznikla koncentrace c;.

Z tohoto roztoku jsem odpipetovala 10,0 ml a prenesla je do odmérné bariky
o objemu 100,0 ml. Doplnénim 96% ethanolem po rysku byla ziskana koncentrace c,.

Z roztoku c, jsem pipetou odebrala 10,0 ml, prenesla je do dalsi odmérné banky
o objemu 100,00 ml a koncentrovanym ethanolem jsem doplnila banku po rysku, ¢imz
vznikla koncentrace cs.

Koncentrace pripravenych roztok(l methylviologenu tedy byly nasleduijici:

¢1 = 100,0 mg/100 ml (2,1929 . 10 mol/I)
¢, = 10,0/100 ml (2,1929 . 10°° mol/I)
¢z = 1,0/100 ml (2,1929 . 10 mol/l)

4.5.2 Prubéh elicitace

Elicitaci kalusovych kultur jsem provadéla vidy po 4 tydnech kultivace. Veskera
prace probihala opét v aseptickych podminkach laminarniho boxu, k pridavani roztoku
elicitoru jsem pouzivala sterilni pipety osetrené dle popisu uvedeného vyse.

K elicitaci jsem zpravidla pouzivala 3-5 banék pro kazdy ¢asovy interval kazdé
koncentrace, dle narlstu kalusu. Do banky byl vidy prfidan 1 ml roztoku
methylviologenu v pfislusné koncentraci. Jako kontrolni slouzily banky, do kterych byl
misto roztoku methylviologenu pfidan 1 ml ethanolu 96%. Kalusy jsem odebirala v Sesti
¢asovych intervalech po elicitaci - konkrétné po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach.
Kontrolni vzorky byly odebrany ve 4 ¢asovych intervalech - po 6, 24, 72 a 168 hodinach.
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Po uplynuti poZzadovaného casového intervalu elicitace jsem kalus vyjmula
z banky, prefiltrovala pomoci filtraéni aparatury pres filtrani papir a zbytky ulpélé
na barce pripadné vymyla malym mnozstvim 96% ethanolu. Kalusy odebrané ze vsech
banék a filtracnich papird, elicitované po stejnou dobu danou koncentraci, jsem
umistila na cisty filtracni papir a dala je susit za laboratorni teploty. Po ususeni byly
uskladnény za laboratornich podminek zabalené v alobalu. Pfed samotnou extrakci byly
tyto vzorky pomoci porceldnové trenky s térkou peclivé upraskovany a dale pouzity
ke stanoveni obsahu rutinu.

V mé praci jsem sledovala i vylu¢ovani metabolit( kultury do Zivného média.
Médium, které mi tedy zbylo po filtraci kultury, jsem uschovala do vysterilizovanych
sklenénych lahvicek a dala skladovat do mrazaku pfri teploté -18 °C.

U suspenznich kultur probihala elicitace po 3 tydnech kultivace, a to stejnym
zpUsobem jako u kultur kalusovych, se stejnymi casovymi intervaly odbéru
i koncentracemi elicitoru. Pri odebirani bunéénych shlukd z banky jsem vyuzila filtrace
pomoci Biichnerovy nalevky, kterad zajistila rychlejsi prabéh. Vzorky médii jsem opét

uschovala do mrazaku.

46



4.6 Stanoveni obsahu rutinu

Obsah rutinu v kulturach pohanky jsem stanovovala pomoci metody
vysokoUcinné kapalinové chromatografie s pouzitim standardu rutinu zakoupeného
u firmy Sigma-Aldrich. Pfiprava vzorku pred vlastni HPLC analyzou probéhla dle metody

uvedené v CL 2005. Postup se shoduje s postupem v aktualnim CL 2017. [15]

4.6.1 Priprava extraktl pro stanoveni obsahu

Vsechny napraskované vzorky jsem zvazila na analytickych vahach s presnosti
na 4 desetinnd mista a hmotnosti jsem si peclivé zaznamenala. Kazdy vzorek jsem
prenesla do varné bariky o objemu 50 ml a pfidala 10 ml methanolu 80% R. Nasledné
jsem dala vzorky v bankach extrahovat na vodni lazen pod zpétny chladi¢ po dobu
30 minut. Jesté za horka se roztok zfiltroval pres vatu do odmérné barky o objemu
25,0 ml. Do varné banky se zbytkem upraskovaného vzorku jsem opét pridala 10 ml
methanolu, prenesla do ni vatu pouzitou pfi filtraci a banku se zakrytym hrdlem jsem
umistila na ultrazvukovou lazen po dobu 15 minut. Poté jsem obsah znovu prefiltrovala
pfes novou vaticku do odmérné banky s predchozim filtrdtem, kterou jsem
v nasledujicim kroku doplnila methanolem po rysku. Po dikladném promichani jsem
cast vysledného roztoku prefiltrovala pres mikrofiltr o velikosti p6r(i 0,45 um a ziskany
vzorek jsem prevedla do vialek vhodnych pro analyzu HPLC.

Vzorky uschovaného média jsem po rozmraZzeni odparfila do sucha
na porcelanovych miskach na vodni lazni. Odparek jsem poté rozpustila v 5 ml
methanolu 80% R. Ziskany roztok jsem opét prefiltrovala pres mikrofiltr a produkt plnila

do vialek vhodnych k HPLC analyze.

4.6.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

VysokouUcinna kapalinova chromatografie (HPLC) je velice presna separacni
metoda, kterd umoznuje soucasné kvalitativni i kvantitativni analyzu. V dnesni dobé
se jedna o jednu z nejpouzivanéjsich separacnich metod, nebot se hodi i pro analyzy
sloZitych smési biologickych molekul nebo tepelné nestabilnich nebo tékavych latek.

[65] [66]
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U HPLC je stacionarni faze pevna a nachazi se v pramyslové plnéné koloné
chromatografu. Separaéni G¢innost zavisi predevsim na velikosti ¢astic pevné faze. Cim
mensi a pravidelnéjsi ¢astice stacionarni faze jsou, tim je metoda presnéjsi a ucinnéjsi.
Mobilni faze je kapalna. Pro zajisténi vysoké Gcinnosti metody je mobilni faze hnana
kolonou pod vysokym tlakem pomoci ¢erpadla. [65]

Pristroj, na kterém se chromatografické separace provadéji, se tedy nazyva
chromatograf. Zdznamem chromatografie je chromatogram; jsou na ném zobrazené
piky neboli elu¢ni pasy, které definuji jednotlivé separované slozky.

Kapalinovy chromatograf se sklada z vysokotlakych ¢erpadel, ¢erpajicich mobilni
faze do systému, dale ze smésovace, z predkolony, davkovace vzorku, samotné kolony
se stacionarni fazi, ktera poté navazuje na detektor se zapisova¢em. Po detekci odchazi
smés vzorku a mobilni faze do sbérace frakci. Systém je opatfen manometrem, ktery
kontroluje tlak pred kolonou, aby nedoslo k poskozeni finanéné velice ndkladné kolony.

[65]

Obr. 9: Schéma kapalinového chromatografu. [66]
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Cerpadlo ¢erpa mobilni faze do systému za tlaku obvykle 7-20 MPa [66]

(v nékterych pripadech az 40 MPa). Davkovani vzorku lze provést specidlni injekéni

mikrostrikackou nebo davkovacim kohoutem na neménné mnozstvi vzorku. Kolony

pro HPLC jsou obvykle ocelové nebo sklenéné trubice o délce 5-30 cm, s vnitfnim

pramérem 2-8 mm. Detektory pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii musi byt

schopné detekovat latky v roztoku v koncentracich nanogram( aZz mikrogramu

na mililitr, méreni musi byt reprodukovatelné a vysledky nezavislé na zméné sloZeni

pri gradientové eluci. Nejcastéji se vyuZivaji detektory spektrofotometrické. [65]

4.6.3 Stanoveni obsahu metodou HPLC

HPLC analyzy byly provadény na chromatografické sestavé Jasco (cerpadlo

PU-2089, detektor MD-2015, autosampler AS-2055), vybavené predkolonovym filtrem

a kolonou LiChrospher RP-18 250x4 (5 um) s ochrannou predkolonkou.

Parametry analyzy:

* eluent A: 5% acetonitril + 0,15% H;PO; ve vodé (Gprava pH na hodnotu 2)

e eluent B: 100% acetonitril

* prvnich 6 minut isokraticka (sloZeni faze se v ¢ase neméni), poté gradientova

eluce dle nasledujici tabulky:

Cas (min) % eluentu A % eluentu B
0 96 4
6 96 4
16,5 80 20
22 65 35
23 60 40

* rychlost pritoku: 1,0 ml/min

* teplota kolony: 25 °C

* nastrfikovany objem: 20 pl

» detekce: DAD detektor, rozmezi vinovych délek 200-450 nm (obsah

sledovanych latek vypocten z piku pfi vinové délce 350 nm)
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Roztoky standardu byly vytvoreny prfimym rozpusténim v methanolu. Pouzité
koncentrace byly: 25 mg/100 ml; 12,5 mg/100 ml; 6,25 mg/100 ml a 3,125 mg/100 ml.
Na zakladé HPLC analyzy téchto roztok( byla pomoci softwaru ChromPass vytvorena

nasledujici kalibracni primka.

Obr. 10: Kalibracni primka rutinu.
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Obr. 11: HPLC chromatogram standardu.
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4.7 Statistické zpracovani vysledki [67] [68]

4.7.1 Aritmeticky priimér
Aritmeticky pramér je definovan jako soucet vsech namérenych hodnot déleny
poctem vstupl. Jedna se tedy o stfedni hodnotu souboru. V jistém smyslu vyjadfuje

typickou hodnotu popisujici soubor mnoha hodnot. Vypocitame ji dle vzorce:

Respektive dle vzorce:

x = aritmeticky prlmeér
X; = jednotlivé hodnoty

n = pocet ¢lenl souboru

4.7.2 Smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka je veli¢ina, kterad vyjadruje, jak se namérené hodnoty lisi

od priimérné (stfedni) hodnoty. Funkce smérodatné odchylky je definovana vztahem:

I & o
_ =) (x;—Xx)
S=\n ;

s = smérodatna odchylka
x; = hodnota sledované veliciny
X = pramérna hodnota sledované veli¢iny

n = pocet ¢len souboru
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4.7.3 T-test
T-test je jeden z nejpouzivanéjSich statistickych parametru. Zajistuje ovéreni

dllezitosti rozdill mezi urcitymi praméry. Vzorec pro vypocet je nasledujici:

‘3'1 — X i, (ny +ny —2)

f=— :
7 } -
NS, 1,5, \ ny +H,

t = testovaci kritérium

X; = aritmeticky prlimér kontrolniho souboru
X, = aritmeticky prdmeér pokusného souboru
n; = pocet ¢lend kontrolniho souboru

n, = pocet ¢lend pokusného souboru

s, = smérodatna odchylka kontrolniho souboru

s, = smérodatna odchylka pokusného souboru

Ke zjisténi statistické vyznamnosti vlivu methylviologenu na obsah rutinu
v in vitro kulturach Fagopyrum esculentum Moench var. Bambi byl poufZit t-test rozdil(

dvou priméra.

Testovacimu kritériu nalezi t-rozdéleni se stupném volnosti vypoctenému

dle vzorce:

V=n+n,—2

Vypocitand hodnota testovaciho kritéria byla porovnana s pfislusnou
tabulkovou kritickou hodnotou t(v), pro vypocteny stupen volnosti v a zvolenou
hladinu vyznamnosti p. Pokud je hodnota t vétsi nez hodnota t(v),, je rozdil |x; - x|
povazovan za statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti p.

Pro zjisténi obsahu rutinu ve vzorcich byla vidy provedena tfi paralelni
stanoveni, z ¢ehoz vyplyva, Ze pocet ¢lenl souboru je n; = n, = 3. Pocet stupnd volnosti

v = 4. Pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05 a pro 4 stupné volnosti je kriticka

53



hodnota testovaciho kritéria t(v), rovna 2,78. Vysledky jsou statisticky vyznamné, je-li
hodnota testovaciho kritéria vyssi nez tabelovana kritickad hodnota.

Pro vypocet hodnot testovaciho kritéria pro odbéry po 6 a 12 hodinach byla
pouZita kontrolni hodnota odbéru po 6 hodinach, pro odbéry po 24 a 48 hodinach byla
pouzita kontrolni hodnota po 24 hodinach a u odbért po 72 a 168 hodinach byla

pouZita vzdy pfislusna kontrolni hodnota odbéru.
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5 VYSLEDKY

5.1 Tabulky

Tabulka ¢. 1: Obsah rutinu (v mg/g DW) v zavislosti na ¢ase v kalusové kulture

Fagopyrum esculentum Moench var. Bambi po elicitaci roztokem methylviologenu

o rtizné koncentraci.

Koncentrace
elicitoru [mg/I]

Hodina odbéru

Obsah rutinu
[mg/g DW]

Smérodatna
odchylka

Hodnota
testovaciho
kritéria

6K

12

24

24 K

Cy

48

72

72K

168

168 K

6K

12

24

24K

C2

48

72

72K

168

168 K

C3

6K

12

O 0Ol 0o oo oojooojooolojolo/ojlo|o|o|o
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Koncentrace
elicitoru [mg/I]

Hodina odbéru

Obsah rutinu
[mg/g DW]

Smérodatna
odchylka

Hodnota
testovaciho
kritéria

24

24K

48

72

72K

168

168 K

O O/ olo|o|lo | o

Pozn.:

0 = naméreno stopové mnozstvi nebo nebylo detekovano

K = kontrolni vzorek bez pridavku elicitoru

DW =, dry weight" = hmotnost susiny

Vzhledem k nulovym hodnotdm obsahu rutinu v kalusové kulture Fagopyrum

esculentum var. Bambi nemohly byt vysledky statisticky vyhodnoceny.

Tabulka €. 2: Obsah rutinu (v mg/g DW) v Zzavislosti na ¢ase v suspenzni kulture

Fagopyrum esculentum Moench var. Bambi po elicitaci roztokem methylviologenu

o rizné koncentraci.

Koncentrace . . Obsah rutinu | Smérodatna Hodnot’a
elicitoru [mg/] | Hodinacdbéru | e bw] odchylka testovaciho

kritéria

6 0,1 - ]

6K 0,1 ; ]

12 0,1 - ]

24 0 - -

C 24K 0,1 - ]

48 0 - -

72 0 - -

72K 0,1 ; ]

168 0,1 0,03 2,82
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Koncentrace ] . Obsah rutinu Smérodatna Hodnot’a
. . Hodina odbéru testovaciho
elicitoru [mg/I] [mg/g DW] odchylka s e
kritéria
168 K 0 - -
6 0 - -
6 K 0,1 - -
12 0 - -
24 0,1 - -
24 K 0,1 - -
C2
48 0,1 - -
72 0,1 - -
72 K 0,1 - -
168 0 - -
168 K 0 - -
6 0 - -
6K 0 - -
12 0 - -
24 0 - -
24 K 0 - -
C3
48 0,1 0,03 1,66
72 0 - -
72K 0 - -
168 0,1 0,03 1,66
168 K 0 - -

Pozn.:
0 = naméreno stopové mnozstvi nebo nebylo detekovano
K = kontrolni vzorek bez pridavku elicitoru
DW = ,dry weight"“ = hmotnost susiny

Hodnoty obsahu rutinu produkovaného kalusovou i suspenzni kulturou
do Zivného média byly ve vsech pripadech pod Uroven detekce (tedy mensi
nez 0,01 %), jejich obsah proto nebyl zanesen do tabulky ani grafu a rovnéz nemohl byt

statisticky zpracovan.
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5.2 Grafy

Obr. 12: Obsah rutinu (v mg/g DW) v zavislosti na ¢ase v suspenzni kulture Fagopyrum

esculentum Moench var. Bambi po elicitaci roztokem methylviologenu o koncentraci c,.

Obsah rutinu [mg/g DW]

0,5
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0,3
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Obr. 13: Obsah rutinu (v mg/g DW) v zavislosti na case v suspenzni kulture Fagopyrum

esculentum Moench var. Bambi po elicitaci roztokem methylviologenu o koncentraci cs.
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6 DISKUZE

Léciva s obsahem latek prirodniho pivodu maji i v dnesni dobé v terapii stale
své misto. Dilkazem toho je fakt, Ze napfiklad v roce 2010 se v Ceské republice pouZilo
pro vyrobu lécivych pFipravkd obsahujici rutin a jeho derivaty vice nez 15 kilograma
této ucinné latky. Je tedy zrejmé, Zze podobné velké mnozstvi 1éCivé latky nelze ziskat
rutinu v droze Fagopyri herba dle CL 2017, tedy 3,0 %, na tuto produkci bychom
potrebovali vice nez 5 tun susené rostliny.

Z toho dlivodu se k zajisténi dostatecného mnozstvi rostlinnych sekundarnich
metabolit(l vyuziva biotechnologickych metod. Explantatové kultury in vitro se navic
daji ovlivihiovat metodou elicitace. Spravné zvoleny elicitor o vhodné koncentraci
po optimalni dobé plsobeni vyvolava v rostliné stresovou reakci, jejimz vysledkem
je zvySeni produkce danych metabolitl. Pri Gspésném ovlivnéni kultur se tak znatelné

snizi naklady na produkci sekundarnich metabolitd. [3]

V této praci jsem se zabyvala metodou ovlivnéni produkce rutinu v kalusové
a suspenzni kulture Fagopyrum esculentum Moench var. Bambi pouZitim abiotického
elicitoru methylviologenu o trech rGznych koncentracich. Zaroven jsem sledovala
i uvolnovani rutinu do zivného média. Zavérecna analyza vzork(l byla provedena
s pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Na experiment jsem pouzila 16. - 21. pasaz kultury Fagopyrum esculentum
var. Bambi odvozenou 1z korenové Ccasti a péstovanou na zivném médiu
dle Murashigeho a Skooga s pridavkem rlstového regulatoru dichlorfenoxyoctové
kyseliny (2,4-D) v koncentraci 1 mg/l média. Kultivace probihala za stabilnich podminek
kultivacni mistnosti, tedy pfi teploté 25 °C a s pravidelnym stfidanim fotoperiody
(16 hodin svétla, 8 hodin tmy). Suspenzni kultury navic byly umistény na trepacku
sfrekvenci 120 otacek/minutu, aby bylo docileno neustdlého michani
a provzdusnovani. Kultury byly vystaveny plsobeni methylviologenu po dobu 6, 12, 24,

48, 72 a 168 hodin. Kontrolni vzorky (bez pridavku elicitoru) byly odebirany po 6, 24, 72
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a 168 hodinach. Zaroven byl vzdy odebirdn i vzorek zivného média pro naslednou
analyzu.

Na zakladé ziskanych vysledk( je patrné, Ze u kalusové kultury neovlivnil
methylviologen produkci rutinu v Zddném z elicitovanych vzork( a to v Zadné ze trech
koncentraci nad Groven detekovatelnosti (viz tabulka €. 1).

U suspenzni kultury doslo pouze k nepatrnému zvySeni obsahu rutinu, a to
u vzorkl odebranych po 168 hodinach elicitace methylviologenem o koncentraci c,
(2,1929 . 102 mol/I) a dale u vzorkd elicitovanych methylviologenem o koncentraci c;
(2,1929 . 10 mol/I) a odebranych po 48 a 168 hodinach elicitace (viz tabulka €. 2).

Hodnoty obsahu rutinu produkovaného kalusovou i suspenzni kulturou
do Zivného média byly ve vsech pripadech pod Uroven detekce (tedy mensi

nez 0,01 %).

Obecné vyssi hodnoty obsahu rutinu byly pozorovany v kulturach suspenznich.
Tuto skutecnost Ize vysvétlit tim, Ze v suspenzi maji shluky bunék vétsi povrch diky
velké mife rozdrobnéni, coz zajistilo lepsi kontakt bunék s molekulami Zivného média
nez v pripadé kalusu, které byly umistény na mUstcich z filtracniho papiru.

Methylviologen tvorbu sekundarnich metabolitd v in vitro kulturach jiz
nékolikrat stimuloval, a to i v kulturdch pohanky. Napfiklad v kalusové kulture
Fagopyrum esculentum zvysil methylviologen o koncentraci 10,0 mg/100 ml
(2,1929 . 10° mol/l) po 72 hodinach elicitace produkci rutinu z nedetekovatelné
hodnoty na 2,5 mg/g DW. [70] V kalusové kultufe ostropestfce marianského
(Silybum marianum) také dosSlo k ovlivnéni produkce sekundarnich metabolitQ
po expozici methylviologenem, a to po 6 hodinach elicitace methylviologenem
o koncentraci 1,0 mg/100 ml (2,1929 . 10 mol/1), kdy se produkce flavolignant zvysila
0 1250 %. [62] Dalsim prikladem je kultura salvéje ¢ervenokorenné (Salvia miltiorrhiza),
kde methylviologen o koncentraci 1,5 . 10 mol/l po 6 dnech elicitace zvysil produkci

fytoalexinu z nedetekovatelné hodnoty na 3,6 mg/g DW. [71]

60



Jednim z moznych vysvétleni nizkého obsahu sekundarnich metabolitt
ve zkoumanych in vitro kulturach muaze byt stari kultury. Napfriklad pfi pouziti 3. - 10.
pasaze kultury Fagopyrum esculentum byla zjisténa primérnd produkce rutinu
0,23 mg/g DW. [72] Naopak pfi pouZiti kultury Fagopyrum esculentum ve 27. - 31.
pasazi nebyl rutin v kultufe detekovany ani po elicitaci chloridem ceritym. [73] Cim je
kultura starsi, tim vyssi je pravdépodobnost ndhodné mutace genetické informace
(napriklad suprese nebo redukce exprese klicovych enzymu biosyntézy), ktera muze
znatelné ovlivnit produktivitu kultury. [4]

Dalsim moznym vysvétlenim muze byt pfilis kratka doba mezi pasazovanim. Jak
bylo uvedeno v kapitole 3.3.4 o vzniku kultury, rastu a pasazovani, k nejvyssi produkci
sekundarnich metabolit( v explantatovych kulturdch dochazi na pocatku stacionarni
faze, kdy uz nedochazi k exponencialnimu déleni a rapidnimu rstu poctu bunék. Je to
proto, Ze prekurzory potrebné pro sekundarni metabolity uz nejsou v takové mire
vyuzZivany v primarnim metabolismu a mohou byt tedy pouzity pro syntézu
sekundarnich metabolitl. [4] [42] [47] Nabizi se proto moznost, Ze kultury byly
pfesazeny drive, nez se mnozstvi rutinu v kulturdch zvysSilo nad detekovatelnou
hodnotu.

Vzhledem k obecné vyssimu ovlivnéni kultur po delSich dobach expozice
elicitorem v této praci mizeme spekulovat i o zlepseni produktivity prodlouzenim doby
elicitace. Jak bylo uvedeno vyse, u kultury Salvia miltiorrhiza byla kultivace s elicitorem

provadéna po dobu 6 dni a nartst produkce sekundarnich metabolitd byl znacny. [71]
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7 ZAVER

Vysledkem sledovani pusobeni roztoku methylviologenu ve trech rlznych
koncentracich na produkci sekundarnich metabolitd v explantatovych kulturach
pohanky obecné (Fagopyrum esculentum Moench) v odriidé Bambi je zjisténi:

* V hodnocenych vzorcich kalusové kultury neovlivnil pridavek
methylviologenu produkci rutinu v Zadné ze tfech koncentraci.
* V suspenzni kultufre doslo ke 3 zvySenim obsahu rutinu
nad detekovatelnou mez, a to na Uroven 0,1 mg/g DW:
o pfi 100,0 mg/100 ml methylviologenu po 168 hod.
o pfi 1,0 mg/100 ml methylviologenu po 48 hod.
°  pfi 1,0 mg/100 ml methylviologenu po 168 hod.
Uvolnéni rutinu do zivného média kalusovych ani suspenznich kultur

nebylo detekovano (obsah mensi nez 0,01 %).

Z vysledkl je tedy patrné, Ze pozitivni vliv elicitace methylviologenem na in vitro

kultury Fagopyrum esculentum Moench var. Bambi a jejich produkci rutinu nebyl

potvrzen.

Produkci rutinu v in vitro kulturach by mohly ovlivnit nasledujici faktory:

* pouziti mladsi kultury
* prodlouZeni doby mezi jednotlivymi pasazemi

* delSi doba expozice methylviologenem.
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9 ABSTRAKT

Predmétem této prace bylo hodnoceni vlivu abiotického elicitoru na produkci
sekundarnich metabolitt v in vitro kulturach pohanky obecné. Cilem bylo zjistit, zda
methylviologen zvySuje produkci rutinu v kalusovych a suspenznich kulturach
Fagopyrum esculentum Moench var. Bambi. Pokus byl proveden na kulturach
kultivovanych na Zivném médiu podle Murashigeho a Skooga s pridavkem
2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny (2,4-D) o koncentraci 1 mg/l jako rlstového
regulatoru. Ke kulturdm byl pfidavan 1 ml ethanolického roztoku methylviologenu
ve tfech raznych koncentracich: ¢; = 100,0 mg/100 ml, ¢ = 10,0 mg/100 ml
ac3=1,0mg/100 ml a byly elicitovany po dobu 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodin.
Ke kontrolnim vzork(im (bez pridavku elicitoru) byl pridan 1 ml ethanolu 96 % a vzorky
byly odebirdany po 6, 24, 72 nebo 168 hodinach. Po uplynulé dobé byly kultury
odebrany, vysuseny a uschovany pro pozdéjsi stanoveni obsahu rutinu. Pfedmétem
prace byla i analyza vylu¢ovani rutinu do Zivného média. Obsah rutinu ve vsech vzorcich
byl pozdéji vyhodnocen pomoci HPLC.

V této praci nebyl pozorovan zadny zasadni narust v produkci rutinu kulturami
pohanky po expozici elicitorem. Maximalni obsah rutinu, ktery byl detekovan, byl
0,1 mg/g DW, tedy spodni hranice detekovatelnosti, a byl nalezen v suspenznich
kulturach ve trech pripadech; pfri elicitaci methylviologenem o koncentraci c; po 168
hodinach elicitace a dale pfi elicitaci methylviologenem o koncentraci c¢;, a to po 48
a po 168 hodinach. Uvolnéni rutinu do Zivného média nebylo detekovano v Zadném
ze vzorkd.

Pozitivni efekt elicitace methylviologenem na in vitro kultury Fagopyrum

esculentum Moench var. Bambi a jejich produkci rutinu tedy nebyl potvrzen.
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10 ABSTRACT

The subject of this study was to evaluate the effect of abiotic elicitor on rutin
production in callus and suspension cultures of buckwheat. The cultivar of buckwheat
used for this research was Fagopyrum esculentum Moench var. Bambi, cultivated
in Murashige and Skoog nutrient medium with the addition of growth regulator
2,4-dichlorfenoxyacetic acid (2,4-D) in concentration of 1 mg/l. The elicitor used
in this study was a solution of methylviologen, 1 ml of it was added to the cultures
in three different concentrations: c1 = 100.0 mg/100 ml, c2 = 10.0 mg/100 ml
and c3=1.0 mg/100 ml. The elicitor was affecting the cultures for 6, 12, 24, 48, 72
or 168 hours. After the defined period of time, cultures were collected, dried out
and stored for further analysis of rutin content. To control samples (without elicitor
treatment) 1 ml of ethanol 96% was added and they were collected after 6, 24, 72
or 168 hours. Releasing of rutin into the nutrient medium was also investigated. Rutin
content in each sample of cultures and in each sample of nutrient medium was later
determined by HPLC.

Any significant increase in the production of rutin was not observed in this
study. The maximum amount of rutin detected was 0.1 mg/g DW, thus the lowest
qguantity detectable, and was found in suspension cultures in three cases; after
the addition of methylviologen in ci concentration when collected after 168 hours,
and then in cultures after 48 and 168 hours of cultivation with the elicitor
in caconcentration. Release of rutin to the nutrient medium was not detected
in any sample at all.

Therefore, the positive effect of methylviologen elicitation on in vitro cultures

of buckwheat variety Bambi and their rutin production was not confirmed in this study.
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