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1. UVOD

Pouzivani IéCivych rostlin ma velmi dlouhou tradici. Dlikazem této tradice mUze byt uz
samotné odvozeni slova ,/écivo“. Slovo lécivo, anglicky ,,drug” pochazi ze starogermdanského

slova ,droge”. To v prekladu znamenad susina nebo ususeny, ve smyslu ususené bylinky.

V dlsledku novych Zivotnich trend( zazZiva samoléceni l1éCivymi bylinami renesanci. U
populace roste zajem o vlastni zdravotni stav, pfiklani se vice k alternativnim lé¢ebnym metoddm
na ukor vyspélych technologii. Roste také zdjem o ochranu Zivotniho prostredi. Lidé by si ale méli
dat pozor na to, Ze |écba bylinami neznamena automaticky bezpecna lécba. | u ni se objevuji
vedlejsi ucinky a interakce. Nebezpedim je také hrozba alergickych reakci u citlivéjsich jedinc( a
toxické ucinky pfi prekroceni denni davky. Na pozoru by se méli mit vSichni lidé trpici néjakym
chronickym onemocnénim, téhotné a kojici Zeny. Tyto skupiny pacientl by se mély vidy poradit s

o3etfujicim |ékafem o tom, jestli je pro né lé&ba konkrétnimi bylinami vhodna. ¥

Lécivé rostliny jsou nejvyznamnéjsim zdrojem Zivot zachranujicich Iékl pro vétsinu svétové
populace. Podle odhadu Svétové zdravotnické organizace se pfi onemocnéni uchyluje k rostlinné
|éCbé jako k 1é¢bé prvni volby dvé tietiny svétové populace. Kritici pfirodni |éCby to povazuji za
zastaralé reSeni. Ale i v USA dodnes lékafi hojné predepisuji aktivni slozky léCivého plvodu (25 %

celkové preskripce). V2

Rostliny jsou dlleZitym zdrojem pro objev a vyvoj novych lécivych pripravk(. Nékolik
chemickych latek pochdzejicich z rostlin je dnes vyznamnymi léky. Dokonce se uvadi, Ze 25-28 %
modernich 1ék{l a vice neZ 60 % protirakovinovych lécivych pfipravkl je odvozeno z rostlin.
Ptirodni produkty jsou spotfebiteli vnimany jako bezpecna Iéciva, zatimco syntetické latky jsou
obecné povazovany za toxické. Roste tedy zajem o sekundarni rostlinné metabolity, o jejich

vyzkum a produkci. 2?

Studie pfirodnich produktl stimulovaly vyvoj separacnich technik k objasnénti jejich struktury
a syntézy. Rozvoj téchto metod je spojen s vyuZzitelnosti prirodnich produktt (sekundarnich
metabolitd rostlin) jako barviv, polymerd, viaken, lepidel, oleji, vosk(, ochucovadel, parfému a

léka. ?

Pti produkci sekundarnich metabolitl rostlin se vyuZivaji i metody rostlinné biotechnologie.
Jsou to techniky explantatovych kultur, které se stale rychle rozvijeji. Tyto in vitro metody slouzi
nejen k vyrobé farmaceuticky dalezitych rostlinnych produktd, ale je to také duilezita metoda pfi

rozmnozovani a $lechténi rostlin. 4



Produkce latek explantatovymi kulturami nenf nijak vysoka. Hledaji se rzné zplsoby, jak ji
zvySovat. Jeden z moZnych pfistupl je pouZiti elicitorl. Elicitory zvySuji produkci sekundarnich
metabolitd tim, Ze plsobi na rostlinu jako stresovy faktor a spusti obrannou reakci rostlinného

organismu. Problematice elicitace se bude tato prace vénovat podrobnéji.



2. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo seznamit se s metodou kultivace rostlinnych kultur in vitro.
Dale zjistit vliv abiotického elicitoru 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea na produkci rutinu v kalusové a
suspenzni kultufe Fagopyrum esculentum Moench., kultivar Bamby. Na zakladé stanoveni obsahu
metodou HPLC zjistit, jestli je dany elicitor schopen ovlivnit produkci obsahovych latek pohanky,

zejména rutinu.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Fagopyrum esculentum Moench.

3.1.1. Botanicka charakteristika a taxonomické zarazeni

Fagopyrum esculentum (pohanka obecna) je krytosemenna kvetouci rostlina
(Angiospermophyta), ktera taxonomicky spada do oddéleni Magnoliophyta, tFidy vyssi

dvoudélozné rostliny (Magnoliopsida), Fadu Polygonales a Eeledi Polygonaceae (rdesnovité).

Pohanka seta je cizosprasna rostlina prevazné opylovana hmyzem, nejvice véelou

medonosnou. V nékterych pfipadech byla zjisténa i fakultativni samosprasnost (samoopyleni).®?

Pohanka je jednoleta bylina, ktera je vysoka 50—-120 cm. Duta vzptrimena lodyha s kolénky ma
nacervenalou barvu a v horni tretiné se vétvi. Strelovité listy maji na stonku stfidavé postaveni. Je
pro né typicky jev, ktery se nazyva heterofylie. To znamena, Ze se svou stavbou lisi spodni a horni
listy. Spodni listy srd¢itého tvaru maji dlouhy rapik, horni listy jsou Sipovité, bez rfapiku. Kazdy list

je opatten botkou. 678

Z Uzlabi listu vyraGstaji kvétenstvi, Gzlabni hrozny nebo vrcholové chocholiky. Kvétenstvi tvofi
7-9 drobnych bilych ¢i narGzovélych az ¢ervenych kvitkd. V kvétu je osm tycinek a svrchni
semenik, ktery obsahuje jedno vaji¢ko. Cnélka je trojdilna. Dimorfni (oboupohlavné) kvéty
pohanky jsou heterostylIni (riznoclenéné). To znamena, Ze na jedné rostliné se vyskytuji dva typy
kvétd, které se lisi se v délce pylovych tycinek a pestikd. Prvni typ kvétu (kratkoclenéné) ma delsi
pylové tycinky a kratsi blizny, druhy typ (dlouhoclenéné kvéty) ma kratsi pylové tycinky a delsi

blizny. Diky cizosprasnosti pohanky je pomé&r vyskytu obou typ@ kvétd 1:1. 99

Priblizné jenom deset procent kvétl tvofi plody. Plodem pohanky je trojboka moucnata
nazka, ktera pfipomina bukvici. Je dlouha 2-6 mm. PIné zralé trojboké nazky jsou ¢erné, sedé

nebo hné&dé. Oloupané nazky jsou zelené a starnutim hnédnou. Na prafezu jsou bilé. * 710

Mélky kulovity kofen pronika maximalné jeden metr do plidy. Pohanka nema pfilis mohutny
koFfenovy systém, ale jeho prednosti je vysokd intenzivni ¢innost v pfijimani zivin. Cinnost
kofenového systému pohanky je napfiklad dvandactkrat vyssi nez u pSenice. Negativum této
schopnosti je, Ze takto mlzZe pohanka pfijimat i vétsi mnozstvi tézkych kovl (kadmia, arzenu a

rtuti). ©°



Rod Fagopyrum (Polygonaceae) zahrnuje 15 druh rostlin. Tfi nejdlleZitéjsi druhy pohanky
jsou Fagopyrum esculentum (F. esculentum) Moench., Fagopyrum tataricum (F. tataricum) (L.)

Gaertn. a Fagobyrum dibotrys (F. dibotrys) (D. Don) Hara. ¥
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Obrazek 1: Fagopyrum esculentum Moench. 12)

3.1.2. Vyskyt a péstovani

Rod Fagopyrum pochazi ze stfedni Asie, z Ciny. Do Evropy se pohanka dostala pfi
mongolskych najezdech. U nas byla znamad uz ve dvanactém stoleti, v té dobé byla péstovana

jako vyznamna plodina na TéSinsku, ValaSsku a v Beskydech. Dnes je pohanka rozsifena po celém

svété. 6) 13) 14) 15)

Fagopyrum esculentum vyZzaduje mirné klima. Optimalni teplota pro péstovani této rostliny je
15 °C, nizsi teploty ji neprospivaji. Zvlasté mladé klicici rostlinky jsou velmi citlivé na zmény
teploty na podzim a na jare, kdy mlzZe dochazet k pfizemnim mrazik(m. Pfi teploté -4 °C mladé
pohanky Uplné mrznou. PFi teplotach vyssich nez 30 °C a nizsi vlhkosti vzduchu opadavaiji

pohance kvéty. Pohanka potrebuje dostatek vlahy a svétla. Proto ma radéji vyssi polohy, kde
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byva dostatek srazek. Pohanka obecna kvete v ervenci a v srpnu, jeji vegetacni doba je 80-120

dni.

Nejvice se pohance dafi na provzdusnénych piscitych padach. Nesnasi prebytek vapniku a je
nenaroc¢na na ziviny. Vyhovuji ji kyselé pudy (i pH 5), naopak zasadité pldy nesnasi. Neutralni

pady ji nevadi. Sklizi se koncem srpna nebo v zafi, kdy je vétSina nazek dozrala.

Ve vyssich polohach nahrazuje pohanku setou (Fagopyrum esculentum) pohanka tatarska
(Fagopyrum tataricum), kterd se lidové nazyva tatarka. Je vice odolna vici nepfiznivym vnéjsim

podminkdm.®?7

3.1.3. Vyuziti

Pohanka je mnohostranné vyuzivana rostlina. Vyznamné je vyuziti pohanky v mediciné a

farmacii, v potravinarstvi a v zemédélstvi, kde je vyuZivana jako krmivo pro hospodafska zvirata.

Pohanka se péstuje pro trojboké moucnaté nazky. Dieteticky jsou velmi cenné, fadi se mezi
skupinu potravin nazyvané pseudoceredlie. Pohanka je vhodna pro diabetiky a pro pacienty trpici

celiakii, protoZe neobsahuje lepek. Doporucuje se pacientlim pfi onemocnénich traviciho Ustroji.

13) 16)

Diky rostouci poptavce po nutricné hodnotnych a bezlepkovych vyrobcich na bazi obilovin se
popularita dfive zapomenuté pohanky zvySuje. Nazky se zpracovavaji na pohankovou krupici

ldmanku, mouku nebo kroupy (jadro). Pohanka je navic i medonosné plodina. ©717

Zajem o pseudocereadlie (pohanka, amarant a quinoa) ve vyZivé roste i v disledku negativnich
zmén v Zivotnim prostredi a Zivotnim stylu moderni civilizace (nevhodné slozeni stravy, nevhodné
stravovaci navyky, nadmérny energeticky prijem, nedostatecny pfijem vlakniny a vitamin).
Pseudocerealie obsahuji mnoho pozitivné plsobicich biologickych latek — vlakniny, vitaminG a
mineral(. Pohanka funguje i jako probioticka potravina. Na zvifecich modelech je dokdzano
zvyseni obsahu mlécnych bakterii ve stifevé pfi jeji pravidelné konzumaci. Nazky se zbavuji slupek
spafenim vodni parou, kroupy jsou tak pripravené k vareni. Listy se pouZivaji jako salatova

zelenina, podobné jako $penat. 1718 19)

Oznaceni plodin jako pseudocerealie vychazi z jejich porovnani s obilninami. Maji podobné

chemické sloZeni a podobné vyuZiti i presto, Ze patti do rozdilnych taxonomickych skupin (¢eledi).

20)
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Pohanka ma presvédcivy léCivy potencial. In vitro i in vivo védecké studie ukazuji pohanku
jako rostlinu s antioxidacnimi, antialergickymi, antiaterogennimi a neuroprotektivnimi ucéinky. Ma
cytotoxickou (protinddorovou) aktivitu a inhibi¢ni icinky vici angiotenzin-konvertujicimu enzymu
(podstata hypotenzniho Ucinku). Obsahuje latky, které snizuji hladinu cholesterolu v krvi a tim
snizuji riziko aterosklerdzy, posiluji pruznost cévnich stén a snizuji krevni tlak. Z téchto latek je
nejvyznamnéjsi flavonoid rutin, ktery se vyskytuje hlavné v nadzemnich ¢astech rostlin (listy

obsahuji az 8 % rutinu). > 117)

Extrakty snizuji aktivitu cyklooxygendazy Il (jeden z mechanism( protizanétlivého tcinku), ale
méné nez nesteroidni antiflogistika. Extrakty z kvét( a listl F. esculentum prlkazné inhibuji

proliferaci nddorovych bunék a indukuiji jejich apoptézu. "

Vytazky ziskané ze semen pohanky snizuji hladinu cholesterolu a podporuji spravnou funkci
traviciho systému tim, Ze povzbuzuji funkci sleziny. V Britském bylinném Iékopise (British Herbal
Pharmacopoeia) jsou semena F. esculentum uvedena jako antihemoragicka a hypotenzni droga.
Podle tradi¢ni korejské mediciny extrakty z pohanky dokazi snizit horecku, maji protizanétlivou a

detoxikaéni funkci. ™7

Ethanolové i vodné extrakty se semen prlikazné udrzuji normalni hladinu glukézy v krvi a tim
plsobi preventivné jako prevence vzniku diabetes mellitus typu Il. Extrakty z plodl podavané

peroralné, intraperitonealné nebo intradermalné vyznamné inhibuji vaskularni propustnost. ¥

Nat pohanky se pouziva ve farmacii i k vyrobé rliznych ptipravki a ¢ajovych smési. V lidovém

|é¢itelstvi se pouZivaji pohankové zabaly k |é¢eni zanétu Zil. ©

3.1.4. Lékopisna droga

Dle Ceského Iékopisu 2017 je Fagopyrum esculentum Moench. zdrojem |ékopisné suroviny
Fagopyri herba (nat pohanky). Je to celd nebo rozldmana nat sbirana v ¢asné fazi kvétenstvi, pred
vytvorenim plodQ, ihned ususena. Droga je zdrojem zejména flavonoidu rutinu, kterého obsahuje

nejméné 3,0 %, pocitano na ususenou drogu. ®

3.1.5. Fagopyrum esculentum Moench., kult. Bamby

Krom kultivaru Bamby, ktery pochazi z Rakouska existuji i dalsi odrtidy pohanky. Tyto odrldy

se lisi obsahem fenolickych latek a antioxidaéni aktivitou. V Ceské republice byly vyslechtény

12



kultivary Pyra a Jana C1, na Slovensku napftiklad Spacinskd 1 a Vychododeskd krajovd. Mezi dalsi

vySlechténé kultivary Fagopyrum esculentum patii Emka, Ballada, Aiva, Darja, Alex, La Harpe,

Winsor Royal a dalsi. 2

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Kultivar Bamby byl v Rakousku zaregistrovan v roce 1989 a byl pouzit k nékolika studiim:

Srbska univerzita Novi Sad ve spoluprdci se slovinskou univerzitou v Lublani porovnavala
obsah fenolickych latek a miru antioxidacniho plsobeni u riznych kultivard pohanky, které
pochazely z Evropy s kultivary pochazejici z Balkanu. Spolu s odrlidami Novosadska, Godijevo
a Spacinskd 1 méla odriida Bamby nejvyssi antioxidaéni aktivitu. V obsahu rutinu nijak zvIast

odrtida Bamby nevynikla. 2

V rdmci studie, kterd probihala na Slovensku v roce 2016 a porovnavala mnozstvi fenolickych
sloucenin a rutinu v kultivarech pohanky, amarantu a quinoa seminek, byl u odridy Bamby

zjistén nejvyssi obsah polyfenol( i flavonoidu rutinu. 2

V roce 2017 probihal vyzkum na univerzité v Itdlii v Pise. Stanovovala se koncentrace rutinu
a kvercetinu v odrlidach Bamby a Lileja v rliznych fazich sklizné. Obsah téchto latek se

v pozdé&;jsi fazi sklizné snizoval. Kultivar Bamby obsahoval vice kvercetinu a méné rutinu. 2

Bé&hem studie probihajici v Madarsku v roce 2017 byla stanovovdna koncentrace rutinu
metodou fotoakustické UV spektroskopie u 7 odriid Fagopyrum esculentum a 6 odrad
Fagopyrum tataricum. Tato metoda se ukdzala stejné ptesna pro méfeni koncentrace rutinu
jako metoda HPLC. V tomto pfipadé byl u kultivaru Bamby naméfen nejmensi obsah rutinu.
Ve vsech kultivarech Fagopyrum tataricum byl naméreny obsah rutinu mnohondsobné vyssi

nez jeho obsah v kultivarech Fagopyrum esculentum.

Na Slovensku ve Vyzkumném Ustavu rostlinné vyroby v Piestanech byla provadéna studie,
ktera dokazala v kultivaru Bamby obecné vysoky obsah polyfenoll. Odriida Bamby byla
porovnavana s deseti jinymi odrddami pohanky. Primérny obsah rutinu ve zkoumanych
odridéch byl 1446 mg/kg, v odriidé Bamby byl 3600 mg/kg. %

Odrtda Bamby je pouzivana v nékterych studiich zabyvajicich se zvySovanim produkce

rutinu. 2
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3.2. Obsahové latky

Kvetouci nat se vyuZiva k izolaci flavonoid( (hlavné rutinu). Stejné jako ostatni rostliny
z ¢eledi rdesnovitych obsahuje az 10 % kyseliny $tavelové. Cerstva pohankova nat obsahuje také
fotosenzibilizatory — fagopyrin a fotofagopyrin, které mizou vyvolat u nékterych lidi alergii a

fotosenzibilizaci. V sudenych rostlinach jsou pouze jejich stopy. 7 *©)

Z patnacti druhl pohanky bylo celkem izolovano 106 sloucenin rozdélenych do Sesti hlavnich
trid: flavonoidy, fenoly, fagopyritoly, triterpenoidy, steroidy a mastné kyseliny. Hlavni aktivni

komponenty jsou flavonoidy a fenolické slou¢eniny. *

Plody Fagopyrum esculentum obsahuji az 12 % bilkovin, 3 % tukd, 55 % polysacharidd, 8 %
vldkniny a 2,5 % mineralnich latek. Z téchto mineralnich latek je nejvyznamnéjsi vapnik, zelezo,

zinek, fosfor a draslik. Obsahuje také vitaminy B1, B2, niacin a vitamin E.”) %)

Bilkovinny komplex je tvotren hlavné albuminy a globuliny. Plody neobsahuji prolaminy, které
jsou toxické pro pacienty s celiakii. Pokud jsou bilkoviny obsazené v pohankové nazce
nedostatecné tepelné upravené, mohou zpusobit prljem. Lipidy jsou nejvice pfitomny v zarodku,

z fosfolipid( je hojné zastoupen lecitin.

Z kardioprotektivniho hlediska je vyznamny vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin,
z celkového obsahu lipidu to je 82 % (hlavné kyselina linolova a alfa — linolenova). Ze sacharidd
obsahuje predevsim Skrob. Z celkového obsahu vldkniny je 20-30 % rozpustna vldknina, ktera
pomaha sniZovat hladinu cholesterolu v krvi. Vlaknina se navaze na molekulu cholesterolu, ktery

se pak nemUZe vstiebat a vyloudi se spole¢né s vldkninou. 1416

3.2.1. Flavonoidni glykosidy a jejich charakteristika

Glykosidy jsou hojné rozsitenou skupinou sekundarnich metabolitd. Glykosidické slouceniny
jsou Stépeny enzymy glukosiddzami na dvé ¢asti: sacharid (glykon) a necukernou slozku (aglykon,
genin). Aglykonem je vétSinou hydroxyslouc¢enina navazana acetatovou vazbou na sacharid.
Jednotlivé skupiny glykosidl jsou rozliSovany podle struktury aglykon( na fenolické,

antrachinové, kardioaktivni, flavonoidni a dal$i. %

Flavonoidy jsou velmi velka a rozmanitda skupina sekundarnich rostlinnych metabolitd patfici

do skupiny polyfenolickych sloucenin. Je jich znamo nékolik tisic typu.
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V3echny flavonoidy maiji stejny zakladni skelet. Jde o patnéctiuhlikaty Fetézec (C6-C3-C6) 3,
ktery se sklada ze dvou sestiuhlikatych kruht (kruh A a kruh B) spojeny tfiuhlikatym retézcem,
ktery je ¢asto s atomem kysliku zapojen do tretiho heterocyklického kruhu (kruh C, 2H-pyran).
Kruhy A a C vytvofi heterocyklus zvany chroman, ktery mare byt arylovany v poloze 2 (flavany), 3

(isoflavany) nebo 4 (neoflavany). Zakladni strukturou flavonoid( je flavanové jadro. 2°

3'
2I ,‘:3":::\\'“\ 4|
1 B
8 ) Pe } 5'
7 - - :“‘: - \‘\H -~ ‘“:‘_L/”
2 6'
6 3

Obrazek 2: Flavan (2-fenylchroman) 26)

Zakladni kruhy byvaji rizné modifikovany. Na zakladé téchto modifikaci se déli flavonoidy na
rtzné chemické skupiny. Jsou to napfiklad chalkony, flavanony (narigenin, hesperidin), flavonoly
(rutin, kvercetin, keampferol, myrcetin), flavony (apigenin, luteolin), isoflavony (genistein),

flavanoly (katechin) a anthokyanidiny (cyanidin, pelargonidin).

Flavanoly tvofi rozmanitou skupinu polyfenold. Existuji monomerni (katechin, epikatechin) i
polymerni procyanidiny (kondenzované tfisloviny). Jsou obsaZzeny hlavné v ovoci, v ¢aji,

Cerveném ving, kakau a v ceredliich. 2

Vsechny rostlinné fenoly jsou syntetizovany z fenylpropanoidovych prekurzord. Fenolické
slouceniny jsou v rostliné syntetizovany dvéma biochemickymi dradhami, Sikimarovou drahou

(kruhy A a C) a acetatovou dréhou (kruh B). 2

3.2.2. Vyznam flavonoidnich glykosidi

Flavonoidni glykosidy jsou hojné terapeuticky vyuZivané a maji vyznam i pro samotnou
rostlinu. Flavonoidy byly prokdzany jako hlavni aktivni slouc¢eniny v pohance nachazejici se
v riznych &astech téla rostliny. Sest flavonoidd (rutin, kvercetin, orientin, vitexin, isovitexin a

isorientin) se vyskytuje v nadzemni ¢asti rostliny a pouze rutin a isovitexin se nachazi v semenech.

11)
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3.2.2.1. Vyznam pro rostlinu

Flavonoidni glykosidy chrani rostlinu pred rlznymi patogeny a byloZravci. Chrani ji pred UV
zatenim, které je zdrojem reaktivnich forem kysliku. Dokonce maji schopnost pfimo zhaset volné

radikaly (singletovy kyslik, peroxid vodiku, superoxid). Zarover lakaji opylovace. 2 28)

Anthokyanidinové pigmenty (pelargonidin, malvidin) zabezpecuji zbarveni kvétl a ploda.
Jsou zodpovédné za cervenou a modrou barvu bobuli, za Zlutou a oranZovou barvu citrusu.
Flavonoidova barviva jsou rozpustna ve vodé, proto jsou skladovdna v bunéénych vakuolach.

Methoxylované jsou lipofilni a vyskytuji se také v silicich.

Flavonoidy a jejich derivaty mohou pUsobit jako ucinné latky proti rostlinnym virdm (potato
virus X-PVX, virus tabakové mozaiky-TMV). Maji i antibiotické a antifugalni icinky, mohou byt

poufZity jako potencidlni biocidy. 1326 27)

Bylo prokazano, Ze flavonoidy ovliviiuji transport rostlinnych fytohormon( auxin(, které
kontroluji rostlinny rist a vyvoj. Flavonoidy byly oznaceny jako inhibitory transportu auxind pfi in
vitro studiich. Experimenty in vivo tuto teorii podpofily. Mezi testovanymi a kontrolnimi
rostlinami byly pozorovany tyto fenotypové rozdily: vétsi mnozstvi vytvorenych kvétenstvi,

redukce vy3ky rostlin, snizeni plochy stonku a lepsiho vyvoje stonku. 2%

3.2.2.2. Terapeuticky vyznam

Flavonoidy s biologickou aktivitou byvaji oznac¢ovany jako bioflavonoidy. Flavonoidy maji
dlouhou historii terapeutického vyuzivani, hlavné kvuli ucinku na kapilary a funkci krevniho
fecisté. Maji schopnost normalizovat permeabilitu kapildr, plsobit antihemoragicky a
protinddorovy ucinek. Potencuji u¢inek vitaminu C. Aktivuji fadu bunék imunitniho systému,
uvolnuji mediatory ze Zirnych bunék, bazofill, neutrofill, eozinofil(l a granulocytl. Tim snizuji

symptomy astmatu, alergie a zanétg. 11132730

Maji vybornou antioxidaéni aktivitu, chrani buriky, lipidy nebo DNA pied oxidativnim
poskozenim. Tato vlastnost je dana pritomnosti aromatického kruhu v molekule flavonoidd, ktery

slouZi jako donor i akceptor elektront pro volné radikaly.

Konzumace flavonoll (rutinu) je spojena se snizenim rizika mrtvice a rakoviny. Nékteré tyto

slouéeniny jsou spojovany s prevenci osteopordzy a neuroprotektivnimi viastnostmi.
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Anthokyanidiny zvySuji kvalitu zraku a zrakovou ostrost tim, Ze pfispivaji k regeneraci rodopsinu.
Isoflavony (diadzein, genistein) zmirfiuji menopauzalni obtiZe a reguluji menstruacni cyklus
(mohou se vazat na estrogenové receptory) a jsou spojeny se snizenim rizika rakoviny prsu.
Obcas byvaji pfifazovany k fytoestrogenlim. Je potvrzeno, Ze flavanoly mohou stimulovat hladiny

oxidu dusnatého v krvi kurakl a zvratit poskozeni cév souvisejici s kourenim.

Flavonoidy maji uplatnéni také v potravinarském primyslu. Nékteré slouceniny se zdaji byt
vyuZitelné jako sladidla nebo potravinarské barvy. Jiné miZou byt pouZivany v zahradnictvi a

pramyslu Fezanych kvétin jako kvétinové pigmenty. 2"

Zajimava je studie, ktera systematicky hodnotila aktivitu rlznych flavonoid( vicéi lidskym
cytochromUm. In vitro bylo zjisténo pozoruhodné inhibi¢ni chovani vici CYP3A4 zavislé na
strukture. Doporucuje se ovéreni této schopnosti pti interakcich s IéCivy, kterd jsou eliminovana

CYP3A4 in vivo. 3V

3.2.3. Rutin

Rutin je flavonoidni glykosid, které chemicky vychazi z flavonoidu kvercetinu. Rutin
(kvercetin-3-rutinosid) je v rostlindch velmi rozsifeny. Doposud byl prokazan nejméné v 85
rostlindch a pohanka je jeho vyznamnym zdrojem. Poprvé byl izolovan v roce 1842 z routy vonné
(Ruta graveolens L.). Rutinu se dostalo pojmenovani podle latinského ndzvu této rostliny. Je to

krystalicka zelenoZlutd latka, kterd je $patné rozpustnd ve vodé.”

Obsah rutinu v rostliné zavisi na rlistovych podminkdch, na mire slunecného zareni a na
odrtdé pohanky. Rutin se akumuluje nejvice pfi nizké vlhkosti vzduchu a teploté 15 °C. Jeho

nejvy3si koncentrace je v listech a kvétech. Lodyha obsahuje rutinu nejméné. 414

Rutin ma pro lidsky organismus velmi prospésné ucinky. Zvysuje pevnost krevnich kapilar,
s ionty vapniku tvofi komplexni soli a tim pfispiva ke spravné srazlivosti krve. Pomaha snizovat
krevni tlak (pUsobi diureticky a rozsifuje cévy), kompenzovat diabetes, redukovat aterosklerdzu a
sniZzovat cévni komplikace téchto onemocnéni. Rutin také ndsobi vliv vitaminu C (je antioxidant
kyseliny askorbové). U rutinu je prokazano snizeni obsahu jaterniho cholesterolu a plazmovych

lipidd. Rutin plisobi také vasokonstrikéné a antiedematdzné. © 71430

Farmaceuticky prlimysl vyrabi pfipravky s obsahem rutinu a vitaminu C, napfiklad Ascorutin.
Pro aplikaci je vyhodna jeho mikronizovana forma. V kombinaci s trypsinem a bromelainem je

rutin peroralné pouzivan pfi osteoartritidé. 3%
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Rutin chrani rostlinu pfed UV-zafenim a chorobami. Tvofi 90 % celkového obsahu flavonoid

v semenu pohanky. 2?
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Obréazek 3: Rutin 32)
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3.3. Produkce sekundarnich metabolitt v in vitro kulturach

3.3.1. Explantatové kultury

3.3.1.1. Charakteristika explantdtovych kultur

Explantatové kultury slouzi k manipulaci s vy$simi rostlinami na urovni izolovanych bunék,
pletiv a organ( kultivaci in vitro. Jejich kultivace probiha v uzavienych, nej¢astéji sklenénych

nadobach na aseptickych Zivnych padach.

Explantaty jsou rGzné typy organl vynatych z rostlin, jejich ¢asti, meristematickych pletiv,

bunék, protoplast( a kalusti, které jsou kultivovany in vitro. 4 3%

Prvni definice explantatovych kultur zni takto (BAYER, 1939): Za explantat je povaZovan kazdy

fragment Zivého pletiva, cely organ nebo komplex organdq, ktery je vytrieny z korelacnich vztaht

k celku a je p&stovan v umélych podminkach. 39

Typické znaky explantatovych kultur: 3*)3#

e Jednd se o aseptickou in vitro kultivaci izolovanych ¢asti rostlin za umélych podminek slouZici

k izolaci bunék, pletiv, organu a jejich kultivaci ve sterilnich podminkach fizeného prostredi

(definovana kultiva¢ni media, teplota, vihkost, kvalita a kvantita svétla).
e Izolované casti rostlin mohou byt kratkodobé kultivovany in vitro a za urcitych podminek

dopéstovany v nové rostliny, protozZe kazda burika je diky jeji totipotenci (obsahuje

genetickou informaci pro celou rostlinu) potencionalnim zdrojem nového organismu. Probiha

pak cyklus: rostlina — explantat — kultura in vitro — embryogeneze /organogeneze — intaktni

rostlina.

e Kultura je zdrojem genetické variability, rostlinné buriky jsou in vitro nestabilni. Pfi pouZiti

mutagenu se geneticka variabilita zvysuje.
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3.3.1.2. Druhy explantdatovych kultur

Podle morfologickych kritérii se rozliduji:

e QOrganové kultury jsou tvoreny celymi diferencovanymi organy nebo jejich ¢asti. Stavba a

funkce organ( jsou zachované.

e Tkanové (kalusové) kultury jsou mnohobunééné komplexy pletiva, vétSinou kultivovanych na

polotuhych nebo tuhych Zivnych padach.

e Suspenzni kultury jsou suspenze bunék a malych bunécénych agregatl v tekutém médiu.

e Bunécné kultury jsou jednotlivé buriky pomnozené v tekutém, polotuhém Zivném médiu

nebo na pevném nosici s nasycenym médiem.

e Kultury bunécnych protoplastl jsou tvofeny burikami bez pevné bunécné stény, jsou

ohraniéeny pouze cytoplazmatickou membranou.

Kalusové kultury

Kalusové kultury jsou historicky nejstarsi. Kalus (rostlinné hojivé pletivo) je soubor
nediferencovanych bunék, ktery lze odvodit z rliznych explantatd (segmenty listl, stonkd,
korenl, kouskd zasobnich organu, embryi). Kalus vznika z explantatu jako reakce na poranéni. Je
to masa neorganizovanych, délicich bunék. Kalus mUze byt produkovan i bez poranéni v prostredi
obsahuijici regulator rdstu rostlin. Ne vsechny buriky v explantatu prispivaji k tvorbé kalusu.
Nékteré burky jsou schopny se regenerovat v organizované struktury a u nékterych se dokonce

zd3, Ze nejsou schopny totipotence. 3

Po ndrdstu dostate¢ného mnozstvi bunék ve formé kalusu je mozné tyto buriky udrzovat
v aktivnim stavu opakovanym prenasenim na Cerstvé Zivné pldy. Kalus Ize pouzit k odvozeni

suspenzni kultury v tekutém médiu jeho umist&nim na tfepacku. 43

Suspenzni kultury

Suspenzni kultury se vyznacuji rychlym rdstem bunék, protoZze maji lepsi kontakt s Zivnym
médiem. K zajisténi stdlého rlstu je nutno tyto kultury pomérné ¢asto pasazovat na Cerstvé
médium. Bunécné suspenzni kultury jsou relativné homogenni populace bunék nebo malych
bunécnych agregatq, které jsou kultivovany v pohybujicim se tekutém Zivném médiu. Jsou
modelovym systémem pro studium procest sekundarniho metabolismu, indukci enzymfi, genové

exprese, mutacni Slechténi rostlin a produkce somatickych embryi.

Pro systémy kultivace bunéénych suspenzi je spole¢né pouzivani zivnych médii, které se

pohybuji. Dochazi k lepSimu provzdusnéni a pristupu Zivin k burikdm. Pro kontinuadlni kultivaci se
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vyuZzivaji rizné bioreaktory, kde se pro pohyb média vyuZiva michadlo nebo probublavani
sterilnim vzduchem. Bioreaktory maji objem 5-10 litr{, automatické pH, stalou koncentraci

plynd, monitoring ristu bun&éné kultury. 3

Suspenzni kultury jsou inspirovany mikrobialnimi kulturami vyuZivanymi pro produkci

klasickych antibiotik. 37

Odvozeni kultur rostlinnych explantatt se da znazornit nasledovné: *°

VYCHOZi ROSTLINA <«—————————>»  ORGANOVE KULTURY

PRIMARNI EXPLANTAT

KALUS NA ZIVNE PUDE

SUSPENZNI KULTURA

IZOLOVANE BUNKY PROTOPLASTY
% — e — =g é
rostlina otkovéni na kalus izolovany suspenzni
pevnou pidu kalus kultura

Obrazek 4: Odvozeni explantatovych kultur 4
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3.3.1.3. Vyuiiti explantdatovych kultur

Pouzivaji se k biochemickym, fyziologickym, morfologickym a genetickym studiim ve
vyzkumu. Jsou také nedilnou soucasti zemédélské produkce rostlin (rychlé klonové mnoZeni a

Slechténi rostlin).

Moznosti aplikace: 3>

e Vegetacni mnozeni rostlin metodou mikropropagace.

e Ozdravovani od virovych infekci kultivaci izolovanych meristéma.

e Regulace procesu oplodnéni a jeho ovlivnéni v podminkach in vitro.

e Produkce haploidl pfi kultivaci prasnik(i, mikrospor a vajicek.

e Rizena fuze protoplastl s cilem vytvoreni novych hybrid0.

e Spontanni vyskyt a indukce genovych, genomovych mutaci v bunécnych a tkanovych
kulturach a jejich selekce na urovni regenerovanych rostlin.

e Inkorporace ciziho genetického materidlu do bunék s cilem modifikace rostlinného genomu.

Explantatové kultury byly na poc¢atku 20. stoleti Siroce vyuZivany ke studiu zakladnich
biologickych mechanismu u rostlin (morfogeneze). Prvni zpravy o vyuZiti téchto kultur jsou z roku
1902, kdy se Gotlieb Harberlandt poprvé pokusil udrzovat mezofylové bunky v kultufe. V dnesni
dobé se tyto in vitro kultury staly spolehlivou technikou pro hromadnou vyrobu rostlinného
materialu. Navic je velky potencidl tuto techniku pouZivat pro vyrobu nékterych bioaktivnich

sloucenin. 4142

Rostlinné in vitro kultury byly pouZzity ve studiich na screening nebo ovéreni funkénich genf,

protoZe s tkdfovymi kulturami se |épe pracuje neZ s p&stovanymi nativnimi rostlinami. )

Bunécné kultury zlstaly daleZitym nastrojem pfi studiu rostlinné bunécné biologie. Napfiklad
pfi studiich cytoskeletu, chromozomalnich zmén v kultivovanych burikdach a pfi studiich

buné&éného cyklu. *¥

3.3.1.4. Kultivacni média

Kultivac¢ni média (zdsobni roztoky) jsou sloZena z téchto latek: makroelementy,
mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny (zdroj organického dusiku), sacharidy, zpeviujici latky

(agar) a rGstovych regulatord. 3
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Makroelementy

Mezi pouzZivané makroelementy patfi Sest nejdalezitéjsich prvku: dusik, fosfor, draslik,
vapnik, horcik a sira. Jsou dulezité pro zajisténi rastu kultury. Nejlepsiho rlstu je dosazeno, pokud
se dusik dodava ve formé nitratli nebo amonnych soli (nej¢astéji ve formé dusi¢nanu amonného
a dusi¢nanu draselného). Nizsi koncentrace dusiku v médiu vede k syntéze polysacharid(. Draslik
se dodava ve formé dusi¢nanu nebo chloridu. Zasobni roztok se pfipravuje vétSinou 10x
koncentrovany. Uchovava se v lednici po dobu nékolika tydn(. Soli vapniku je vhodné skladovat

zvlast, aby se zabranilo jejich vysrazeni. 4335

Mikroelementy

Mikroelementy jsou Zelezo, mangan, zinek, bor, méd’, molybden, (jod, sodik, chlor). Jsou
rovnéz dilezité pro rist kultury. Zelezo a zinek se do média dodavaji v cheldtové formé. Zasobni
roztoky jsou nejcastéji 100x koncentrované. Uchovavaji se v lednici po dobu aZ jednoho roku (ale
kontroluji se, aby nedoslo ke kontaminaci). Zasobni roztok Zeleza se pfipravuje a uchovava

oddélené.

Sacharidy

DuleZitym sacharidem, ktery se pouziva pfi pripravé Zivnych roztoku je sachardza. Sachardza
je zdrojem uhliku a energie. V Zivném médiu ji byva 2—3 %. Nékdy je mozné sachardzu nahradit

glukdzou nebo fruktézou.

Vitaminy

Vitaminy jsou dulezZité pro rast a vyvoj kultury. Jsou katalyzatory metabolickych proces.
Mezi dllezité vitaminy patfi thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin a myo-inositol. Pfitomnost
thiaminu v kulturdch je pro rlst nepostradatelna. Myo-inositol se vyskytuje ve vétsiné Zivnych
médii. Predpoklada se jeho Ucast na tvorbé sloucenin, které stimuluji bunécné déleni. Pouziva se
i biotin, kyselina listova, kyselina askorbova, kyselina pantotenova a riboflavin. Zasobni roztoky se

pfipravuji 100x nebo 1000x koncentrované a uchovavaji se v mraznicce (-20 °C).

Aminokyseliny

Aminokyseliny slouzi jako zdroj dusiku nebo pro pfimou vystavbu proteinl. Pouzivaji se smési
aminokyselin, napfiklad kasein—hydrolyzat. Casto se pouZiva také L-glutamin, L—asparagin, glycin

a adenin.
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Soucdsti Zivnych médii mohou byt nedefinované slozky organickych médii (kokosové mléko,

kvasnicovy extrakt, sladovy extrakt, extrakt z bananu). Lze jimi stimulovat rist, ale jejich ptidani

je lepsi vynechat z dlivodu jejich nedefinovaného slozZeni.

Aktivni uhli, které mize byt do Zivného média pridavano v koncentraci 0,5-1 % absorbuje
latky inhibujici rUst kultury, ale i regulatory rlstu. MliZze mit stimulacni i inhibic¢ni Gc¢inek.

Zpusobuje ztmavnuti média.

Rustové regulatory

Rlstové regulatory jsou rostlinné hormony (fytohormony), které lIze rozdélit do ¢tyr skupin:
auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina abscisova. V nizkych koncentracich vyvolaji reakce
v misté vzniku nebo tam, kde jsou transportovany. Maji stimulacni i inhibi¢ni Ucinky. Pro jejich

Ucinek je rozhodujici koncentrace a pomér jednotlivych hormond. 3%
Auxiny

Auxiny byly prvni objevenou skupinou fytohormond. V rostlindch se syntetizuji z tryptofanu.
lejich nejvyznamnéjsi Ucinek spodiva ve stimulaci dlouzivého ristu bunék, protoze maji
schopnost roztahovat bunééné stény. Za spoluptsobeni cytokininl zesiluji mitotickou aktivitu
pletiv. Velmi vyznamny je Uc¢inek auxind na vétveni kofenl a na tvorbu adventnich koren(.

V praxi se této vlastnosti vyuziva pfi zakorefovani fizkd rostlin. Pouziva se kyselina indolyloctova
(IAA), kyselina indolylmaselna (IBA), kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina naftyloctova
(NAA). Nejvice se pouzivaji NAA, IBA a 2,4-D. Jednotlivé auxiny maji rliznou rychlost pohybu
pletivy, rizné receptory a rozliSny metabolismus. Stimuluji rGst kalusu a bunék. NAA a 2,4-D jsou
stabilni auxiny, pfi teploté 4 °C je Ize uchovavat nékolik tydnd. IAA je nestabilni, v lednici vydrzi

tyden. 35) 40) 43)
Cytokininy

Mezi cytokininy patii benzylaminopurin (BAP), 6-dimetylaminopurin (2iP; IPA),
furfurylaminopurin a zeatin, ktery byl objeven jako prvni. Jejich zakladni kostrou je adenin.
Cytokininy stimuluji bunécné déleni a tvorbu axialnich pryt(. Cytokininy jsou velmi nestabilni,

uchovéavaji se v mraznicce. Pfipravuji se 100x a7z 1000x koncentrované. 3> 4%

Gibereliny

Gibereliny zndme pouze nativni, vyrabéji se fermentaci houby Gibberella fujikuroi. Jsou to
terpenoidni slouceniny oznacované GA;, GA,, atd. Kyselina giberelova GAs je nejvyznamné;jsi.

Stimuluji déleni bunék, hlavné jejich prodluzovaci rast. ©
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Kyselina abscisova (ABA)

ABA je pfirozenym inhibitorem rozsifenym zejména u krytosemennych rostlin. Chemicky se
jedna o seskviterpen, jeho syntéza vychazi z mevalonatu. Inhibuje celkovou syntézu protein(.

Této vlastnosti se vyuZivé pfi navozovani dormance, diky tomu urychluji i starnuti bunék.

Vhodné pH pro pripravu média je 5,5 az 6,0. Podle potreby Ize upravit hydroxidem draselnym
nebo kyselinou chlorovodikovou. Pro pfipravu média je rovnéz dulezité mit vidy cisté sklo, vodu

o vysoké kvalité (destilovand, demineralizovana) a pfesné navazky jednotlivych komponent. 3°

Médium mUze obsahovat latku, které ho zpeviiuje nebo jinak ovliviiuje jeho reologické
vlastnosti, nejcastéji agar. Je také mozné explantatové kultury péstovat na mustkach z filtracniho

papiru, plovoucich polopropustnych membranach nebo v polyuretanové pé&né. +°

Pro pfipravu kultivacnich médii Ize pouzit komercné dostupné hotové praskové médium
nebo zasobni roztoky. Jsou k dispozici rizna kultivacni média rlznych formulaci a s obsahem
rGznych regulatort rlstu. Mezi pouZivana média, kterd jsou komeréné dostupna, patfi MS
médium (Murashige a Skoog, 1962), LS médium (Linsmaier a Skoog, 1965), B5 médium a N6

médium. 346

3.3.2. Produkce sekundarnich metabolitu v in vitro kulturach

Existuji t¥i zakladni zpGsoby ziskavani sekundarnich metabolitd: 47

1) Extrakce z rostlin
2) Chemické syntézy

3) Explantatové kultury

Mnohé z téchto latek nelze ziskat ekonomicky Unosnou organickou syntézou, proto se

k zisku téchto latek vyuZivaji rostlinné explantatové kultury. 3¢

Nediferencované buriky explantatovych kultur jsou preferovanym kultivacnim systémem pro
produkci hodnotnych sekundarnich metabolitd in vitro. Postupné probiha selekce kultivart
s vysokou produkci. Nékdy muzZe tato produkce probihat i v diferencovanych tkanich (kofenové

vlasky). 333

Kultivace bunécénych suspenznich kultur je jednoducha a nakladové efektivni metoda, ktera
se vyuziva k prekonani probléma velkokapacitni produkce. Kultury rostlinnych bunék maji lepsi

potencial pro komeréni pouziti nez tkafiové nebo organové kultury. 3
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Vyhody produkce sekundarnich metabolitd tkanovymi kulturami oproti tradicnim

zpUsobtim ziskavani:

e Rizena syntéza nezavisla na klimatu a padnich podminkach.

e Jsou vylouéeny negativni biologické vlivy (patogenni organismy), které v pfirodé méni
produkci sekundéarnich metabolit. 3°

e Tato technologie je Setrna k Zivotnimu prostfedi. Nemusi se zde pouzivat pesticidy a
herbicidy na hubeni 3kidcd. *

e Lze selektovat kultivary s vyssi produkci sekundarnich metabolit(.

e Moizny pokles ceny a zvyseni produkce automatizaci fizeni bunééného ristu s regulaci
metabolickych procesd. 3

e Produkce &istych sloucenin a kontrolovany finalni produkt. 4%

Existuji ale i jista omezeni a nevyhody této metody. M(iZe to byt nespravné zaméreni
vyzkumu, Spatné vize a cile vyzkumu, financni potfeby nebo nedostupnost vyskolené pracovni

sily.

Problémem je komeréné nedostacujici produkce sekundarnich metabolitl v explantatovych
kulturach. Jeden z hlavnich divod( je nedostatek znalosti biosyntetickych cest a mechanism(
zodpovédnych za produkci sekunddarnich metabolitd. Jakdkoliv technika upravujici metabolismus
rostlin mudze snizit vytézky. Je potieba vyvijet techniky, které zvysi vytézky i jakost sloucenin,

které jsou produkovény explantatovymi kulturami. 2 343548

Produkce sekundarnich metabolitli in vitro kulturami obvykle probiha dvoustupriovym
procesem, akumulaci biomasy a syntézou sekundarnich metabolitl. PficemzZ oba kroky je tfeba
optimalizovat nezavisle. UdrZovaci média (pfi akumulaci biomasy) a produkéni média (pfi syntéze

sekundarnich metabolit() se lisi ve slozeni. ¥

3.3.3. Ovlivnéni produkce sekundarnich metaboliti in vitro

In vitro kultivace je velmi atraktivni technika pro ziskavani sekundarnich metabolitll, zejména
fenolickych sloucéenin. ZvySovani produkce bioaktivnich fenolickych extraktl umozriuje jejich Sirsi
vyuZziti, zejména v pramyslu funkénich potravin nebo ve farmaceutickém priimyslu a mediciné. P¥i

komer&nim vyuziti explantatovych kultur je nutné dosahovat vysokych vytézka. 49
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Ke zvySeni produkce sekundarnich metabolitti in vitro pfispiva:

e \/ybér vhodné ¢asti rostliny (explantatu) pro odvozeni kultury.

Mezi faktory vybéru explantatu patti vék organu, ktery ma slouzit jako explantat (mladsi tkan
je citlivéjsi in vitro, starsi tkan nevytvari kalus, ktery je schopen regenerace), ro¢ni obdobi
(vyhonky ziskané na jafe jsou mnohem citlivéjsi), velikost explantatu (vétsi obsahuji vice rezerv a
reguldtorl rdstu), kvalita rostlinného zdroje, konecny cil explantatové kultur a genotyp rostliny.
Uroven reguldtord rastu rostlin (auxin, cytokininy, gibereliny, ethylen atd.) je hlavnim faktorem,

ktery Fidi tvorbu kalusu v kultivaénim médiu. ¥

e DodrZovani spravnych kultivacnich podminek.

Mezi né patfi teplota (20-28 °C), svétlo, pH média (5,6-6), typ média, zdroj uhliku (D—glukdza

+ D—fruktdza), zdroj dusiku a pouZité kovové ionty v médiu. 4%

e Pfidani prekurzort exogenné do zivného média.

Toto je vyhodné jen pokud jsou prekurzory vyrazné levnéjsi nez produkt.

e Pouziti elicitord.

Elicitory pusobi jako aktivatory enzym0 v pletivech rostlin nebo stimuluji jejich syntézu.?

e Biotransformace.

Rostlinné burky jsou schopny transformovat exogenné dodané latky rliznymi reakcemi

(oxidaci, redukci, metylaci, demetylaci, hydroxylaci).

e Imobilizace bunék.

Prekonava problémy s agregaci bunék. Pfi této technice jsou buriky zachyceny v urcité gelové
matrici. Nejvice se pouziva alginat vapenaty, dale to miZe byt agardza, karagenan nebo

polyakrylamid. Timto zplsobem se prodlouZi ¢as pro rist bunék.

e Genetickd manipulace.

Probiha v rdmci metabolického inZenyrstvi. VyuZiva se genovych manipulaci pro upraveni
exprese genu podilejicich se na syntéze sekundarnich metabolit(. Biotechnologie otevira
prilezitost aplikovat tradi¢ni nebo metabolické inZzenyrské strategie, které podporuji akumulaci

pozadovanych slouenin pomoci in vitro kultur. 3
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3.4. Fyziologie stresu rostlin

3.4.1. Rostlinny stres

Rostliny jsou vystaveny proménlivym podminkam vnéjsiho prostfedi. Pokud jsou tyto
podminky velmi neptiznivé a prekroci hranici tolerance, dojde v rostliné k poruchdm funkci a
struktur. Nepfiznivé vlivy vnéjsiho prostfedi oznacujeme jako stresové faktory (stresory). Pokud

je jim rostlina vystavena, je ve stavu, ktery se nazyva stres.

Stres je dynamicky komplex mnoha reakci, nikoliv ustaleny stav. Dochazi pfi ném k aktivaci
rGznych napravnych procesl. Fyziologie stresu u rostlin je komplikovanéjsi nez u Zivocich(.
Rostliny nemohou pred nebezpedim uniknout, protoze Ziji prisedlym zplsobem Zivota. Je u nich
také velka mezidruhova variabilita a heterogenita vnitini i vnéjsi stavby rostlinného téla. Stres

mUzZe vést k nové homeostaze nebo k uhynuti postizeného organu ¢i celé rostliny.

Rostliny se pred stresem chrani nékolika zpUsoby, pasivné i aktivné. Pasivné a dlouhodobé se
rostliny chrani pomoci ochrannych struktur (kutikula na listech, impregnace bunéénych stén a
rezervoary vody), které tlumi nepftiznivé vlivy vnitfniho prostiedi. Mechanismy aktivni odolnosti

tlumi negativni dopady stresu az po jeho propuknuti, dochazi ke spusténi stresové reakce. *°)

3.4.2. Stresova reakce a jeji mechanismus

Jde o fetézec reakci, ktery ma Ctyfi faze:

1) Poplachovou fazi
2) Restituéni fazi
3) Fazirezistence

4) Fazi vycCerpani

Pribéh stresové reakce zavisi na intenzité a délce plsobeni stresoru a na genetickych
predpokladech odpovédi dané rostliny (adaptacni schopnosti). lhned po zacatku plsobeni
stresoru se rostlina dostava do poplachové faze, dochazi k naruseni bunécnych struktur a funkci.
Pokud nedojde k uhynuti rostliny, dojde k fazi restitucni, pfi které se aktivuji kompenzacni
mechanismy. Béhem nasledujici faze rezistence se rostlina stava odolnéjsi vici plsobeni

stresovych faktord. Pokud stresor plisobi na rostlinu dlouhodobé muze dojit k fazi vyCerpani.
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odolnost

1 potatek stresu cas

Obréazek 5: Idealizovany priibéh stresové reakce. 49

Ve skutecnosti je vlastni stresova reakce sloZitéjsi a vlastni plisobeni stresort daleko
rozmanitéjsi. Stresova reakce je intenzivné studovana na rliznych organizacnich drovnich

(molekulové a genetické zaklady az po reakce celé rostliny).

Adaptace a aklimatizace na stres

Adaptace a aklimatizace na stres jsou pojmy, které maji ve fyziologii rostlinného stresu

rozdilny vyznam. Adaptace na stres je trvald a geneticky podminéna odolnost vici plisobeni

stresor(l. Aklimatizaéni reakce probihaji jako indukované zmény fenotypu v ramci jednoho

genotypu, podléhaji genovému fizeni. Geny, které maji tyto reakce na starosti jsou

pfedprogramované a za jistych podminek se mohou spustit. 4

3.4.2.1. Spolecné mechanismy stresovych reakci

Metabolické zmény v burikach pti pasobeni rozliSnych stresor maji spoustu spolecnych

znaku. PFi stresové reakci zvysujici odolnost rostlin mize dochazet k témto spoleénym zménam:

e tvorba stresovych proteind,
e tvorba a odstranovani aktivnich forem kysliku,
e tvorba stresovych fytohormonu (kyseliny abscisové, etylenu, kyseliny jasmonové),

e tvorba osmoregulacnich sloucenin (cukrt, polyalkoholl a jednoduchych dusikatych latek).
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Stresové proteiny

PFi plsobeni kazdého stresového faktoru dochazi ke kvalitativnim i kvantitativnim zménam
v syntéze proteind v burikach. Vrchol zmén v syntéze protein( nastava v pribéhu nékolika hodin

od zacddtku stresu, poté pomalu nastdvd normalni stav.

Stresové proteiny, které se tvofi nespecificky a jejich tvorba je indukovana rdznymi typy
stresor( jsou nejcastéji molekularni chaperony, protedzy a ubikvitin. Tyto proteiny jsou
konstitutivni, vyskytuji se pravidelné v bunkach vsech genotypl a za stresu se jejich tvorba

zvyduje. ¥

Vétsina stresovych proteint je specificky vazana na konkrétni stresovy faktor, jsou to: *°

e Proteiny indukované zvysenou teplotou (heat-shock proteins, HSP)

e Proteiny indukované chladem (cold-induced proteins)

e Proteiny indukované dehydrataci (dehydration-induced proteins)

e Proteiny indukované sniZzenou koncentraci kysliku (anaerobic stress proteins, ASP)

e Proteiny indukované patogeny (pathogenesis-related proteins, PRP)

Reaktivni formy kysliku (ROS)

Aktivni formy kysliku maji prospésné i nezadouci ucinky na rostlinny organismus, je tedy
vhodné udrzovat jejich koncentraci na jisté Urovni. Vznikaji jako nebezpecné produkty plisobenim
stresovych reakci a rostliny je musi deaktivovat. Zaroveri mohou byt signaly ¢i ochrannymi
ldtkami pfi stresu. Mezi ROS se Fadi peroxid vodiku (H,0,), superoxidovy aniont (0%) a

hydroxylovy volny radikal (-OH). 4342

Tvorba aktivnich forem kysliku probiha nékolika zpUsoby. V prvni fadé probiha
v chloroplastech. Dochazi zde k absorpci zareni asimilacnimi pigmenty, tim se v chloroplastech
hromadi velké mnozstvi energie. Kyslik se fotoredukuje a primarni produkt pfi této reakci je
superoxid. Z ného se mohou tvofit vice nebezpecné produkty jako jsou hydroxylové radikaly a

peroxid vodiku.

Plasobenim riznych stresovych faktor(i se mize snizit rychlost sekundarnich procesu
fotosyntézy (fixace oxidu uhli¢itého), tim se zvySuje tvorba aktivnich forem kysliku

v chloroplastech a riziko poskozeni funkce tylakoidu.

Negativni plisobeni aktivnich forem kysliku spociva predevsim v peroxidaci lipidd, zvlasté
téch, které maji vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin. Histidin, methionin, tryptofan a

guanin jsou aminokyseliny nejvice nachylné k oxidaci.
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Existuji rizné mechanismy ochrany pred oxidaénim poskozenim. Mezi systémy pfimé
deaktivace patfi zejména karotenoidy. Ty rychle odstrafuji singletovy kyslik z chloroplastu.
Dochazi k excitaci karotenoidl do tripletového stavu, ktery se velmi snadno vrati do zékladniho
stavu za uvolnéni tepla. Alfa-tokoferol (vitamin E) je lipofilni sloucenina, ktera se vyskytuje

v membrdnach, deaktivaci singletového kysliku chrani membranové lipidy pred peroxidaci.

Specializované enzymy a enzymatické systémy jsou nejuniverzalnéjsi ochranou pred
aktivnimi formami kysliku. Superperoxiddismutdza (SOD) katalyzuje pfeménu superoxidu na
peroxid vodiku. Ten je ddle rozkladan bud' kataldzou v peroxizomech a glyoxyzomech nebo
askorbatperoxidazou v chloroplastech a cytosolu. Askorbat a glutation nejspiSe hraji klicovou roli
v antioxidaéni ochrané, v chloroplastech jsou v hojném mnoistvi. Askorbat mize dokonce

reagovat se superoxidem a singletovym kyslikem bez Gcasti enzyma.

Peroxid vodiku je zapojen i do dalSich reakci rostliny pfi napadeni patogeny. V soucinnosti

s kyselinou salicylovou indukuje tvorbu nékterych stresovych proteind.

Regulovana tvorba aktivnich forem kysliku mlze mit i pfimy antimikrobialni G¢inek a mlze i

prispivat ke zpevnéni bunééné stény, a tim k vétsi odolnosti viigi pdsobeni riznych stresord. *°)

Stresové fytohormony

Fytohormony neboli rostlinné hormony jsou endogenni rlistové regulatory. Krom jiz
zminénych rdstovych regulatorl sem radime i ethylen. Na rozdil od Zivocisnych hormond se
fytohormony vytvari na vice mistech v rostliné a jsou vyrazné méné specifické. Kazdy
z fytohormon ovliviiuje nékolik proces(, zaroven jeden proces muze byt ovliviiovan vice

fytohormony. 4
Ethylen

Vyskytuje se v plynném stavu a vyssi rostliny ho produkuji ve vSech svych ¢astech, zvlasté
v dozravajicich plodech a pfi plisobeni stresovych faktort. Poranéné organy zvysuji
mnohondsobné produkci ethylenu jiz béhem nékolika desitek minut. Syntéza ethylenu vychazi
z aminokyseliny methioninu. Ethylen zpomaluje dlouZivy rist stonkl i kofend, ale vyvolava

tvorbu adventivnich kofentl, mize stimulovat kli¢eni semen a urychluje zréni ploda. *°

Ostatni ristové regulatory jsou naptiklad kyselina jasmonova, polyaminy, oligosacharidy a
nékteré fenolické latky. Mezi fytohormony se neradi, protoZe se vyskytuji v koncentracich vyssich

neZ hormonadlnich a jejich univerzalita vyskytu neni jednozna&né dokazana. *°
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3.4.3. Stresové faktory

Stresory (stresové faktory) mohou mit povahu fyzikalni, chemickou nebo mechanickou. Jsou

abiotické nebo biotické.

Abiotické stresové faktory

o  Prilis vysoka teplota (vice nez 40 °C).

Pri takto vysoké teploté dochadzi u vétsSiny rostlin ke zménam ve fyzikalné—chemickych
vlastnostech bunéénych membran i proteind. Membrana se stava propustnou pro ionty a
prestava poskytovat pevnou oporu pro membranové proteiny. U protein(i dochazi ke zménam
konformace a ztraté jejich funkce. Pfi teplotach nad 50 °C plsobicich pouze nékolik desitek minut
dojde u vétsiny rostlinnych druhl k nevratnému poskozeni exponovaného orgénu a jeho

odumteni. K vyjimkam patti druhy rostlin z pousti a polopousti (sukulenty).
e  P¥ilis nizka teplota (pod 0 °C).

Pti teplotach pod bodem mrazu dojde i v rostlinach ke zméné skupenského stavu vody.
Dochazi k mrazové dehydrataci bunék. To ma velky vliv na vSsechny fyziologické funkce. Spousta
nasich druh rostlin jsou na chlad jesté citlivéjsi, pficemz je velmi dulezita doba, po kterou chlad

plsobi. Velmi citlivé na chlad jsou kvétni organy v raném stadiu vyvoje.
o Nedostatek vody a hrozba dehydratace.

Voda ma velmi rychly kolobéh ve vSech ekosystémech a jeji zasoba v rostlinach vystaci jen
velmi kratkou dobu. Nedostatek vody zdsadné zpomaluje dlouZivy rlst bunék postiZzenych
organu. Rychlost rlstu je zavisla na turgorovém tlaku a nejvice postizené jsou vzdy listy. Pi

vysoké dehydrataci klesd turgorovy tlak v bufikach na nulu a listy zacinaji vadnout.
o Nedostatek kysliku v padé.

Nedostatek kysliku hrozi v pldach, které maji malo vzdusnych pora (jilové ptdy, zamokiené
pldy). Pokud klesne koncentrace kysliku v intracelularach pod 2-4 % dojde k inhibici aerobnich
respiracnich procesu. Rostlina prechazi na anaerobni disimilacni procesy, coz ma velmi vazné
dlsledky (velmi mala energeticka ucinnost, nebezpecné konecné produkty anaerobni

fermentace: ethanol, kyselina mlécna).

e Zasolené a kyselé puady.

32



Zasolené pudy nejsou problémem jenom pfimorskych oblasti. Objevuji se v oblastech, kde
vypar vody prevaZzuje nad srazkami. K zasoleni pady mdze dojit i v blizkosti komunikaci, které jsou
v zimnim obdobi posypavané soli. Toxicky vliv maji vysoké koncentrace samotnych iontl (Na*, CI,

S04%), ale i nizky vodni potencial a zhor3ené fyzikélni vlastnosti ptdy.

e Nedostatek Zivin.

e Toxické latky v prostfedi (oxid sifi¢ity, ozon, toxické kovy: Zn, Pb, Cd). %90

Abiotické stresové faktory jsou hlavni pfi¢inou Ubytku plodin na celém svété, coz snizuje
prdmérné vynosy a kvalitu. Tyto enviromentalni podminky vedou k variabilité morfologickych,

fyziologickych, biochemickych a molekularnich zmén.

Na zakladé stdlych zmén klimatu je pravdépodobné, Ze rostliny narazi na nové a horsi

kombinace abiotickych stresovych faktord v blizké budoucnosti. °%

Biotické stresové faktory

o Alelopatie.

Jde o jev, kdy sekundarni metabolity dané rostliny plisobi inhibi¢né az toxicky na jiné rostliny
vyskytujici se v jeji blizkosti. Dochazi k pfenosu sekundarniho metabolitu z jedné rostliny na

druhou, predevsim kofenovou cestou.
e Interakce s bylozravymi Zivocichy.

Pred bylozravymi Zivocichy se rostliny chrani morfologickymi (trny, trichomy,
sklerenchymaticka pletiva, regenerace poskozenych organt) i biochemickymi adaptacemi

(sekundarni metabolity plsobici az toxicky na bylozravé Zivocichy).
e Patogenni mikroorganismy.

Obrannymi reakcemi rostlina vytvofi bud’ specifické stresové proteiny nebo slouceniny
chemicky jednodussi s antibiotickym ucinkem. Tyto latky se oznacuji jako fytoncidy ¢i inhibitiny a
patfi k nim rGzné flavonoidy, terpenoidy, fenolické latky a alkaloidy. Tyto latky jsou v rostliné
pfitomny i za normalnich okolnosti, po napadeni patogenem se v rostliné hromadi. Fytoalexiny
jsou latky patfici do této skupiny obrannych latek a jsou zvlastni v tom, Ze se zacinaji vytvaret po
napadeni patogenem. Prinik pfes plazmatickou membranu patogent jim usnadriuje jejich

lipofilni povaha. %%
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3.5. Elicitace

Elicitace (ockovani tkanovych kultur elicitory) je jednou z nejucinnéjsich strategii pro zvyseni
produktivity sekundarnich metabolit(i v kulturach rostlinnych tkani. Elicitace zvysi syntézu i

akumulaci sekundarnich metabolit(. 4151

3.5.1. Elicitory

Elicitor je jako stresovy faktor podmétem ke spusténi obranné reakce. Po identifikaci
vhodnym receptorem hostitelské rostliny spusti obrannou reakci. Ovlivni pak biochemické
procesy v burikach, tim zrychli rist rostlin, zvysi jejich odolnost, syntézu a akumulaci

sekundarnich metabolitd.

Druhy elicitoru:

e exogenni (jsou vyluéované patogeny: specifické enzymy, peptidy),

endogenni (latky uvolfiujici se z narusenych bunéénych st&n obou organism), 4

biologické (bakterie, kvasinky, plisné),

chemické (aminokyseliny, kyselina salicylova, etylén, glyfosat, rlistové reguldtory),

fyzikdlni (svétlo, elektricky proud). 4

Nejznaméjsi a nejefektivnéjsi elicitory pouzivané v prednich studiich jsou komponenty
mikrobialnich bunék, zvlasté polysacharidy a oligosacharidy. Také jsou vyuZivané ionty tézkych

kovU a signdlni molekuly, které hraji roli v rostlinné obrané.

Bylo prokazano, Ze kvasinkovy polysacharid (YPS) je G¢innym biotickym elicitorem pro
stimulaci akumulace sekundarnich metabolit(i v rostlinné bunce. Vyroba mnoha hodnotnych
bioaktivnich sloucenin je Uspésné stimulovana YPS elicitory. Nejbéznéjsi a nejucinnéjsi elicitory
flavonoidll pouzivané ve studiich jsou kvasinkové extrakty, methyljasmonat, kyselina salicylova a

tézké kovy. 152
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3.5.2. Reakce rostlin na elicitory

Na produkci sekundarnich metabolitll ma vliv nékolik faktor( véetné typu elicitoru, jeho

koncentraci, doby podani a délky pdsobeni. 2

PFi obranné reakci elicitory neovliviuji genovou aktivitu pfimo, ale pomoci druhych posli
(pfenaseci signalu, second messengers: kyselina salicylova, kyselina jasmonova, oxid dusnaty).
Druzi poslové pfenasi signal od aktivovanych receptor( elicitor( v plazmatické membrané k jadru
do DNA. Takto je zprostredkovavan elicitorovy signal na signdl k biosyntéze sekundarnich

metabolitd. *°

Druzi poslové (second messengers):

Oxid dusnaty je bioaktivni molekula, ktera vykonava fadu signalnich funkci v rostlinnych i
zivocCisnych bunkach. Studie ukazaly, Ze jeho syntéza je charakteristickou znamkou smrti

rostlinnych bunék. Hraje klicovou roli pfi oxidativnim vzplanuti a syntéze kyseliny jasmonové.

Jasmonova kyselina je jednak signalem pro biosyntézu sekundarnich metabolitl mnoha

rostlin, ale i pfevodnik signdlu pochdzejiciho od elicitoru.

Kyselina salicylova je jako signalni molekula v rostlinach ptritomna ve velmi nizké koncentraci.

Pouziti kyseliny salicylové jako elicitoru je velmi ¢asté. Syntéza této slouceniny souvisi
s obrannym systémem rostliny. Rychle se hromadi v misté infekce a zabranuje jejimu Sifeni.

Indukuje biosyntézu nékterych t¥id sekunddrnich metabolitd. *)
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3.6. Pyraziny

Pyrazin (1,4-diazin) je symetricka molekula. Pyrazinové jadro je slabé aromatickym planarnim
Utvarem, ktery vytvari nékolik rezonancnich hybrid(. Existence rezonancnich struktur a induktivni
efekt dusikovych atomu zpUsobuje, Ze na atomech uhliku je kladny naboj. Proto pyrazin podléha

spise nukleofilnim substitucim ne? elektrofilnim.>?

N N N N
/ \ + +
N N N N
Obrazek 6: Rezonanc¢ni hybridy pyrazinového kruhu

Pyrazinovy kruh je soucasti mnoha biologicky aktivnich a priimyslové vyuzivanych
polycyklickych slouenin. Tyto slouceniny se nachdazeji béZné v Zivych organismech a jsou
produkovdny mikroorganismy béhem jejich primarniho nebo sekunddrniho metabolismu.
Syntetické derivaty pyrazinu jsou vyuZivany jako léciva (antivirové, protirakovinné,
antimykobakterialni atd.), fungicidy a herbicidy. Herbicidy jsou obecné povaZovany za inhibitory

rlistu, a proto byly zkoumadny rdizné inhibiéni reakce v rGiznych kultivaénich systémech. 5%

Pyrazinové derivaty jsou tékavé a nestdlé slouceniny, proto jsou v pfirodnich zdrojich
identifikovany v malém mnoZstvi. Prvni syntetické pyraziny (70. Iéta 20. stoleti) byly odvozené od
pfirodnich pyrazin(. Nasledné byly jejich struktury (alkylované, vinylované a alkoxylované)
objeveny i v potravinach. Zvlasté pfi tepelné Gpravé zajistuji typické chuté a viné. Velké mnoZstvi
pyrazinovych sloucenin je v kakaovych, kavovych a séjovych bobech, ve vafeném hovézim masu,
v syrech, ve viné a v pivu. SloZeni smési tékavych pyrazinl a dihydropyrazini se rychle méni a tim

potraviny ztraceji aroma (prazend kava, pecené a varené potraviny).

Pyrazinové derivaty maji i toxické vlastnosti. Pfi zahrivani smési sacharid(l, aminokyselin a

kreatininu (tepelnd Uprava masa) vznikaji karcinogenni a mutagenni slouceniny.

Jsou také vytvarené plisnémi. Plisent Aspergillus flavus tvofi aspergillovou kyselinu
s baktericidnimi Gcinky. Z kmene Streptomyces byla izolovana antifugdlné Gcinnd sloucenina
emimycin (3-hydroxypyrazin 1-oxid). Pyrazinmethanol a tetramethylpyrazin jsou fungicidni latky

(Bacillus subtilis, B. nato).>
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Obrazek 7: Kyselina aspergillova 53) Obrazek 8: Emimycin 53)
N H3C N CHs
= OH =
X A
N H3C N CHj
Obrazek 9: Pyrazinmethanol 53) Obrazek 10: Tetramethylpyrazin 53

Syntetické pyraziny se vyuZivaji jako aditiva (chuté a viiné) pfi vyrobé potravin. Pfikladem je

vyroba instantni kavy a cukrovinek.

Syntetické pyraziny maji vyznamné farmakologické G&inky. Rada molekul lé¢iv obsahuje

pyrazinovy kruh: >3

e Sulfonamidové chemoterapeutikum sulfapyrazin byl prvnim pouzivanym lécivem

s uméle syntetizovanym pyrazinovym kruhem

NH,

|| N CONH,
/o ~
AN
N N
Obrazek 11: Sulfapyrazin 53) Obrazek 12: Pyrazinamid 53

e Antituberkulotikum pyrazinamid
e Kalium settici diuretikum amilorid (IéCba hypertenze)
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Obréazek 13: Amilorid 53

Perordlni antidiabetikum (derivat sulfonylmocoviny) glipizid

S

O
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@ \ g
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(0]
Obrazek 14: Glipizid 53

Nebenzodiazepinové hypnotikum (cyklopyrrolon) zopiklon a jeho eutomer

o%"

N

eszopiklon

N

\

CHj;

Obrazek 15: Eszopiklon 53)

38



3.7. Pyraziny vyuzivané jako elicitory

Predchozi studie ukdazaly, Ze derivaty kyseliny pyrazin-2-karboxylové pouzité jako elicitory
mohou zvysit produkci sekundarnich metabolitl v in vitro rostlinnych kulturach. Latka 1-(2-
chlorpyridin-4-yl)-3-fenylmocovina podporuje bunécné déleni a rast. Jeji pouziti bylo schvaleno v
USA na péstovani kiwi a hrozn(. Na zakladé téchto skutecnosti byl studovan vliv podobnych
sloucenin na produkci rutinu v kalusovych kulturach Fagopyrum esculentum Moench., kultivar

Bamby. Vysledky studii naznacuiji, Ze by tyto elicitory mohly zvysit produkci rutinu. 2%

V predchozich pracich byly pouzity substituované pyrazin-2-karboxamidy jako ucéinné
elicitory, které zvysuji nejen produkci flavonolignanu v kulturach Silybum marianum, ale také

produkci flavonoid( v kulturdch Ononis arvensis. >

CH,

Obrazek 16: Substituovany pyrazin-2-karboxamid pouZity jako elicitor. 52
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3.7.1. 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea

Béhem provadéni experimentdlni ¢asti této diplomové prace byla jako elicitor pouzita latka

1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea, zkratkou PN6. Tato sloucenina byla syntetizovana tymem prof.

PharmDr. Martina DolezZala, Ph.D. v roce 2017 na katedre farmaceutické chemie a farmaceutické

analyzy Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy. Z jeji analyzy vyplynuly

nasledujici informace: >

Tabulka 1: Fyzikalné- chemické vlastnosti 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea

Bod tani 84-86 °C

Rozpustnost Rozpustna ve vodé a dimethylsulfoxidu

Nerozpustna v horké vodé

Molekulova hmotnost 250,18

Zajimavosti je, Ze bylo prokazano, Ze slouceniny typu N-octyl-N‘-(pyrazin-2-yl)urea maji
antimykobakteridlni u¢innost s minimalni inhibi¢ni koncentraci 25 pug/ml proti M. tuberculosis a

M. kansasii. °®

N
AN )L
N N N
H H

Obrazek 17: 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea 55

CHj
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v 7

4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie

1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea, Katedra organické chemie, FaF UK v HK, CR
Acetonitril R — &istota pro HPLC, Gradient Grade, Lachema, CR
Ajatin plus roztok 10%, Profarma-produkt s.r.o., CR
Destilovana voda R, Katedra analytické chemie, FaF UK v HK, CR
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema, CR

Dusiénan amonny p.a., Penta, CR

Dusi¢nan draselny p.a., Lachema, CR

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

Ethanol 96%, Lachema, CR

Glycin p.a., Penta, CR

Hydrolyzat kaseinu, Imuna, SR

Chlorid kobaltnaty hexahydrat p.a., Lachema, CR

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Penta, CR

Inositol, Fluka, Svycarsko

Jodid draselny p.a., Penta, CR

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, Lachema, CR

Kyselina fosfore¢na R p.a., Penta, CR

Kyselina borita p.a., Lachema, CR

Kyselina nikotinova, Sigma-Aldrich, USA

Methanol HPLC Grade, Merck, Némecko

Methanol R 80%, Penta, CR

Molybdenan sodny dihydrat p.a., Penta, CR
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Pyridoxin, Plant Cell Culture, Sigma-Aldrich, USA

Rutin R, Sigma-Aldrich, USA

Sachardza p.a., Lachema CR

Siran hofeénaty heptahydrat p.a., Penta, CR

Siran manganaty monohydrat p.a., Lachema, CR

Siran médnaty pentahydrét p.a., Lachema, CR

Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Lachema, CR

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lachema, CR

Superdista voda, Katedra analytické chemie, FaF UK v HK, CR

Thiamin, Plant Cell Culture, Sigma-Aldrich, USA

4.2. Pouzity biologicky material

K experimentu byla pouZita kalusova kultury Fagopyrum esculentum Moench., kultivar

Bamby, 35.-40. pasaz. Od této kalusové kultury byla odvozena suspenzni kultura.

4.3. Pristrojové vybaveni

Analytické vahy PRLT A13, Sartorius, Némecko
Autoklav PS 20 A, Chirana, CR

Box s lamindrnim proudénim Fartran LF, SR
Germicidni lampa UVR-Mi, Biosan LtD, LotySsko
Horkovzdugny sterilizdtor SV59/1, Chirana CR
Mikrofiltry (0,20 um), Corning NY 14831, Némecko
Pipetovaci balonek, Filip, Némecko

Susarna HS 61A, Chirana, CR

Tésnéni na vialky, Labicom s.r.0., Olomouc, CR

Trepacka K5 15 A Control, Edmund Biihler, Némecko
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Ultrazvukova lazen, typ Rx 255H Bandelin Sonorex, Némecko
Vialky, Labichom s.r.0, Olomouc, CR

Vodni lazen GFL, typ 1042

HPLC

Autosampler Jasco A5-2055 Plus, Japonsko

Cerpadlo Jasco PU-2089 Plus, Japonsko

Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko

Kolona LiChrospher RP-18 250x4 (5 um), Merck, Némecko
Predkolona LiChroCART 4-4, sorbent LiChrosper 5 um
Pumpa Jasco PU-2089

Termostat kolony Jetstream 2 Plus, Japonsko
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4.4, Slozeni a priprava Zivného média

Pro tento experiment bylo pouzito Zivné médium Murashigeho a Skooga (MS), které bylo

obohaceno o rlistovy regulator, kyselinu dichlorfenoxyoctovou (2,4-D) v koncentraci 1 mg/I. >”

Tabulka 2: SloZeni kultivaéniho média dle Murashigeho a Skooga: >7)

Slozka Zivného média

Koncentrace mg/I|

Makroelementy

CaCl,. 2 H,0 440,00
KNOs 1900,00
MgSO, . 7 H,0 370,00
NH4NO3 1650,00
KH,PO, . H,0 170,00
Mikroelementy
MnSO, . 4 H,0 22,30
ZnS04 .7 H,0 11,50
H3;BO3 6,20
KI 0,830
CuS04 .5 H,0 0,025
NaMoO, . 5 H;0 0,025
CoCl, .6 H,0 0,025
Zeleznaty komplex
FeSO4 27,84
Na,EDTA 37,31
Vitaminy
Kyselina nikotinova 0,50
Pyridixin 0,50
Thiamin 0,10
Dalsi slozky
Glycin 2,00
Inozitol 100,00
Hydrolyzat kaseinu 1000,00
Sachardza 30,00

Do odmérné bariky o objemu 1000 ml byly pipetovany zasobni roztoky makroelementt (100

ml), Zeleznatého komplexu (10 ml), mikroelementd (1ml), vitamin( (1 ml), glycinu (1 ml) a

kyseliny 2,4—dichlorfenoxyoctové (1 ml).
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Na analytickych vahach s pfesnosti na 3 desetinna mista bylo odvazeno 30,0 g sachardzy,
0,1000 g inositolu a 1,000 g hydrolyzatu kaseinu. Tyto slozky byly ptidany do odmérné bariky.
Nasledné se pridalo kolem 200 ml destilované vody, aby se tyto slozky dobfe rozpustily. Po

rozpusténi se roztok dolil destilovanou vodou po rysku odmérné bariky. >

4.5. Kultivace a pasazovani

Kultivace byla provadéna v pfedem sterilizovanych Erlenmeyerovych barikdch vyrobenych

z varného skla, které mély objem 100 ml.

Pro kultivaci kalusovych kultur byly do Erlenmeyerovych banék umistény mastky z filtraéniho
papiru. Nasledné se do kazdé bariky se nalilo 30 ml pfipraveného zivného média. P¥i pfipravé
banék pro kultivaci suspenznich kultur mustky nebyly tfeba, do banék se rovnou nalilo 30 ml
Zivného média. Hrdla banék se zakryla alobalem a nasledné umistila do autokldvu, kde probihala

jejich sterilizace po dobu 20 minut, pfi teploté 121 °C a tlaku 0,1 MPa.

4.5.1. Kalusové kultury

Samotné pasazovani kultury probihalo priblizné jednou za Ctyfi tydny, podle ristu kultury.
Vidy se konalo za aseptickych podminek v laminarnim boxu, ktery byl pfedem sterilizovan. Jeho
sterilizace probihala tak, Ze byl nejdfive vymyt roztokem Ajatinu v koncentraci 1:10 a poté se na
minimalné jednu hodinu spustilo germicidni zafeni. Box musel byt vzdy zapnuty minimalné pul
hodiny pred provadénim samotné prace, aby se ustalil proud vzduchu. PFi praci v laminarnim
boxu bylo potfeba dodrzovat pravidla prace za aseptickych podminek. Pracovalo se vZdy v Cistém
laboratornim plasti a v latexovych rukavicich omytych 96% ethanolem. Ndstrojem pouZitym

k pasazovani byly Cisté vysterilizované pinzety.

Pfed tim, nez se bariky prenesly do laminarniho boxu musely byt oSetfeny roztokem 96%
ethanolu. Tento roztok se nanesl na kus buniciny a ottela se jim hrdla banék véetné alobalu,
kterym byly banky zakryté. Do laminarniho boxu byla umisténa barika s narostlym kalusem a
nékolik banék s pfipravenym médiem s muUstky. Z hrdla banék byl odstranén alobal. Z bariky
s narostlym kalusem byl pfenesen shluk bunék o velikosti asi 1 cm? do bariky se Zivnym médiem,

hrdlo této barky se hned poté zakrylo alobalem, aby nebyl kalus zbyte¢né kontaminovan.
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Kultivace probihala v kultivacni mistnosti katedry farmakognosie Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové Univerzity Karlovy. Byly zde tyto kultivaéni podminky: teplota 25 °C a
fotoperioda 16/8 (16 hodin svétla a 8 hodin tmy).

4.5.2. Suspenzni kultury

Kultivace suspenznich kultur probihala obdobné. Od kalusovych kultur byly odvozeny tak, ze
se pfi pasdzovani z banék s narostlym kalusem odebralo stejné mnozstvi bunék jako pfi
pasazovani kalusovych kultur. Tyto buriky byly pfeneseny do banék se Zivnym médiem bez
mustkd. Shluky bunék musely byt mechanicky rozmélnény, aby doslo k vytvoreni co

nejhomogennéjsi suspenze.

Kultivace kultur probihala ve stejné kultivacéni mistnosti a za stejnych podminek jako u kultur
kalusovych po dobu asi 3 tydn(. Rozdilem bylo, Ze se tyto kultury umistily na celou dobu
kultivace na trepacku (frekvence otacek 120 otacek za minutu). Tim se zajistilo provzdusnéni a

michani kultur.

4.6. Elicitace in vitro kultur

4.6.1. PFiprava roztoku elicitoru

Pti provadéni tohoto experimentu byl elicitorem roztok derivatu pyrazinu, 1-octyl-3-(pyrazin-

2-yl)urea. Byl pouzit ve tfech koncentracich:

¢1= 100,0 mg/100 ml (3,9971 x 103 mol/I)
¢2= 10,0 mg/100 ml (3,9971 x 10*mol/I)

¢3= 1,0 mg/100 ml (3,9971 x 10> mol/I)

Pro pfipravu prvniho roztoku o koncentraci c; bylo navazeno na analytickych vahach 100,00
mg 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea a nasledné kvantitativné preneseno do odmérné bariky o objemu
100,0 ml. Tato latka poté byla rozpusténa v 96% ethanolu, ktery byl dolit po rysku odmérné
banky. Tento krok probihal za aseptickych podminek v laminarnim boxu, kde byla realizovana i

dalsi redeéni.
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Roztok o koncentraci c; byl pfipraven fedénim roztoku o koncentraci c1. Z odmérné bariky, ve
které byl roztok s koncentraci c; bylo odpipetovano 10,0 ml tohoto roztoku do dalsi odmérné

barky o objemu 100,0 ml a doplnén 96% roztokem ethanolu po rysku.

Roztok s koncentraci cs byl pfipraven obdobnym zplsobem. Z odmérné bariky s roztokem
s koncentraci c; bylo odpipetovano 10 ml do odmérné barky s objemem 100 ml a zfedéno

ethanolem 96% doplnénim po rysku odmérné bariky.

4.6.2. Prabéh elicitace

Elicitace byla provadéna u kalusovych kultur po asi po ¢tyfech tydnech kultivace a u
suspenznich kultur asi po tfech tydnech kultivace. Na jeden pokus bylo potieba 35 banék

s narostlymi kulturami.

Elicitace probihala za aseptickych podminek v laminarnim boxu podobnym zplsobem jako
pasazovani. Pfed tim, nez byly barky pfeneseny do laminarniho boxu, musely byt ocistény
ethanolem 96%. Ethanol se nanesl na bunicinu a ocistilo se jim hrdlo bariky i se zatkou z alobalu.
V boxu se Cistou sterilizovanou pipetou pfidalo do 30 banék po 1 ml roztoku elicitoru o ptislusné
koncentraci. Zbylych pét banék slouzilo ke kontrolnim odbér{im, misto roztoku elicitoru se do

kazdé z nich pipetoval 1 ml roztoku ethanolu 96%.

Predtim, nez byly barnky preneseny zpét do kultivacni mistnosti, byly fadné oznaceny Cislici,
ktera znacila konkrétni ¢as odbéru. Odbéry probihaly po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach. Pro
kazdy odbér bylo uréeno pét banék. Kontrolni odbéry probihaly po 24 hodinach a 168 hodinach.
V kultivacni mistnosti byly suspenzni kultury umistény na tfepacku, samotna kultivace probihala

opét za stejnych podminek.

Po poZadované dobé plsobeni elicitoru se odebiraly vzorky. Kalusy se rozprostrely na
filtracni papir a susily se pfi laboratorni teploté. K odebrani vzork( u suspenznich kultur bylo
médium odsato na Blichnerové nédlevce a samotna suspenze se susila za laboratorni teploty.
Zivna média se uchovavala ve zkumavkach se zatkou v mrazaku (pfi teploté -18 °C). Takto byly

vzorky ptipraveny k dalSimu zpracovani.
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4.7. Stanoveni obsahu rutinu

Obsah rutinu se stanovoval metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Pred
stanovovanim se musely vzorky kultur zpracovat a vytvofit z nich extrakty. Postupovalo se dle

Ceského lékopisu 2017.

4.7.1. PFiprava extraktd

Ususené vzorky kalust i bunécénych shlukl byly rozdrobnény pomoci térky s tfenkou a
nasledné zvazeny na analytickych vahach s pfesnosti na 4 desetinna mista. Hmotnost vzork( byla

peclivé zaznamenana.

Takto ptipravené vzorky byly pfeneseny do varnych banék o objemu 100 ml a pfidalo se
k nim po 10 ml methanolu R 80%. Kazda barka byla oznacena konkrétni koncentraci a
konkrétnim ¢asem odbéru, aby nedoslo k zaméné. Varné bariky se vzorky byly poté umistény na
vodni lazen pod zpétny chladic, kde probihala 30 minut extrakce. Jesté za horka se roztoky
filtrovaly pfes vatu do odmérnych banék o objemu 25 ml. Odmérné bariky musely byt také radné
oznaceny. Do varnych banék se zbytkem vzorku byla pfidana vata pouzita pfi filtraci a opét 10 ml
methanolu R 80%. Varné barky se zakrytym hrdlem byly umistény na ultrazvukovou lazen po
dobu 15 minut. Poté znovu probéhla filtrace pres novou vatu do odmérnych banék s filtratem,
nasledné byly bariky doplnény methanolem R 80% po rysku. Extrakty v odmérnych barkach bylo

nutno promichat a prefiltrovat pres mikrofiltr o velikosti port 0,45 pum do vialek.

Vzorky média se nejdrive rozmrazily a poté se nalilo 10 ml vzorku na porceldanovou misku.
Porcelanové misky se umistily na vodni lazen, aby se média odpafila. Odparek se rozpustil v 10 ml

methanolu R 80% a nasledné prefiltroval ptes mikrofiltr o velikosti pérd 0,45 um do vialek.

4.7.2. HPLC analyza

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) neboli vysokoucinna kapalinova
chromatografie je separacni metoda, pfi které probiha separace slozek vzorku, jejimz ucelem je

identifikace latek (kvalitativni analyza) a stanoveni jejich koncentrace (kvantitativni analyza).

Vysokotlakym cerpadlem se do kolony chromatografického systému vstrikuje kapalna

mobilni faze, ktera obsahuje pfislusny vzorek. Protékajici slozky mobilni faze interaguji v koloné

48



chromatografu s l[dtkami pevné staciondrni faze, dochazi k jejich adsorpci a ustalovani rovnovahy
mezi mobilni a stacionarni fazi. Separacni u¢innost stacionarni pevné faze zavisi na velikosti a
tvaru Castic, ze kterych je sloZzena. Nejvyhodnéjsi jsou ¢astice malé majici pravidelny tvar.

Soucdsti chromatografického systému je detektor.

Vysledkem HPLC analyzy je zdznam, ktery je nazyvan chromatogram. Jsou na ném vyznacené
piky, které definuji jednotlivé separované slozky. Pfi kvalitativni analyze se hodnoti retencni ¢as.
To je Cas, ktery sloZka potfebuje k prichodu chromatografickym systémem (¢as od nasttiku na
kolonu k maximu chromatografického piku). V rdmci kvantitativni analyzy se hodnoti plochy

chromatografickych pikd. 8

4.7.2.1. Parametry analyzy
Pfi stanovovani obsahu rutinu metodou HPLC byla pouzita chromatografickd sestava Jasco

(Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015, autosampler AS-2055) s predkolonovym filtrem, kolonou
L LiChrospher RP-18 250x4 (5 um) a ochrannou piedkolonkou.

SloZeni mobilni faze:

e Eluent A: 5% acetonitril + 0,15% HsPOsve vodé
e Eluent B: 100% acetonitril

Prvnich 6 minut analyzy probihala isokraticka eluce (sloZeni faze se v ¢ase neméni), poté

gradientova eluce. SloZeni mobilni faze se v ¢ase ménilo podle nasledujici tabulky:

Tabulka 3: SloZeni mobilni faze béhem gradientové eluce.

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

Priatok kolonou byl 1,0 ml/min. Kolona méla teplotu 25 °C a nastfikovany objem eluentu byl
20 pl. Detekce byla provddéna pomoci spektrofotometrického DAD detektoru v rozmezi vinovych
délek 200—450 nm. Obsah rutinu se vypocital z pika pfi vinové délce 350 nm. Tento obsah byl
kvantifikovan matematickou metodou normalizace a porovnan s kalibracni kfivkou standartu

rutinu.
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Roztoky standartu rutinu byly pfipraveny jeho rozpusténim v methanolu. PouZité roztoky

standartu rutinu mély tyto koncentrace:

e 25mg/100 ml

e 12,5mg/100 ml

e 6,25 mg/100 ml

e 3,125 mg/100 ml
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4.8. Statistické zpracovani vysledki

4.8.1. Aritmeticky pramér

Aritmeticky pramér je nejpravdépodobnéjsi hodnota x pfi ziskani vice hodnot opakovanym
mérenim jedné veliCiny. Vypocita se jako soucet vSech namérenych hodnot, ktery se vydéli
poctem méreni. Je to stfedni hodnota souboru vypoctena podle vzorce:

xX= - (xq + x2+...+x3)

X ... aritmeticky pramér
X;... jednotlivé hodnoty

n ... pocet ¢lend souboru

4.8.2. Smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka udava, jak se lisi namérené hodnoty od prliimérné stfedni hodnoty

souboru. VZdy ma stejny rozmér jako aritmeticky priimér a vypocita se podle vzorce:

n
— 1 ( )2
s = EZ xX;—X)
i=1

s ... smérodatna odchylka
n ... pocet ¢lenl v souboru

X; ... hodnota sledované veli¢iny

>l

.. primérna hodnota sledované veliéiny
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4.8.3. T —test

T —test je statisticka metoda, ktera ovéruje ucinnost aplikovaného pokusného zdsahu ve
sledovaném experimentu. Pomoci T — testu lze zjistit, jak velky vliv méla metoda elicitace na
syntézu sekundarnich metabolitl. Urcuje totiz statistickou vyznamnost rozdilu prlimérnych

hodnot mezi dvéma skupinami (zkousenou a kontrolni). Plati tento vztah:

|x1 — x| » nyny(ng, + ny — 2)

nq + n,
fnlsi + n,s2

Xz ... aritmeticky primér kontrolniho souboru

t =

t ... testovaci kritérium

Xz ... aritmeticky prdmeér zkouseného souboru
n; ... pocet ¢lenl kontrolniho souboru

n; ... pocet ¢lenli zkouseného souboru

s1... smérodatna odchylka kontrolniho souboru

sz ... smérodatnd odchylka testovaciho souboru

Testovacimu kritériu naleZi t — rozdéleni se stupném volnosti, ktery se vypocita podle vzorce:
v=ny+n;—2

Hodnota testovaciho kritéria se porovnava s kritickou hodnotou t(v),, ktera je uvedena
v tabulkach. Tato hodnota je uvedena pro konkrétni stupen volnosti v a zvolenou hladinu

vyznamnosti p.

Béhem analyzy rutinu byla pro kazdy vzorek pokusného i kontrolniho souboru provedena tti
paralelni stanoveni. To znamen3, Ze pocet ¢lenl souboru byl n;= n,= 3 a stupen volnosti v = 4.
Pro tento pocet stupni volnosti a zvolené hladiny vyznamnosti p = 0,05 je kritickd hodnota t(v),
rovna €islu 2,78. Pokud je hodnota testovaciho kritéria vyssi nez tabulkova kriticka hodnot,

vysledky jsou statisticky vyznamné.

Pro urcéeni testovaciho kritéria byly pokusnym souborem odbéry po 6, 12, 24, 48,72 a 168
hodinach. Kontrolnim souborem byly odbéry po 24 hodinach (pro odbéry pokusného souboru po

6,12, 24, 48 a 72 hodinach) a 168 hodinach (pro odbéry pokusného souboru po 168 hodinach).

59) 60)
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5. VYSLEDKY

5.1. Tabulky

5.1.1.

Tabulka 4: Obsah rutinu (mg/g DW) v zavislosti na ¢ase odbéru v kalusové kultufe Fagopyrum

Kalusové kultury

esculentum Moench., kultivar Bamby po elicitaci roztokem 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea o koncentraci

C1, C2 A Cs.

Koncentrace
elicitoru
(mg/100 ml)

Doba ptisobeni
elicitoru (hod)

Primérny obsah
rutinu (mg/g
DW)

Smérodatna
odchylka

Testovaci
kritérium

100 (C,)

6

o

12

24

48

72

168

O o|lo|o|Oo |oOo

24K

168K

10 (Cy)

12

24

48

72

168

24K

168K

1(GCs)

12

24

48

72

168

24K

168K

o |o/ojlolojojo|lojojo/ojo|jlo|lojo|jojJjo|o|lo|jo|o|o |o©

oOloooojlo|jlo|jlojo/o/lo/lojlo/lo/lo|/O]J]o|o|o|jo|o|o |o |©O
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5.1.2.

Tabulka 5: Obsah rutinu (mg/g DW) v zavislosti na ¢ase odbéru v suspenzni kultufe Fagopyrum

Suspenzni kultury

esculentum Moench., kultivar Bamby po elicitaci roztokem 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea o koncentraci

C1,C2 A Cs.
Koncentrace Primérny obsah
elicitoru Doba ptisobeni rutinu (mg/g Smérodatna Testovaci
(mg/100ml) elicitoru (hod) DW) odchylka kritérium
6 0 0 0
12 0,08 0,04 1,67
24 0,06 0,016 1,93
48 0 0 0
100 (C4)
72 0 0 0
168 0 0 0
24K 0 0 -
168K 0 0 -
6 0,07 0,065 0,63
12 0,11 0,017 2,34
24 0 0 0
48 0,06 0,016 0
10 (Cy)
72 0,09 0,016 0,75
168 0 0 0
24K 0,06 0,025 -
168K 0 0 -
6 0 0 0
12 0,09 0,024 1,17
24 0 0 0
48 0 0 0
1(C3)
72 0 0 0
168 0 0 0
24K 0,06 0,025 -
168K 0 0 -

Pismenem , K“ jsou oznacené kontrolni vzorky, bez pfidaného roztoku elicitoru. Zkratka

,DW* (z anglického Dry Weight) znamena hmotnost susiny.
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5.1.3. Zivné médium

Tabulka 6: Obsah rutinu (ug/ml) v zavislosti na ¢ase odbéru v Zivném médiu kalusové kultury
Fagopyrum esculentum Moench., kultivar Bamby po elicitaci roztokem 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea o

koncentraci ¢, c; a cs.

Koncentrace elicitoru
(mg/100 ml) Doba pusobeni elicitoru (hod) Obsah rutinu v médiu (pg/ml)
6 53,4
12 78,3
24 188,5
100 (Cy) 48 89,8
72 111,5
168 183,0
24K 36,0
168K 30,9
6 71,1
12 187,6
24 153,7
10 (Ca) 48 184,3
72 81,6
168 111,1
24K 7,1
168K 25,2
6 75,1
12 85,8
24 173,6
1(C) 48 92,4
72 92,3
168 98,3
24K 77,5
168K 48,3

Ve vzorcich zivnych médiich suspenznich kultur byl obsah rutinu detekovan ve velmi malém

mnozstvi nebo nebyl detekovan viibec, proto tyto vzorky nebudou dale vyhodnocovany.
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5.2. Grafy

5.2.1. Suspenzni kultury

Obsah rutinu (mg/g DW) v zavislosti na ¢ase v suspenzni
kulture Fagopyrum esculentum Moench., kutlivar Bamby po
pUsobeni elicitoru o koncentraci ¢,

0,15
0,1

0,05

Priimérny obsah rutinu (mg/g DW)

6 12 24 48 72 168
Hodina odbéru

Graf 1: Obsah rutinu (mg/g DW) v zavislosti na ¢ase v suspenzni kultufe Fagopyrum esculentum Moench., kutlivar Bamby po
pusobeni elicitoru o koncentraci c;.

Obsah rutinu (mg/g DW) v zavislosti na ¢ase v suspenzni
kulture Fagopyrum esculentum Moench., kultivar Bamby po
plsobeni elicitoru o koncentraci c,

0,15

0,1
005 I
0
6 12 24

Hodina odbéru

bsah rutinu (mg/g DW)

umérny o

48 72 168

Pr

Graf 2: Obsah rutinu (mg/g DW) v zavislosti na ¢ase v suspenzni kultufe Fagopyrum esculentum Moench., kultivar Bamby po
pusobeni elicitoru o koncentraci c,.
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Obsah rutinu (mg/g DW) v zavislosti na ¢ase v suspenzni
kultufe Fagopyrum esculentum Moench., kultivar Bamby po
pUsobeni elicitoru o koncentraci cg

0,15

0,1

bsah rutinu (mg/g DW)

v
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amérny o
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6 12 24 48 72 168

Pr

Hodina odbéru

Graf 3: Obsah rutinu (mg/g DW) v zavislosti na ¢ase v suspenzni kultufe Fagopyrum esculentum Moench., kultivar Bamby po
pusobeni elicitoru o koncentraci cs.

5.2.2.  Zivné médium kalusovych kultur

Obsah rutinu (pg/ml)v zavislosti na ¢ase v Zivném médiu
kalusovych kultur Fagopyrum esculentum Moench.,
kultivar Bamby po plsobeni roztoku elicitoru o
koncentraci c,
200

150
100
SR EEB
,
6 12 24 48 72 168

Hodina odbétu

Koncentrace rutinu v médiu (ug/ml)
o

Graf 4: Obsah rutinu (pug/ml) v zavislosti na ¢ase v Zivném médiu kalusovych kultur Fagopyrum esculentum Moench.,
kultivar Bamby po plsobeni roztoku elicitoru o koncentraci c;.
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Obsah rutinu (ug/ml) v zavislosti na ¢ase v Zivném médiu
kalusovych kultur Fagopyrum esculentum Moench.,
kultuvar Bamby po pusobeni roztoku elicitoru o
koncentraci c,

200

150
100
- 1 1
0
6 12 24 48 72 168

Hodina odbéru

o

Koncentrace rutinu v médiu (ug/ml)

Graf 5: Obsah rutinu (ug/ml) v zavislosti na Case v Zivném médiu kalusovych kultur Fagopyrum esculentum Moench.,
kultivar Bamby po pUsobeni elicitoru o koncentraci c;.

Obsah rutinu (ug/ml) v zavislosti na ¢ase v Zivném médiu
kalusovych kultur Fagopyrum esculentum Moench.,
kultivar Bamby po plisobeni elicitoru o koncentraci c,

200
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100

0
6 12 24 48 72 168

Hodina odbéru

o

Koncentrace rutinu v médiu (ug/ml)

Graf 6: Obsah rutinu (ug/ml) v zavislosti na ¢ase v Zivném médiu kalusovych kultur Fagopyrum esculentum Moench.,
kultivar Bamby po pUsobeni elicitoru o koncentraci cs.
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6. DISKUZE

Cilem prace bylo seznamit se s metodou kultivace rostlinnych kultur in vitro a zjistit vliv
abiotického elicitoru 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea na produkci rutinu v kalusové a suspenzni

kultufe Fagopyrum esculentum Moench., odridy Bamby.

PFi vyzkumu byla pouzita 35.—40. pasaz kalusové kultury Fagopyrum esculentum Moench.,
odrtdy Bamby. Z kalusové kultury byla odvozena kultura suspenzni. Pouzitym kultiva¢nim
médiem bylo médium Murashigeho a Skooga, které bylo obohaceno o rlstovy regulator kyselinu

dichlorfenoxyoctovou v koncentraci 1 mg/I.

Elicitorem, ktery by mél ovlivnit produkci rutinu v in vitro kulturach byl derivat pyrazinu, 1-

octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea pouzity ve tfech koncentracich:

¢2= 100,0 mg/100 ml (3,9971 x 103 mol/I)
¢;= 10,0 mg/100 ml (3,9971 x 10 mol/I)
¢3= 1,0 mg/100 ml (3,9971 x 10> mol/I)

Vliv elicitoru na in vitro kultury se zjistoval odebiranim vzorkd po 6, 12, 24, 48, 72 a 168
hodindach. Obsah rutinu ve vzorcich se porovnaval s jeho obsahem pfi kontrolnich odbérech po 24
a 168 hodinach. V kontrolnich vzorcich byl misto elicitoru pouZit 96% ethanol. Obsah rutinu se

stanovoval analytickou metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Latky chemicky podobné elicitoru, ktery byl pouzit béhem tohoto experimentu podporuji
bunécné déleni a rdst. Proto byl studovan jejich vliv na produkci rutinu v in vitro kulturach
Fagopyrum esculentum Moench., kultivar Bamby. Vysledky studii naznacuji, Ze by tyto elicitory

mohly zvy3it produkci rutinu. 24

U kalusovych kultur Fagopyrum esculentum Moench., odrlida Bamby bylo zjisténo, zZe elicitor
sice neovlivnil produkci rutinu samotnymi kalusy, ale pozitivné ovlivnil vylu€ovani rutinu do jejich
Zivnych médii. Pfi plisobeni elicitoru 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea doslo k uvolfiovani rutinu do
média pfi pouziti kazdé koncentrace roztoku elicitoru. Koncentrace rutinu v médiich se

pohybovala v rozmezi 53,4-184,3 ug/ml. (Tabulky 4, 6; Grafy 4, 5, 6)

Produkce rutinu u suspenznich kultur byla zvySena pfi pouziti vSech zkousenych koncentraci
elicitoru, ale jen nepatrné. Nejvice ovlivnil produkci rutinu elicitor o koncentraci 10,0 mg/100 ml
(c2). PFi pouziti této koncentrace byla zaznamenana i nejvyssi produkce rutinu (0,11 mg/g DW) po

12 h pasobeni elicitoru. PFi pouziti elicitoru v koncentraci c; se obsah rutinu, zvysil i po jeho 6 h
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pusobeni (0,07 mg/g DW), dale po 48 h (0,06 mg/g DW) a 72 h (0,09 mg/g DW) plsobeni
elicitoru. (Tabulka 5, Graf 2)

Pouzitim elicitoru o koncentraci 100,0 mg/100 ml (c1) doslo ke zvyseni produkce rutinu pfi
odbéru po 12 h (0,08 mg/g DW) a po 24 h (0,06 mg/g DW). Elicitor o koncentraci 1,0 mg/100 ml
(cs) zvysil produkci rutinu po 12 h plisobeni (0,09 mg/g DW). (Tabulka 5, Grafy 1, 3)

Suspenzni kultury do Zivného média rutin neuvolnovaly.

Elicitor plsobil Iépe na produkci rutinu u suspenznich kultur. Shluky bunék maji vétsi povrch
a jsou v lepsim kontaktu s Zivnym médiem, které je obohaceno o roztok elicitoru a pohybuje se.

Dochazi k lepdimu provzdusnéni a k lepdimu pfistupu Zivin a elicitoru k burikdm. 3

Nejvyznamnéjsim divodem nulové produkce rutinu kalusovymi kulturami a jeho nizké
produkce suspenznimi kulturami je nejspiSe stari kultury. Mladsi tkan je in vitro citlivéjsi, starsi

kalusy nejsou schopny rychlé regenerace.

Dalsi faktor, ktery ovliviiuje produkci sekundarnich metabolitl in vitro kulturami je samotny
vybér elicitoru, jeho koncentrace a doba pUlsobeni. Pyrazinovy derivat 1-octyl-3-(pyrazin-2-
yl)urea byl jako elicitor vybrdn na zakladé zjisténi, Ze nékteré derivaty pyrazin-2-karboxylové
kyseliny podporuji auxinovou aktivitu, bunééné déleni, rlst a produkci sekunddarnich metabolita.

Tato aktivita byla potvrzena v nékolika pfedchozich pracich. 242

Bylo potvrzeno, Ze substituované pyrazin-2-karboxamidy zvySuji produkci flavonolignan( v
kulturach Silybum marianum a flavonoid(l v kulturach Ononis arvensis. V suspenzni kulture S.
marianum zvysil elicitor 5-(2-hydroxybenzoyl)-pyrazin-2-karboxamid produkci silydianinu po 24
hodinovém pUsobeni elicitoru o koncentraci 1,159 x 10 mol/l. Maximalni obsah flavonoid(

v suspenzni kultufe O. arvensis byl zjistén po 48 hodinovém pusobeni elicitoru N-(2-brom-3-

methylphenyl)-5-terc-butylpyrazin-2-karboxamidu o koncentraci 8,36 x 105 mol/I. ¢

Produkci sekundarnich latek v in vitro kulturach také ovliviiuje vybér spravného kultivacniho
média a rastového regulatoru. Nevhodny vybér rlstového regulatoru mlze negativné ovlivnit

biosyntézu a akumulaci sekundarnich metabolit(.
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7. ZAVER

V této praci se sledoval vliv elicitoru pyrazinového derivatu 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea na
produkci sekundarnich metabolitl (zejména rutinu) v in vitro kulturach Fagopyrum esculentum

Moench., odriida Bamby.
Vysledky pozorovani jsou nasledujici:
e Ke zvySeni produkce rutinu v suspenzni kulture doslo celkem v sedmi ptipadech:

o Pfi pouziti elicitoru o koncentraci 100,0 mg/100 ml po 12 (0,08 mg/g DW) a
po 24 hodinach (0,06 mg/g DW).

o PFi pouziti elicitoru o koncentraci 10,0 mg/100 ml po 6 (0,07 mg/g DW), 12
(0,11 mg/g DW), 48 (0,06 mg/g DW) a 72 hodinach (0,09 mg/g DW).

o Pfi pouZiti elicitoru o koncentraci 1,0 mg/100 ml po 12 hodinach (0,09 mg/g
DW).

eV kalusovych kulturach nedochazelo plisobenim elicitoru k ovlivnéni produkce rutinu,
ale elicitor inicioval vylu¢ovani rutinu témito kulturami do Zivného média.

V neosetrenych kalusech nebyl rutin detekovan ani v jednom ptipadé.

e Kuvolfiovani rutinu do Zivného média doslo u kalusovych kultur pfi pouZiti elicitoru u
vSech 3 testovanych koncentraci a pfi kazdém c¢asovém odbéru. Hodnoty

koncentrace rutinu v médiich se pohybovaly v rozmezi 53,4-184,3 pg/ml.

Byl potvrzen pozitivni vliv elicitoru 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea na produkci rutinu u
suspenznich kultur Fagopyrum esculentum Moench., kultivar Bamby. Kalusové kultury po
plsobeni elicitoru uvolfiovaly rutin do Zivného média. Z vysledk( je patrné, zZe se nejslibnéji jevi
plsobeni na suspenzni kulturu Fagopyrum esculentum Moench., kultivar Bamby pfi pouziti

koncentrace 10 mg/100 ml a dobé pusobeni 12 hodin.
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9. ABSTRAKT

Predmétem této diplomové prdace bylo zjistit, zda ma vliv pouziti derivatu pyrazinu, 1-octyl-3-
(pyrazin-2-yl)urea, jako abiotického elicitoru na produkci flavonoidu rutinu v in vitro kulturach
Fagopyrum esculentum Moench., kultivar Bamby. Suspenzni a kalusové kultury byly kultivovany
na zivném médiu podle Murashigeho a Skooga (MS) s pridavkem rlstového regulatoru kyseliny

2,4 - dichlorfenoxyoctové (2,4-D) v koncentraci 1 mg/I.

Ethanolovy roztok elicitoru byl ke kulturam pfiddvan ve tfech koncentracich: c; (100,0
mg/100 ml), c; (10,0 mg/100 ml) a c3 (1,0 mg/100 ml). Plsobeni elicitoru bylo sledovano v Sesti
Casovych intervalech: 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodin. Kontrolni vzorky, ke kterym se misto roztoku
elicitoru pfidaval 1 ml ethanolu 96% byly odebirany po 24 a 168 hodinach. Po odebrani vzork(

v danych ¢asovych intervalech, jejich vysuseni a zpracovani ndsledovalo samotné stanovovani

obsahu rutinu metodou HPLC. Sledovalo se i uvolfiiovani rutinu do Zzivného média.

V kalusovych kulturdch nebylo vlivem pUsobeni elicitoru pozorovano zadné statisticky
vyznamné zvyseni produkce rutinu. Kalusy vSak ve vSech pripadech uvolfiovaly rutin do Zivného

média. Obsah rutinu v médiich se pohyboval v rozmezi koncentraci 53,4 — 184,3 pg/ml.

Béhem plsobeni roztoku elicitoru (koncentrace c, ¢z i c3) na suspenzni kultury doslo ke
zvy$eni obsahu rutinu. Maximalni obsah rutinu (0,11 mg/g DW) byl zjistén pfi pouZiti roztoku
elicitoru o koncentraci c; (10,0 mg/100 ml), ktery plsobil 12 hodin. Po 12 hodinovém pusobeni
elicitoru byl vidy zjistén zvyseny obsah rutinu. Elicitor v koncentraci c; zvySoval produkci rutinu i

po 6, 48 a 72 hodinach.

Elicitor 1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea mél pozitivni vliv na produkci rutinu v suspenzni kulture
Fagopyrum esculentum Moench., odrida Bamby. V kalusové podnitil uvolfiovani rutinu do

média.
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10. ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the effect of pyrazine derivative, 1-octyl-3-(pyrazin-2-
yl)urea, as an abiotic elicitor on the production of flavonoid rutin in in vitro cultures of
Fagopyrum esculentum Moench., Cultivar Bamby. Suspension and callus cultures were cultivated
on Murashige and Skoog nutrient medium (MS) with the addition of 2,4-dichlorophenoxyacetic

acid (2,4-D) as growth regulator at a concentration of 1 mg/I.

The elicitor solution was added to the cultures at three concentrations: ¢ (100,0 mg/100 ml),
€2(10,0 mg/100 ml) and c3 (1,0 mg/100 ml). The elicitor was monitored at six time intervals: 6, 12,
24,48, 72 and 168 hours. To control samples 1 ml of ethanol 96% was added instead of elicitor
solution and samples were collected after 24 and 168 hours. Samples were taken at given time
intervals and dried. Subsequently, the rutin content was monitored by HPLC. The rutin release

into the nutrient medium was also tested.

During the experiment on the callus cultures no statistically significant increase in rutin
production after elicitor treatment was observed. But elicitor increased rutin production in
suspension cultures after treatment in all tested concentrations. The calluses always released

rutin into the nutrient medium. The rutin content in the media ranged from 53,4 to 184,3 ug/ml.

The maximum rutin content (0,11 mg/g DW) was detected in the suspension culture after 12
hours of elicitor application at a concentration c, (10,0 mg/100 ml), related to a 24-hour control
(0,06 mg/g DW). At 12 hours sampling the increased rutin content was always detected. A higher
rutin production was also observed after 6, 48 and 72 hours of elicitor treatment at a

concentration c,.

Elicitor-1-octyl-3-(pyrazin-2-yl)urea had the positive effect on rutin production only in
suspension cultures of Fagopyrum esculentum Moench., Cultivar Bamby. In callus cultures elicitor

stimulated the rutin release into the medium.
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