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1 UVOD

O rostliny seclovék zajima od nepa#ti. Zprvu je vyhledaval pouze jako zdroj
obZivy. Na zéaklad vlastnich zkuSenosti lidé &ili postup® prifazovat jednotlivym
rostindm uéité charakteristické vlastnosti, které dale vyuliv@®ozcji se lidé
k rostlindm vraceli cilefy Lé&Civé inky rostlin vyhledavali fi 1é¢bé raiznych nemoci.
P naboZenskych ritudlech se uchylovali rostlinahakicinogennim efektem (1).

S rozvojem syntetickych dé& je spojen i Ustup fytofarmak. Jejich vyznam ale
v poslednich letech nabyva nadlefitosti. Rostliny obsahuji velké mnozstvi
farmaceuticky zajimavych latek, ale jejich syntgzabtizna nebo finamé narana (2).
DalSi gekazkou v syntézefpodnich latek je fakt, Ze vysledny efekirpdnich latek je
podmirén souhrou hlavnich i vedlejSich obsahovych laték (3

Ukazuje se, Ze biotechnologické metody mohou lytnamnou alternativni

cestou ziskavani sekundarnich metab@iy.

V této praci jsem se zattla na metodu elicitace. Sledovala jsem vliv
ultrazvuku na produkci rutinu v suspenzni kidtlragopyrum esculentumpéstované
in vitro. Nejvyznamgjsi obsahovou latkou obsaZenou v pohance je fladanho
glykosid rutin, ktery je vyhledavanou sloZzkou nejgstravnich dogika, ale i vstupni

surovinou pro vyrobu semisyntetickych derivat



2 CIiL

Hlavnim cilem prace bylo osvojit si zakladni mekaedipi kultivaci rostlin
in vitro a zjistit jaky vliv ma ultrazvuk na produkci rutinv suspenzni kulte
Fagopyrum esculentunMoench Elicitace probihala podle iepdem definovaného

schématu. Z&re¢na analyza obsahu rutinu byla provedena pomoci HPLC



3 TEORETICKA CAST

3.1 Explantatove kultury rostlin

3.1.1 Definice

Pod pojmem explantatové kultury rozumime kultivdanych rostlinnychtésti

za gedem definovanych podminekvitro (4).

3.1.2 Charakteristika kultur

Zakladem explantatovych kultur je totipotence iosifch burk (5). Tuto
vlastnost nema jen zygota, ktera stoji né&attleu vyvoje nove rostliny, ale za vhodnych
podmineki kazda rostlinnd Bka s neposSkozenym jadrem. Zygota se za normalnich
podminek mitoticky 8li a vznikaji buiky dceiné, které se nasledmiferencuji a davaji
vzniknout organizovanym pletivn (4). Totipotence sefpdiferenciaci nijak neztraci,
naopak, je zachovana a rostlinaiza specializované kiy za utitych podminek

dediferencovat a navodit b&dmé dtleni (6).

3.1.3 Zalozeni kultur

Nejdrive se musi vytudt stabilni kultura, ktera se odvodi od maésti rostliny.
Diky totipotenci nezalezi na mésbdkeru vzorku. Celd kultivace musi probihat za
aseptickych podminek. Rostlinné vzorky se protobadg ze sterild nagstovane
rostliny nebo z rostliny povrchévsterilizované. Takto odebrany vzorek se umisti do

Zivného média specifického sloZeni a kultivuje agredem uéenych podminek (7).

3.1.4 Typy kultur

V prvnich letech pouZivani explantdse \filo, Ze no¥ odvozené kultury
budou geneticky stabilni.



Podle znény jejich genetické stability seld na dw nasledujici skupiny: (8)

= kultury zachovavajici genetickou stabilitu- meristémové kultury,
embryokultury
= kultury zvySujici genetickou variabilitu- kalusové, suspenzni

a protoplastoveé kultury

3.1.4.1 Kultury zachovavajici genetickou stabilitu

Meristémova kultura

Meristematicka kultura se odvodi kultivaci sambmévznosného vrcholu
a rekolika listovych primodii (4).

Za kEZznych podminek j&innost Gzlabnich axilarnich meristénpotlatena
vlivem apikalni dominance, diky které je postramétveni omezeno a vyvine se pouze
jedinad rostlina (8). Pro dgly mnoZeni rostlin se do zivhého médididavaji
tzv. regulatory fistu. V tomto pipact je jedna o cytokiny, které potiaji inhibicni vliv
vznosného vrcholu na axilarni meristémy a naopalppniji jejich fAst. Rychle
rostouci postranni pryty se pocilém ¢ase odstrani a kultivuji se nha médiu vhodného
slozeni. V této fazi se do médididavaji dalSi latky regulujiciast, auxiny, které

podpdi zakaereni (4,8).

Tato metoda mnozZeni rostlin je velice vyuZivanidednpduchd. Witym
negativem mZe byt problém se zakaovanim klori v primokultire. Tento problém

ale s rostoucimi pasazemi mizi (4).

Embryokultury

Jsou typické vznikem somatickych embrijiinpo na primérnich explantatech (4).
Tato metoda neni Siroce vyuzivana proto, Ze je a@lrulspecificka a zatim ji nelze
aplikovat na vSechny rostliny. Embrya vznikaji .tembryogenniho kalusu. Vznik
tohoto kalusu se navodi dediferenciaci specializékia pletiva pomoci

2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny (2,4-D) (8).
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3.1.4.2 Kultury zvysujici genetickou variabilitu

Kalusova kultura

Kalusovd kultura je charakterizovdna neorganizgran shlukem
nediferenciovanych bwk. Buiky maji mizné tvary, zna stadia vyvoje. Urovie
nara:nosti odvozeni této kultury je zavisla na druhulneg. U dvoudtloznych mizeme

Mt s

vzorek matené rostliny kultivujeme v podminkéadh vitro (4,5).

Rast kalusu vyvolame specifickym sloZenimistovych regulatdr v Zivném
meédiu. V tomto pipad potebujeme podpdt rast burgk kalusu, ktery navodime
rovnovaznymi koncentracemi auxinu a cytokinu. Tedenovazna koncentrace je pro

kazdou rostlinu specificka (4,5).

Kalusovou kulturu mizeme udrZovat pravidelnym pasé&Zzovanim ¢eastvou
Zivnou pidu i nekolik let. Musime ale dodrZzet rovnovaznou koncetitnd@istovych
faktoni. Posuneme-li jejich rovnovahu na stranu jednolmickz, nastanou nasledujici

situace: (4,5)

* pna stranu auxinu vyvolame tvorburkoi

* pna stranu cytokinu vyvolame tvorbu pugenprytu

Vhodnou Upravou koncentracéstovych faktod navodime tvorbu rozpadavého
kalusu, ktery je vhodny pra@vod do suspenzni kultury (4).

Suspenzni kultury

V idealnim gipad suspenzni kulturu t¥o jednotlivé bulky nebo malé shluky
nediferenciovanych buwhk, které se volé pohybuji vtekutém médiu. Blky jsou
uloZeny gimo v médiu a maji s jeho slozkami lepSi kontakity kterému mohoutst

rychleji nez kalusové kultury, které jsou kultivawana zpeveéném zivném meédiu (4).

Kvalitu suspenznich kultur ovliwije slozeni zivného roztoku. Beimé kultury
nejsou ¥tSinou schopné fotosyntézy a jsou tedy odkazangxagenni pisun uhliku,
neiastji ve form¢ sachardzy. Koncentrace makroelenigetv 1 litru média n€pst;ji
milimolarni, naopak mikroelemeitiadow mikromolarni. @ilezitou roli ogt hraje

mnozstvi fytohormoi, aminokyselin, vitamiin (9).
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Takto uspeadané kultury se vyuZzivaji hlaynk produkci sekundarnich
metabolifi in vitro. V praxi se setkame s produkci shikoninu susperkaiiiurou
kamejky rudokeenné a #kterych druli tisu, ktera produkuje antineoplastickginny
taxol (9).

DalSi oblasti vyuZziti suspenznich kultur jsou ndsjei: (4)

=  mutani Slechéni rostlin

» zakladani embryokultur (produkce somatickych embryi

Protoplastové kultury4,8)

Pod pojmem rostlinny protoplast rozumime rostlunfonku zbavenou buftné
stny. Protoplast rmizeme ziskat ziznych rostlinnych pletiv. Nejfrekventovgai

zdroje jsou:

» listovy mezofyl
= kalus

= suspenzni kultury

Bunéénou sénu mizeme odstranit mechanicky nebo enzymaticky. Enzigkeat
odstrarni je SetrijSi, proto se dnes mechanické odstrarprakticky nepouziva. Volba
enzymu zavisi na tom, jak chceme &tmou sénu rozrusSit. Nejastji se vyuZivaji

nasledujici enzymy: (4)

= pektinaza- rozpoustiigdni lamelu a nasledny rozpad btme stny

= celulaza a hemicelulaza- rozpousti vlastnidgoou sénu

3.1.5 Vyhody a nevyhody explantatovych kultur

Prevedenim rostlinné produkce do prosiar vitro sice nejsme zavisli na
klimatickych podminkach a @ize se zdat, Ze vSe probiha za idealnich podminiddyN
je ale velmi &¢zké vyhowt pozadavikm rostliny a zaroue technickému vybaveni

a ekonomickym strankam.
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Vyhody: (4,7)

Diky produkci in vitro jsme schopni kultivovat na malém prostoru velké
mnozstvi kultur,cimZ se snizuji naklady na provoz sklehifZ). K zalozeni kultury
nepotebujeme diky totipotenci b&k Zadnou specifickoutast mateéné rostliny.
Z matené rostliny nizeme odebrat velké mnozstvi malych vZoektim zaloZzit velkou
populaci bugk a z kazdé rizeme vygstovat novou rostlinu.

Vzhledem k tomu, Ze kultivace probitmévitro, nejsme limitovani klimatickymi
podminkami ani rénim obdobim. Diky vhodh zvolenému sloZeni Zivného média
muzeme paicné zvysit koeficient mnozeni nebo udrzet kulturu libmé¢ dlouhou
dobu.

Rostliny gstujeme za aseptickych podminek a nehrozi rizikowych nebo
mikrobialnich nakaz. V takovych kulturach nemusipmizivat chemické prasdky

snizujici riziko ndkazy jako je tomu u polnich kuwlt

Nevyhody:(4,7)

Tato metoda je natoa hlavié na laboratorni vybaveni. Vzhledem k tomu, Ze
prace probihd za aseptickych podminek, musime yaaco laminarnim boxu,
s vysterilizovanymi nastroji a sklem. Zivné médism také musi podrobit sterilizaci
v autoklavu. V tomto fipact musime zohlednit termolabilitiekterych slozek média a
odolnost ukitych mikroorganism. Kazdy pracovnik si musi byttdom dilezitosti
dodrzeni aseptické prace, protoze jeji nedodrzé@emntit celou kulturu.

Kultury vyZaduji i utitou fotoperiodu, ufitou vihkost a suspenzni kultury i
neustalé michani neepakach.

Cela metoda se neda plautomatizovat, coz @épzvysSuje finadni naklady.

3.1.6 Vyuziti explantatovych kultur

Z vyhod explantatovych kultur ziiovanych vySe riveme odvodit nasledujici
oblasti jejich vyuziti (7).
= alternativni cesta produkce k polnim kulturam
= diky kulturdm in vitro maZzeme vyuZivat produkty rostlin, které se

v polnich kulturach gstuji obtizg nebo se nedajiéptovat vibec

13



= zmeénou metabolismus bghk v kulture ve smyslu:
o0 zvySeni produkcedin¢ produkovaného metabolitu

o0 produkce nového metabolitu, ktery mata rostlina neprodukuje

3.1.6.1 Produkce sekundarnich metabolifi

Sekundarni metabolity jsou produkty specifickéhdahelismu, oznéovaného

jako sekundarni metabolismus. Pojem sekundarneptgnskuténosti, Ze existuji @ité

odliSnosti mezi tzv. primarnim metabolismem.

Odlisnosti primarniho a sekundarniho metabolismu

Primarni metabolismugl,10)

Pro rostlinnou biiku je nepostradatelny.

Ma spojitost sttstem- produkuji se jim stavebni latky.

Aktivni v celé fazi fistu a vyvoje rostliny, v @itych situacich je ovlivéena
pouze jeho intenzita. Zde plati antagonistické gasti primarniho metabolismu
vac¢i sekundarnimu. Roste-li organismus, je aktivnimdnini metabolismus,
sekundarni je utlumen a naopak. Tento jev |ze &tlis\wpojitosti metabolisrin
pies zakladni meziprodukty.

Funguje ve vSech Zivych organismech bez ohledlod#ast organismu.

Presré definovany fyziologicky vyznam.

Chemicky definované struktury.

Sekundarni metabolismu¢4,10,11)

Pro organismus ma specialni vyznam.

Nema spojitost sistem, ¥tSinou se jedna o regula, ochranné, detoxikai a
dalSi funkce.

Aktivuje se pouze v dité fazi vyvoje organismu. Spodsem je tSinou utita
zmeéna vrgjSich podminek, na které organismus produkci sekunich
metaboliti reaguje.

Je specificky pro @ité rostlinné druhy.

Vyznam neni u vSech metabélpresré definovany.
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= Struktural® se jedna o velmi pestrou skupinu.

| kdyZ se daji definovat tité odliSnosti mezi jednotlivymi metabolismyigsre
urcit hranici je velmi obtizné. Tkazem je skutaost, Ze biosyntéza sekundarnich
metaboliti probiha z uzkého spektra latek pochazejicich mgmiho metabolismu.
Jednd se o meziproduktyi gyntéze Sikimove kyseliny, acetylCoA &kieré dalsi latky.
Jako dalsi dkaz mizeme povazovat fakt, Ze v dolkdy se musi rostlinafizptisobovat
zménam okolnich podminek, snizi primarni metabolissum intenzitu a naopak zesili
produkce sekundarnich metabilit Toto antagonistické postaveni obou metabalism

vyswtiujeme odliSné pouzivanim stejnych meziprodukt

Z nazvu ,sekundarni seime zdat, Ze produkty nemaji v organismu podstatnou
Glohu, ale opak je pravdou. Sice neznamespy vyznam vSech sekundarnich
metabolifi, ale gesto se jejich tlohy pro produkujici rostlinu dajgdclit na nasledujici
skupiny: (4)

= Ochrannd funkce- rostlina, kter4 je vytuvdla, je diky nim ochré&na
proti Skidcim, predataim.

= ZajiSténi rozmnozovani rostliny atraktanty pro opylove.

= Detoxika¢ni funkce- uvaZzuje se o0 tom, Ze jsou to produkty
detoxika&niho metabolismu rostlin.

= Regul&ni funkce- jsou ve formd rostlinnych exuddt vylucovany do

okoli a slozi ke komunikaci (12).

3.2 Zivné médium a jeho sloZeni

Vybéru a gipraw zivné mdy v kulturachin vitro musime ¥novat nemalou
pozornost. Kvalitativni i kvantitativni charaktdii@ média niZze velmi ovlivnit dalSi
vyvoj celé kultury. Explantat ptebuje pro sij vyvoj stejné latky jako celistva rostlina

v polnich kulturach.

Vybér Zzivné pidy je zn&né zavisly na druhu rostliny. Celkové sloZzeni ma vliv

nejen naist ale i na spravny vyvoj explantétu.
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Pt mineralni vyziw burgk organismu se setkavame s tamtagonismem ionfi.
Podstata antagonismu sja v tom, Ze pronikani jedné Ziviny omezuje pramikjiné
Ziviny. Kationty K zpomaluji pijem dalSich katiorit Na“, Mg**, C&*. Podob# jsou
na tom i anionty C| které brzdi gijem SQ* (13).

Naopak pi synergismuse setkAvame se zvySenynirpkem ionfi do burgk pri
spol&ném pronikani &kterych kombinaci iorit Typickym gikladem je synergismus
NH.," a NOy nebo C4" a K (13).

Obecrt Ize sloZzeni média vyjéd nasledovs: (4)

= makroelementy

= mikroelementy

= regulatory fistu

= zdroj organického dusiku (aminokyseliny)
= vitaminy

= zdroj uhliku (sachar6za)

» nedefinované slozky

» sloZzky zpeviujici Zivné médium

3.2.1 Makroelementy

Soutasti, které rostlina ptebuje v ponirné velkém mnozstvi, oztajeme jako
tzv. makroelementy nebo také makroprvky. Jejichabbgssusia se ¥tSinou pohybuje

v rozmezi desetin aZ setin procent (13).

.international Association for Plant Physiology“vyazuje za makroelementy ty
slozky Zivného média, které jsou v koncentraci vy&¥ 0,5 mM/l. Sothsti média o

niZsi koncentraci se oz&gi jako mikroelementy (14).

V rostlinném &le pini hlavieé stavebni funkci (13). Do této skupiny fasest
nasledujicich prvic dusik, draslik, fosfor, vapnik, ik, sira (15).
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Dusik:

Dusik rostliny pijimaji v anorganické for® kterou podrobi dvoustiipvé
redukci. Prvé nitratreduktazou na nitrit a ve druhém stupni inéduktdzou na
amoniak. Vznikly amoniak nasledinkorporuji do organickych struktur, konkrétdo

aminokyselin (16).

Anorganickou formou jedstavuje népstji nitrat v podol dustnanu
draselného nebo désianu amonného. Do Zivného média se a&lddpa kombinace
iontdi NOs a NH;", ktera vede k lepSimuistu kultury (4). Tato skut@ost potvrzuje
synergistické fisobeni uvedenych iaint

Vzhledem k tomu, Ze dusik se&astni tvorby zakladnich Zivaindilezitych
struktur, jako jsou bilkoviny, aminokyseliny nebokieové kyseliny, je jeho deficit

znatelny na prvni pohled (16).

Draslik

Nejcastji je prijiman ve forn¢ chloridi nebo dusinani. V organismu plni hned
nekolik funkci: (13)

= ovliviiuje otevirani pirduchi a tim i regulaci transpirace

* je sowdasti mnoha enzyin(Rubisco)

= regulace membranového potencialu- draslik je hlavmiacelularni
kationt

= ovliviuje hydrataci

Fosfor(10,16)
Rostlina fosfor fijima ve forné anionti HPQ* a HPO; .
Vyznam fosforu v biice je nasledujici:

= energeticky metabolismus- s@sti makroergnich vazeb v ATP
= souast signalizéni kaskady- tvorba cAMP z ATP, fosforylace bilkovin
pomoci kinaz, tvorba inositol-1,4,5-trifosfatu
= souast nukleovych kyselin DNA, RNA
» sowast slozenych enzyinve formgé NAD® a NADFP vyznamnych
v dychacinretézci resp. pi fotosyntéze
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= tvoii strukturu fosfolipid, které vytvéi plazmatické membrany

Véapnik

Rostlinou je pjiman ve forng soli kyseliny fosforéné, sirové a uhiité.

Véapenaté soli pIni v rostlinném organismu nasledujiohy: (10)

= gspolen¢ s pektiny tvdi lepivou vrstvu a udrZuje integritu btimé stny

= (¢astni se signalizai kaskady- spiuje také vSechnytyii podminky pro

primérni posly, které uwejnili Pooivah a Reedy: (17)

1.

Hori ik

Odpowdi organismu na primarni stimuly je rostouci
koncentrace vapniku, teprve poté dojde Kk vlastni

fyziologické odpo¥di.

. Fyziologickéd odpo¥d’, jako reakce na vist koncentrace

vapniku se dostavi, i kdyZz byla #ma koncentrace
vapenatych iorit navozena use.

Burika je vybavena mechanismy, diky kterym je schopna
reagovat na z#my v koncentraci vapniku.

Zablokujeme-Ili zminy koncentrace vapniku, zablokujeme

také fyziologické odposdi.

Hor¢ik je vyznamg spojen s fotosyntézou, protoZze je &miti chlorofylu

a swtlocivnych gran v chloroplastechiiPosvitu se transportuje z lumen do stromatu,

kde aktivuje enzym Rubisco (16).

9]
=
QD

Buiiky siru fijimaji jako aniont SGF, ktery se podrobuje dal$imu metabolismu

(13).

18



3.2.2 Mikroelementy

Mikroelementy sice rostlina p@buje v mensim mnozstvi nez makroelementy,
ale pesto jsou nezbytné pro spravny vywuaj vitro kultur. Obsah mikroelemeint
v suSir¢ se pohybuje ¥adu tisicin az desetitisicin procent (13). Do tgkapiny paiti

nasledujici prvky: Zelezo, zinek, mangan, molybdém, ned’ (4).

3.2.3 Regulatory riastu

Regulatory iistu se souhrrnoznauji jako fytohormony. V oblasti kultivace
kultur in vitro se pouZzivaji nasledujici latky: auxiny, cytokimgibereliny a kyselina

abscisové (4).

Pti vybéru jednotlivych sloZzek média musime zohlednit nejgber latky a jeji
koncentraci, aleieZity je i pongr jednotlivych sloZek. Typickymifkladem je vhodny
poner auxinu a cytokinu (16). ilani auxinu podp® tvorbu kalusu a ¢kterych
sekundarnich metabalit Naopak pitomnost cytokinu rozvoj kultur a produkci
sekundéarnich metabalibrzdi (18).

Jedna se o latky s reguid aktivitou, podob#é jako hormony v Zivéisnérisi. Od

ZivociSnych hormon maji nasledujici odliSnosti: (16)

= Fytohormony se v rostlinnémglé tvori na vice mistech najednou,
rostliny nemaji Zzadnou specifickou zlazu, ve kteprodukci dochazi.

» Nemaji tak jednoduchou zavislost ¢igek- koncentrace”. Vliv
fytohormoni na iist miZe byt pozitivniho nebo inhiémiho charakteru.

= Pasobi na vice procés jsou tedy meh specifické nez hormony

ZivociSnéfrise.

3.2.3.1 Auxiny

Prvnim latkou s fytohormonalni povahou bylaindolyloctova kyselina, dnes
¢astji uvadcéna pod zkratkou IAA (10).

V souwtasné dob se vice vyuZivaji syntetickd analoga IAA, protoipodléhaji
enzymatické degradaci. Jedné se o nésledujici: Ity
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Indolylmaseln& kyselina (IBA)
Naftyloctové kyselina (NAA)
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4 D)
Fenyloctova kyselina

Fenylméaselna kyselina

Koncentrace auxinu zavisi na: (16)

Ro¢nim obdobi na jade je vysSi koncentrace, ktera souvisi
s intenzivnim iistem.

Casti rostliny a jejim ristovym potencialem vy33i hladiny nachazime
u ¢asti rychle rostoucich (pupeny).

Stari rostlinného organu- mladsi organy maiji vyssi rostouci potencial a

tim i vySSi hladinu auxinu.

Auxiny se v kultiv&nim médiu vyuZzivaji z nasledujiciclivbdi: (16)

Stimulace nistu- tuto vlastnost pozorujeme hlaynu izolovanych
rostlinnych¢asti, u intaktnich rostlin je ten to vliv rierelny. Divodem
muze byt dostatek vlastniho endogenniho auxinu.

Stimulace tvorby koreni- auxiny, které maji tuto dlohu, jsogtginou
puvodu stonkového. Kieny je sminuji za gibereliny, cytokiny a dalSi
latky, které jsou naopak transportovanyésem do stonku. Z tohoto
davodu musime stimulovat izolovany i#em nizkymi koncentracemi
auxinu. U stimulace intaktni rostliny musime bytabpejSi, protoze
koren je k gisobeni auxinu citligjSi nez stonek.

Stimulace burgéného cEleni

Vliv na apikalni dominanci- auxiny inhibuji fist Uzlabnich pupén
podporuiji fist prytu, ze kterého se vyvine rostlina.
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3.2.3.2 Cytokiny

Prvni objevenou latkou z této skupiny byl kinet@f@rfurylaminopurin) (16).
Efekt cytokimi se projevuje i souwasném fisobenip-indolyloctové kyseliny (IAA)
(10).
Hlavni ulohy cytokinu v rostlinném organismu shjimasledujici body: (13)
= Stimulace burgéé¢néhodéleni spojené s rostouci tvorbou DNA.
= Regenerace orgafi- ve spolupraci s auxiny zafidji regeneréni
procesy. Zde je velmiidezity vzajemny porér obou slozek. Vyrovnana
koncentrace auxinu a cytokinu vede k twomalusu, nadbytek auxinu
vede ktvork korene a naopak nadbytek cytokinu vyvola regeneraci
prytu.
= Apikalni dominance- cytokiny antagonizuji {sobeni auxinu na

vznosny vrchol. Bsobeni cytokif vede k ¥tveni stonku.

3.2.3.3 Gibereliny

Zakladem aktivity gibereliin je pritomnostent-giberelanového skeletu a dvou
karboxylovych skupin (poloha 7 a 19). Dnes rozeand& mnoho latek, které $adi
mezi gibereliny. (16).

Jednotlivé gibereliny se mohou liSit svou aktivitodiv na miru aktivity ma
druh a sté rostliny. V neposlednfac také jejich aktivitu ovliviuje i misto odbru
vzorku. NejvysSi aktivitou se vyz&gi now vznikajici organy a mista aktivnihstu
(16).

Uginky giberelin na rostlinny organismus vystihuji nasledujici bod,16)

= Stimulace nistu- zde se daji vysledovat diwe odliSnosti od &inka
auximi. Jedna se hla¥no to, Ze gibereliny stimulujitist pouze u
nadzemnich¢asti rostlin. Jejich vliv je fetelrgji vidét na intaktnich
rostlinach, zatim co auxinyupobi edevSim na izolované rostlinné
casti.

= VIiv na pohlavi kvéti- tento jev je patrny pouze wkterych rostlin
(okurka, Spenat). Aplikace giberealirpodporuje vyvoj sattich kwta a

zarove potlatuje rozvoj samiich kwta.
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3.2.3.4 Kyselina abscisovéa

Tato latka fisobi na rostlinu inhilihim mechanismem. Byla objeveni gtudiu

opadu listt a dormance (16).

3.2.4 Aminokyseliny

Dodavat aminokyseliny do vSech kultur neni bezpodimé nutné. Buky
kultur jsou samostatné v syntéze vSech nezbytnyminakyselin, ale vhodhzvolena
aminokyselina a jeji koncentraceube pozitivié ovlivnit rist kultury. Vysokéa
koncentrace iiize mit ale vliv opény a fist inhibovat. Rostlina dodané aminokyseliny

vyuZziva gedevsim jako dostupny zdroj dusiku pro syntézuemdi(4).
Muzeme do médiarmlavat jednotlivé aminokyseliny nagd_-glutamin,

L-asparagin, glycin nebo adenifastji se pouziva sis aminokyselin nap ve forns

hydrolyzatu kaseinu (15).

3.2.5 Vitaminy

Vitaminy hraji vyznamnou roli v metabolickych prgeeh, protoZe vystupuji
jako katalyzéatory (4).

Intaktni rostlina je schopna syntetizovat si vSechotebné vitaminy (4).
Explantaty gstovandn vitro mohou byt obsahem vitamiv Zivném médiu limitovany
(15).

Mezi vice¢i mére nepostradatelné vitaminy piathiamin, kyselina nikotinova,
myo-inositol a pyridoxin. Obsah myo-inositolu nerzivném mediu fmo limitni, ale
jeho gitomnost niZze st kultury stimulovat (4).

Ostatni vitaminy se fdavaji pouze do ditych typd Zivhych médii, protoze

nejsou limitujicim faktoremustu (19).
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3.2.6 Zdroje uhliku

VyZiva explantai je oproti intaktni rostlid heterotrofni. Schopnost explaritat
vyZivovat se autotrofnim Zigobem je zn&é omezena, proto je mnozstvi organického
uhliku v Zivném médiu velmitdezité (4).

Nejcastji se pouziva sachar6za, gluk6za nebo fruktdézaveéPeich pouziti
vede k lepSim vysledikn nez pitomnost galakt6zy, maltézy nebo lakt6zy. Sachar6za
obsazena v zivném médiu se jevi jako univerzalmiamta, protoZze seftpsterilizaci
meédiacaste&ne rozSepi na glukozu a fruktozu. Vzniklou glukdzu jsou sphy buiky

explantatu ihned vyuZivat (4).

3.2.7 Nedefinované organické slozky

Néktera média mohou byt obohacena o dalSi organigk@ldy. Nefastji se
pouziva kokosové mléko, kvagni extrakt aitzné druhy ovocnych/av (4).

,,,,,,

inhibovat (4). Jeho stimutai vliv byl pozorovan na kulie cibule a mrkve (20,21).

Naopak, v kultée sojovych bob byl pozorovan jeho inhibni vliv. (20).

Schopnost aktivniho uhli ovlivnitist kultury na ob strany se vysitluje jeho
schopnosti vazatizné slozky média. Dojde-li k absorpdistovych regulétdr, pisobi
aktivni uhli inhibtnim vlivem. Naopak, absorpci toxickych fenolickydatek

vznikajicich i rastu explantatu se vystiuje jeho stimulani vliv (4).

3.2.8 SloZzky zpewiujici Zivné médium

Pro zpeviini zivného média se rigstji pouziva agar. Diky jeho nasledujicim
vlastnostem je uednosiiovan oproti jinym latkam.

Je misitelny s vodou, geluje v teplotnim rozmezi160°C, poskytuje gel
stabilni fi teplot 45°C. Vytvdeny gel je tedy stabilnifpteplo® kultivace rostlinnych
kultur. K jeho dalSim pozitlém setadi stabilita pi kontaktu s rostlinnymi enzymy.

V neposlednfadé nereaguje s Zzadnou slozkou zivného média (22).
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Pri piipraw se musi ¥novat velkd pozornostistott agaru, protoze on sam
obsahuje vapnik, héik draslik a sodik a tim iie dojit ke zrminé koncentrace

jednotlivych ionti v médiu (4).

Kromé agaru je mozno pouzit i agar6zu, Phytagel nebdit&eCasto se také

pouzivaji niistky z fiznych materidl (filtracni papir, polyuretanovaspa) (4).

3.2.9 Typy médii

V sowasné dob se pouziva velké mnoZstvi zivnych médii. Jejictbéryje
ovlivnén hlavré druhem kultivované rostliny, protoZe kazda rostliné jiné pozadavky
na mineralni vyzivu.

Mezi nejpouzivaiSi seradi nasledujici média: (4)

= Murashige and Skoog (MS)
Gamborg (B5)

= Nitsch and Nitsch (NN)

= Gautheret

= Lloyd and McCown
= Shenk and Hildebrant (SH)
= Linsmaier and Skoog (23)

3.3 Dezinfekce a sterilizace

Procesu dezinfekce a sterilizace se mubsippaci wnovat nélezitd pozornost.
Dlouhodobé udrzeni kultury je zavislé nejen na glaném pasdzovani na nové Zivné
meédium, ale také na dodrzeni podminek aseptickéeprdejich dodrzeni je jednim

s

z nejdilezit¢jSich, ale zarovei nejproblematitéjSich ukori.

Po celou dobu manipulace s explntatovymi kulturaemipracuje se sterilnimi

pomickami ve sterilnich podminkach (4).
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Sterilizace pomoci vlhkého tepla ma vysginhost nez sterilizace suchym
teplem (24).

3.3.1 Sterilizace zivného média

Metoda sterilizace Zivného média je zavisla natutastech latek obsazenych
v médiu. Obsahuje-li médium termolabilni gasti, musi se takové médium sterilizovat
filtraci. K tomuto &elu se pouzivaji specialni membranové filtry o kadti pdti mensi
nez 0,2um. Tyto filtry mohou byt jednordzoveé, dodavanévi&sterilni podo& nebo se
filtry a dalSi potebné z#zeni sterilizuje v autoklavu. iipraveny roztok se filtruje

v boxu s laminarnim proddim do sterilni nadoby (4).

Jsou-li obsaZzeny termostabilni gasti, médium se sterilizuje v autoklavu.

Doba sterilizace média v autoklavu je zavisla nastvi média (24).

Casto se tyto metody kombinuji. Termostabilni slozkgdia se sterilizuji
v autoklavu, nechaji se vychladnout na teplotu 354 Do takto fipraveného média

se fridaji sterilré zfiltrované termolabilni slozky (24).

3.3.2 Piiprava matecné rostliny

Obecrt plati, Ze rostliny gstované ve skleniku jsou mekontaminované nez
rostliny pochazejici z polni kultury (24)rd3to je dlezité sprava provést povrchovou

sterilizaci rostliny.

Rostlinny material neni moZzné sterilizovat pomogisokych teplot, ale
pouzivaji seizné dezinfekni roztoky. Pouzité prostdky nesmi poSkozovat rostlinu a

jeji pletiva, ale musi dostai® Gcinné nicit bakterie a pliséi(4).
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3.4 Fyziologie stresu

Rostliny jsou sotéasti utitého prostedi, které jeiznym zmisobem ovliviuje.
Rostliny nemohou ifgd Skodlivymi vlivy zevniho prostdi nijak uniknout, musi byt

proto vybaveny systémem ochrannych reakci (16).

Nep‘iznivé vlivy prostedi se oznalji jako stresoveé faktory (stresory). Jejich
rozcleni vystihuje nasledujici obrazek.

Mechanické &inky

N

Extrémni teploty

i

[ fyzikalnf

Zivogichové

(spasani)
Nadmérné oza&eni

biotické Vzéajemné

Nedostatek vody

ovliviiovani
rostlin

Nedostatek kysliku

Nedostatek zivin v Patogenni

mikroorganis
my

Nadbytek ionta soli

Toxické kovy v piadé

Toxické plyny

e

Obrazek 1: Rozteni nejdilezitejSich stresovych faktér(podle Larchera 1995)
(16)
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Pti hodnoceni vlivu jednotlivych stresovych fakicse &tSinou uvazuje idealni
situace, kdy na rostlinutigobi pouze jeden stresovy faktoasto je rostlina vystavena
pusobeni gkolika faktomi najednou (vysoka teplota a nedostatek vodydep DalSim
problémem je i fakt, Ze stresory sicéspbi pouze na titou ¢ast rostliny, ale

aktivované stresova reakcé&t$inou pisobi na rostlinu jako celek (16).

Mechanismy, kterymi rostlina odolavaigobeni stresovych fakiorzevniho
prostedi, se daji roztlit do dvou nasledujicich skupin: (16)

= Pasivni a mechanismy zabrauji pisobeni stresu pomoci mechanické
bariéery (silna kutikula, rezervoary vody).

= Aktivni mechanismy- omezuji negativni ysobeni stresovych fakior
v buinkdch a tkanich. Tento proces se olkeoana&uje jako stresova

reakce.

3.4.1 Stresova reakce

Rostliny a Ziv@éichové se sice vzajermariSi nejen v anatomii, ale i fyziologii.
| presto niizeme aplikovat na rostliny vystavené stresoverimopeni obecné schéma

stresové reakce (16).

Pribéh stresové reakceélime na rkolik fazi a jejich pébeh zachycuje
obrazek 2. Bezprosdre poté, co je rostlina vystavenadgmbeni stresovych fakirse
v rostling aktivuji ugité obranné mechanismy. P&/dojde k poSkozeni struktury nebo
funkce rekterych burcnych struktur (tzv.poplachové faze Tyto faktory mohou
pusobit delSi dobu. Vzhledem k tomu, Ze rostlina ©ieenz dosahu gsobeni &chto
faktoni nijak utéci, musi aktivovat &ité kompenzéni mechanismy. Tento stav se
ozna&uje jako tzv.restituéni faze Tato faze nastane pouze, kdyZ intenzita stresovyc
faktor neni pro rostlinu letalni. Diky aktivovanykompenza&nim mechanisiiim mize
byt rostlina vystavenaigobeni delSi dobu, aniz by t¢jak narusilo jeji integritu. Tento
stav se oznalje jako faze rezistence | pres aktivované mechanismy néme byt

rostlina trvale vystavena strefor. Po utité dok® dojde k tzvfazi vyéerpani (16).

Celkovy piib¢h a vysledek stresové reakce se odviji jednak gy @éintenzity
pusobeni stresoru a jednak od stipiyvoje rostliny. Utitou roli zde hraji i rostlinné

adapténi schopnosti (16).
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Obrazek 2: idealni pibeh stresové reakod 6)

3.4.2 Z&kladni mechanismy stresové reakce

3.4.2.1 Stresove proteiny

Pod vlivem stresovych faktbrrostlina néni syntézu dznych proteid, a8 uz
z hlediska kvalitativnhiho nebo kvantitativniho (16)

K indukci jejich syntézy dochazgkolik nasledujicimi zfisoby: (16)

= zvySenou teplotou

= chladem

= dehydrataci

» sniZenou koncentraci kysliku

* patogeny
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3.4.2.2 Aktivni formy kysliku

V rostlinach mohou slouZzit jako signalni molekuktiaujici specifické struktury
zodpo¥dné za aktivaci exprese specifickych @€f25). Na druhou stranu vznikaji

v organismu fi pusobeni stresovych fakin(16).

Jako produkty &ného metabolismu se kyslikové radikaly rfvdlavre

v chloroplastech a mitochondriich (26).

Vysoka koncentrace ét¢hto reaktivnich forem kysliku #Apobuje
poskozeni membranovych ligidenzynii a nukleovych kyselin. Vysledkemigobeni
téchto reaktivnich forem je aktivace hypersenzitiveakce, ktera vede k apoptoze
burky (27,28).

Aby mohla rostlina udrzovat stalost wnitho prostedi, musi regulovat mnozstvi
aktivnich forem kysliku. K tomutoé@lu je rostlina vybavena antioxidanty, kteréifvo
dvé skupiny- enzymové a neenzymoveé (29).

e

Mezi nejdilezit¢jSi neenzymové antioxidanty pat askorbova kyselina,
a-tokoferol, karotenoidy a redukovany glutathionuBou skupinu tvid specializované
enzymy, mezi které patzejména superoxiddismutaza, katalasa, glutatleimxdaza

(29).

3.5 Elicitace

Podstatou elicitace jeipobeni vhod& zvoleného stresového faktoru (elicitoru)
na rostlinny explantat. Dany elicitor vyvola v Hosém organismu stresovou reakci,
ktera aktivuje enzymatické reakce, vedouci k pkadsekundarnich metabali{15).

Elicitor maze zvysit produkci &n¢ produkovaného metabolitu nebo #ami

syntézu metabolitde novo(24).

Tato metoda je sdem zijmu mnoha vyzkum Hledaji se nejen kultury,

u kterych by se dala metoda elicitace vyuzit, @eih a koncentrace daného elicitoru.
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3.5.1 Biotické stresy

Na rostlinu fisobi jak nezivé, tak zivé stasti @irody. Mezi biotické stresy

fadime stresové faktory @gobené Zivymi organismy.

3.5.1.1 Aleopatie

Rostlina je obklopena dalSimi rostlinami, kterémjphou uéitym zpisobem
ovliviiovat. Pod pojmem aleopatie rozumime owivin okolnich (cilovych) rostlin

acinnymi latkami jiné rostliny (zdrojoveé rostliny)16).

Zdrojova rostlina musi byt proti svému sekundarnmmetabolitu odol&si nez
cilova rostlina. O tom s¥¢i i skut&nost, Ze se setkavame se souvislymi porosty jedné

rostliny, ve kterém se jiny rostlinny druh neud#).

3.5.1.2 Interakce s byloZravymi Zivatichy

Rostliny si Bhem evoldniho vyvoje vyvinuly uéité obranné mechanismy proti
herbivornim zivgéichim. Rostliny se mohou chranit mechanickysgbem (trny, velké
mnoZstvi sklerenchymatickych pletiv) nebo cestoodpkce sekundarnich metabolit
(16).

Rostliny mohou obsahovat sekundarni metabolity iémannozstvi, ale vysoce
acinné. Pati sem fizné alkaloidy, které rostlinu spolehdivchrani ped bylozZravci.
Druhou skupiny tvei rostliny obsahujici siceétsi mnozstvi dinnych latek, které jsou

ale még Gcinné (16).

3.5.1.3 Patogenni organismy

Rostlina je sice proti sobeni mikroorganisin chrargna silnou bu&nou
stnou, ale ani ta neiize pisobeni patogeénodolavat dlouhou dobu. Ngjsgji jsou

rostliny napadeny virovou, bakterialni nebo houhowdekci (16).

Pro boj s houbovymi mikroorganismy jsou rostliny bayeny ®kolika
obrannymi mechanismy. Prvnim z nich jsou tprweinfekéni mechanismy které ma

rostlina k dispozici i kdyz neni vystavenaspbeni patogem (25).
30



DalSim mechanismem je tzliypersenzitivni reakce Po vniknuti patogena do
organismu se rostlina snazi zabraniesi infekce. V mist priniku rychle odumiraji
buiky, které zabrani fisunu Zzivin k @vodci infekce a ten postupnodumira.
Hypersenzitivni reakce ide byt samostatnym obrannym mechanismem nebo je

spoustcim mechanismem systémovych reakci (25).

Rostlina se také fie branit produkci ditych obranych latek. Meazi
makromolekularni latkyradime tzv. proteiny vztazené k patogend2R{ proteiny)

neboantifungalni proteiny (25).

K obranné reakci fize napadena rostlina vyuzit i nizkomolekularni yatk
Nekteré se v rostliévyskytuji BEzng, ale v mensi nii@ nez pi infekci. Jedna se hla¥n
o flavonoidy, fenolické latky nebo alkaloidy. Sonh¢ se takové latky ozwiaji jako

fytoncidy neboinhibitiny (16).

Zvlastni postaveni maji tzvfytoalexiny. Jedna se o latky nizkomolekularni
povahy, které se v rostlrbézné nenachazeji (16). Jejich produkci stimuluje praijdi
infekce patogenem, elicitory nebo fyzik&lchemické podty (25). Pod pojmem
elicitory zde rozumime specifické metabolity produé&né patogenem (exogenni
elicitory) nebo latky uvalujici se pi kontaktu bugcénych sén patogenu a rostlinné

buiky (endogenni elicitory) (16).

Jak rostlina zlepSuje své obranné mechanismy, taknié patogeny si vyvijeji
mechanismy, diky kterym Iépe proniknou do rostlirméiky. Patogeny produkuji
tzv. supresory, které potldi rozvoj hypersenzitivni reakce, produkci speciicik
obranych latek (16).

3.5.2 Abiotické stresy

Mezi abiotické stresyradime vSechny nezivé faktory, které jsou schopny
v rostlinném organismu vyvolat stres. Podle jejdastnosti se rozduji do dvou
z&kladnich skupin, které se dalelid Jejich detailni rozéleni vystihuje obrazek 1,
nasledujici text popisuje pouze nejvyznajanabiotické stresy.

Podminky, které jsou pro jeden druh stresujicihowopro jiny rostlinny druh

znamenat optimalni podminky #stu.
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3.5.2.1 Nedostatek vody

Pokles vody v fid¢ pod kritickou mez je ozravana jako vodni stres. Pro
kaZdou rostlinu je tato kriticka hranicézna. Vodni stres se vyskytuje u vSech rostlin,

ale kazda nadreaguje odliSnym zjsobem (30).
Rostlina reaguje na nedostatek vody nasledujicieahanismy: (16)

= Zména aktivit enzymi- nekteré zvysSi svou aktivitu afamylaza) a
n¢které ji naopak snizi (nitrdtreduktaza).

» Roste koncentrace kyseliny abscisové (ABA)eji mnozstvi se zvysi az
Ctyricetinasobs vlivem zvySené produkce nebo mobilizaci jejichabas
z chloroplasi. K jejimu nafistu dojde hlava v listech, kde snizuje
vyménu plyni praduchy, coz vede k poklesu transpirace a fotosyntézy

.....

Ukolem je zvysit osmoticky tlak v lidach.

Vodni stres také ovlivni mnozZstvi chlorofylu, kaobidi (31). V listech vrby

byl pozorovan ndist flavonoid: a fenolickych kyselin (32).

3.5.2.2 Zasolené pidy a kyselé fidy

lonty obsazené ve vysoké koncentraciidgpse hromadi v hikach rostlin, kde
inhibuji metabolické procesy. Vysoky podil iérje pro &tSinu rostlin toxicky, existuji
vSak rostliny, které jsou schopnyist i na vysoce zasolenychigach bez #&tSich
problémi (16).

Nadbytek iont soli v pidé vede k dehydrataci btk a nasledné redukci
cytoplazmatického objemu bky (33).

Na poklesu pH pdy se podili nejen kyselé dé&st primyslovych oblastech,
Spatné hnojeni dusikatymi hnojivy a dalSi 2déské aktivity. Rostliny ¥tSinou nejsou
posSkozeny fimo nizkym pH fdy. Klesajici hodnoty pH maji za nasledek vyplavava
dulezitych ionfi (vapnik, hcik) z pidy nebo zvySenou rozpustnost ibntteré jsou ve

vySSi koncentraci pro rostlinu Skodlivé (Zelezongen, hlinik) (16).
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3.5.2.3 Pokles mnoZstvi kysliku v fidé

Jeho obsah je ovlim mnoZstvim a velikosti poru v zemdira mnoZstvim
aerobnich mikroorganisirzijicich v pidé. Zde plati pimé angra: ¢im vétsi bude poet
a velikost pai, tim vice kysliku se dougly dostane. Problém nastava u jilovitych nebo

u nadnérné zamokenych fid (16).

Nedostatkem kysliku trpi rostlinyfijpno i negimo. Problémy nastanouiip
poklesu kysliku v intercelularach pod 2-4 %. Potildizi ke zrné metabolismu
z aerobniho na anaerobni, zatavi se transportrehikiy mitochondriich a citratovy
cyklus. Buika ziskava energii z glykolyzy a naslednym odboandwm pyruvatu
anaerobni cestou, coz je energeticky malo vyhodnéde k rychlému wWerpani
organickych zasob (16).

Neprimy vliv spaiva v postupné zem¢ slozeni gkterych latek v pdé. Pod
vlivem nizkého mnoZstvi kysliku dni svij metabolismus nejen rostliny, ale i
mikroorganismy Zzijici v pdé. Mezi nejznamysSi zmeny metabolismu pét redukce
nitrati na dusik, siranna sirovodik a uvokni Skodlivych Zeleznatych, manganatych

ionta (16).

3.5.2.4 Toxické latky v prostredi

Rostliny se postupeméasu musely vyrovnavat s rostoucim mnozstvim
cizorodych latek ve svém okoli.tAuZ se jedna o latky plynné v ovzduSi nebo o latky

pevneé, kapalné vigk.

V poslednich letech je nejvice ziovany oxid gii¢ity, ktery se do ovzdusi
dostava fi spalovani fosilnich paliv. Pronikagmuchy, néni se na gicitanové anionty
a mii do chloroplast. Fxi jeho nizké koncentraci se zdé¢i&tanove ionty inkorporuji
do organickych vazeb, ale ve vySSim mnoZstvi inhienzym Rubisco a naslegn

sekundarnéast fotosyntézy (16).
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3.5.2.5 Ultrazvuk

Ultrazvuk generuje kmity vySSi nez 20kHz, kteréujswad hranici slySitelnosti
(34).

Uginky ultrazvuku na biologické struktury jsou tep&lmechanické a fyzikain
chemické (35). Uvadi se, Zze 30 % energie se v ¢ckageneni na tepelnou energii.
MnozZstvi vzniklého tepla je zavislé jak na fyzikain stavu tkani, tak na intengit
ultrazvuku (34).

Pfi prachodu ultrazvuku prostdim dochazi k tlakovym zmam, jejichz
nasledkem vznikaji v tkanich vzduchové bublinyy&temitaji. Jejich objem se &guje
i zmenSuje a tive dojit i k jejich zaniku. Dikyémto proce8m vznikaji razove viny.
K posSkozeni tkani dochézi nejen vlivem razovych, vée i vznikem aktivnich
kyslikovych forem (36).

Vliv ultrazvuku na biologické struktury zavisi narekvenci (intenzi)
ultrazvuku. Pozitivni fisobeni je spojeno s vysokofreké¢aimi ultrazvuky (maji

nizkou intenzitu). S rostouci intenzitou se poamnitikinky méni v negativni (34).

= Stimulaéni UG¢inky se projevuji na hikach schopnych rychlé regenerace
(34). Fesny mechanismus neni dosudéptnam, ale fedpoklada se, ze
spaiva v urychleni metabolismu (35) nebo oviwh propustnosti
membran (34).

= Inhibiéni U¢inky Ize pozorovat na dkolika Urovnich. Dochazi
k poSkozeni biopolymér(enzymy, nukleové kyseliny) a membranovych
organel (mitochondrie) (34).
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3.6 Fagopyrum esculentum

3.6.1 Charakteristika

Jedna se o0 jednoletou, dvaélaFnou rostlinu Zeledi rdesnovitych
(Polygonaceag rodu Fagopyrum Zlodyhy vyiGstaji srdité prevazr celokrajné
dlouzerapikaté listy (37). K&ty maji bilou neboirzovou barvu. Jsou usfamany do lat
vychéazejicich z Gzlabi list U pohanky se vyskytuje typicky nepé&mmezi tyinkami,
kterych je osm, a okd¥nich listka, kterych je gt. Jelikoz je rostlina medonosnd, nachazi
se v kétu i nektaria, ktera odtlji jednotlivé tyinky (38). Plod Fagopyri semenje
tvoreny tvrdou trojbokou nazkou obsahujici jedno sem@®). Nazky jsou ulozeny
v tvrdé slupce (oplodi). Na #pobu odstraini oplodi zavisi i mnozstvi obsahovych

latek. Nazky se ziskavaji &ma zgisoby: (40)

= Mechanicky- Ziviny jsou zachovany, vysledné zbarveni nazekvgle
Zluté.

»  Tepelné- vétSina Zivin je zniena a vznikaji nazky kdé barvy.

3.6.2 Piavod

Piavodem je pohanka zefstini a severniasti Asie, v oblasti mezi MandZzuskem
a Bajkalskym jezerem. Odtud se rditdido Evropy pi najezdech Mongdla Tatad. U
nas se gstovala od 16. stoleti. Neni ndn@ na obsah Zivin vijolé, proto se pstovala
hlavre na chudych fdach v Beskydech, Karpatech a oblasti vychodnilaveBiska
(41).

3.6.3 Odrudy a jejich vyskyt

Nekteré zdroje rozliSuji 2 oddy. Prvni druh pochazi z oblasti Japonska, Koreje,
severniCiny, Nepélu a Indie. Vyzraji se pozdjsim dozravanim, vysokym wistem,
velkym mnoZstvim ligt. Ke spravné tvorbgenerativnich orgdnvyZzaduji den dlouhy
nejmeér deset hodin (42).
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Druhému typu pohanky stapro vytvaeni generativnich orgénpouze deviti
hodinovy osvit. Bstuje se v Evrapa severnCing. Je to odida rana, niz&iho vistu a
mert olisténa (42).

Nekdy se setkdvame s pohankou tatarskbagbpyrum tartaricumGartner),
ktera je odolyjSi nez pohanka setkdgopyrum esculentuMoench.). Z tohoto @vodu

byva vysazovana do vyssich nadskych vysek (43).

3.6.4 Obsahové latky

Pohanka obsahuje velké mnoZstvi biologicky aktilrn$towenin. Nekteré se

vyuZivaji ve farmaceutickém fmmyslu (rutin), ostatni maji hlagmutricni vyznam.

Nazky jsou vyhledavanou plodinou &znych dietnich rezimech. Obsahuji 10 %
bilkovin, 65 % Skrobu a olejnatouquistavuje 2,5 % (44).

Plody pohanky jsou bohaté na vitaminy skupiny Bamiin E a C. Dale obsahuje
fadu dalSich latek, zejména draslik,idilo, vapnik, fosfor, stopav Zelezo, mid,

mangan, zinek, selen (39).

Z lipidu obsahuje nenasycené mastné kyseliny- linolovanaehovou, 0,2 %

biologicky aktivnich sterdl (sitosterol) (45).

Pohanka je vyhledavanym zdrojem flavorioitMezi nejvyznamgsi pati rutin,
orientin, isoorientin, vitelin. Jednotlivé druhy henky se vzajemin liSi obsahem
flavonoidi. Zjistilo se, Ze jejich obsah je vyssi v drufagopyrum tartaricumnez ve

Fagopyrum esculentun®ke zmininé pohanky se obsahem k§yinasobs (43).

V pohance nejsou obsazeny jen pidsie latky, ale i potencianskodlivé.
Zejména fagopyrin, ktery #igobuje fotosenzitivni reakcifiFslunegnim osvitu pokozka
zrizovi a s¥di. Reakce organismu na fagopyrin se ¢mjea jako fagopyrismus (43,
46).
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3.6.4.1 Rutin

Rutin je Zluty krystalicky prasek nerozpustny ved®o dolre rozpustny
v metanolu. B kontaktu se slunmim swtlem tmavne, proto sefipskladovani musi

pied slunénim z&enim chranit (47).

Rutin predstavuje nejfrekventovesi glykosidickou podobu kvercetinu (48).
Chemicky by se rutin dal vyjéid jako kvercetin-3-rutinosid (49). Jedna se tedy
o flavonoidni glykosid, jehoZz cukernou slozkuegstavuje disacharid rutin6za

(rhamndza a gluk6za), aglykonem je kvercetin (50,51

V menSi mife je rutin obsazeny viznych druzich ovoce, zeleniny. V minulych
letech se zjiovalo, jak vyznamny je obsah rutinu v be&auném Sambuccus nigra.).
Prednttem studie byly hlawaplody, Wtve a listy. Bi orezavani bezu vznik4 odpad ve
forme listi a &tvi, ktery je bez vyuZziti kompostovan (52,53).

Obr. 3: Strukturni vzorec rutin(#47,54).

3.6.5 Droga

Drogu pedstavujefezana né (Fagopyri herbd, kterd se sbira na &tku
kveteni, ped tim, neZ vytvid plody. Droga je po siu ihned usuSena esky Iékopis

2009 definuje min. 4% obsah rutinu,gitdno na ususenou drogu (47).

3.6.6 Vyuziti

Lécebre se vyuziva kvetouci igFagopyri herba a nazky Fagopyri semen
Nékdy se pouziva i oplodi, ze kterého $mravujecaj (40).
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Rutin se vyuziva nejen ve farmaceutickénmnpyslu, ale je i vhodnou soasti
riznych dietnich rezifin Ma celoutadu vyznamnych vlastnosti, ke kterym isali

hlavre antioxida&ni, protizastlivé, protirakovinné psobeni (50,51).

Rutin je schopny tlumit tzv. Fantonovu reakcii které vznikaji v organismu

reaktivni formy kysliku, které poSkozuji tk&(b0,51).

Mé také své misto v terapii Zilnich onemeéei) protoZe posiluje pevnost Zil a
zvySuje jejich elasticitu. Vyuziva se tedy v terdmmoroidi, kie¢ovych Zil, bércovych
viedi, pii nedokrevnosti kotetin. Jeho efekt a cévy neni jen terapeuticky, iale
preventivni. SniZzuje riziko praskani cév, snizugko vzniku nahlé cévni mozkové
piihody (37).

Rutin pedstavuje pro farmaceuticky gmnysl vyznamnou surovinu. Jeho
duleZitost dokazuji data v tabulce 1, ktera dokladujeZstvi distribuovanych dé&ych
piipravki obsahujicich rutin a jeho derivatyeské republice za rok 2010 (58,67).

Rutin nema vyznam jen farmaceuticky, ale i potratgky. Konzumace pohanky
shiZzuje riziko rakoviny $ev. Flavonoidy se vitbavaji v tlustém sw, kde jsou
podrobeny rozkladu. Naém se podili mikroorganismy, které enzymaticky opist
kvercetin. Aglykon je dale &en za vzniku fenolovych kyselin (55,56). Tyto Kyse
se Spaté resorbuiji, a proto je jejich koncentrace v tlustifeve vysoka. Usuzuje se, Ze

praw tato skuténost nmiZze preventiva pasobit proti kolorektalnimu karcinomu (55).

Ukazuje se, Ze konzumace pohankghotenstvi ma fiznivé &inky na plod.
Flavonoidy prostupuji placentarni bariérouisspivaji ke spravnému vyvoji nervového
systému a mozku (43). Na druhou stranu se v sastiss metabolity flavonoid
(polyfenolové kyseliny) zjistilo, Ze vytvas nehemovym Zelezem komplexy a snizuji
tak jeho vstebatelnost. Snizenytipem Zeleza riize byt nebezpmy zejména v dab
tehotenstvi (57).

Pohanka je také vyuZivana ke sniZeni hladiny ctei@s. V porovnani
s innymi latkami ziskanymi ze soji se zjistilo, Zehaomka dinngji snizuje hladiny
cholesterolu, zejména LDL a VLDL (45).

Neobsahuje lepek, proto je vhodnou potravinou amegnty s celiakii (40).

38



Tabulka 1: Distribuované tévé pripravky vCeské republice obsahujici rutin a jeho
derivaty pro rok 201@58,67)

Celkem
mnozstvi |finance/ rok mnozstvi LL (mg)
néazev péipravku sledovana LL sledovangs max. obch.  |ve vSech balenich z
LL (mg) [PFirazkou a cely rok
DPH
ASCORUTIN rutosidum trihydricunp 40 35656060 1151143000
ANAVENOL rutosidum trihydricum 3P 15978943 731061000
WOBENZYM rutosidum trihydricun 5p 2326247p9 2958986p00
PHLOGENZYM rutosidum trinydricung 140 12304137 16383@00
GINKOR FORT troxerutinum 3700 60751p0 309141p00
CILKANOL troxerutinum 30( 64351033 6182928000
VENORUTON oxerutinum 300D 8353995 793815000
VENORUTON FORTE oxerutinum 300 32380708 3098083000

407724726 15388993000
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 PFistroje

Analytické vahy Sartorius PRLT A 1

Horkovzdusny sterilizator, Chirana SVS9/1

Autoklav, PS 20A Chirana

Box s laminarnim proughim, Fatran LF

SuSarna HS 61A Chirana

Trepaky, IKA KS 260 Basic, Heidolph Pkomax 2020
Vodni laza, typ 1042 GFL

Ultrazvukova laze, typ RX 255H Bandelin Sonorex
Mikrofiltry 0,45um, Tessek

Vialky Labicom s.r.0. Olomouc

Kapalinovy chromatograf JASCO AS 2055 Plus

Kolona Li Chrospher RP-18 125-4, sorbent Li Chresdum
Predkolona Li ChroCART 4-4, sorbent Li Chrosphanb
Pumpa Jasco PU-2089 Plus

Termostat kolony Jetstream 2 Plus

Autosampler Jasco AS-2055 Plus

Diodovy detektor Jasco MD- 2015

Spinaci napajeci zdroj MW7H380 GS Traveler ¢ élektrody

4.2 Chemikalie

Destilovana voda R
Ajatin

Ethanol 96%
Methanol R 80%
Ajatin

Acetonitril R
Kyselina fosforéna R
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4.3 Rostlinny material

K praktické ¢asti jsem pouzila kulturu odvozenou ze semenénklfostliny

Fagopyrum esculentuioench.ve 22.-26 pasazi.

4.4 Slozeni a piprava Zzivného média

K experimentalnicasti bylo pouzito Zzivné médium podle Murashigeho®&ja

(MS), pripravené podle nasledujiciho schématu: (4)

Makroelementy: all
CaCb.7H,0O 4,40
KNO3 19,00
MgSOs. 7H,0 3,70
NH4NO3 16,50
KH.PO, 1,70
Mikroelementy: all
MnSOy.H,O 16,90
ZnSQ.7H0 11,50
H3BOs 6,20
Kl 0,83
CuSQ.5H,0 0,025
NapM00O,.2H,0 0,25
CoCh.6H,0O 0,025
Zeleznaty komplex g/l
FeSQ.7H,O 2,78
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NaoEDTA 3,73

Vitaminy a dalSi slozky: g/l

Pyridoxin 0,50

Thiamin 0,10

Kyselina nikotinova 0,50

Sacharoza 30,00

Myo-inositol 0,10

Hydrolyzat kaseinu 1,00

Ristovy requlétor: ml/I
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D) 1,00

Podle pedepsaného schématu bylippaveno zivné médium navazenim jednotlivych
sloZzek na analytickych vahach.étdina komponent je zastoupena ve velmi malém
mnoZstvi, proto byly fipraveny jejich zasobni roztoky, ze kterych se rmfané
mnoZstvi odmfrovalo pipetou. Ke vzniklemu roztoku byla dovazenacharosa,
myo-inositol a hydrolyzat kaseinu. K urychleni romg&ni pridanych latek byla pouzita
ultrazvukova laz& Jako stimulator dstu byla v zivném médiu zastoupena

2,4-D v koncentraci 1,0 ml na litr roztoku.

Takto gipraveny roztok byl po 30,0 ml rogén doistych Erlenmayerovych
bargk. Jejich hrdlo se iekrylo hlinikovou folii a oznélo zkratkou Zivného média
(2,4-D).
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4.5 Zalozeni kultury

Kultura byla odvozena od semene ¢Rii rostliny Fagopyrum esculentum

Moench, které bylo podrobeno povrchové sterilizasledujicim postupem:

= 1-2 min. v 70% roztoku ethanolu

= 15-20 min. v 10% roztoku chloraminu

= 15-20 min. v 10% roztoku Sava

= Zawrecneé oplachnuti semen v 70% ethanolu

= Nasazeni sterilnich semen na zivné médium zpevagarem

Mezi jednotlivymi kroky povrchové sterilizace se nsmna oplachovala

sterilizovanou destilovanou vodou.

Takto zaloZzenad kultura se kultivovala za definowdmypodminek. Po

4-6 tydnech se vyt kalus, ktery byl dale kultivovan.

4.6 Pritbéh a podminky kultivace

Ke kultivaci bylo pouzitaisté, vysterilizované a suché laboratorni sklo.

Do Erlemayerovych bak o objemu 100 ml byl umi& mistek z filtra&niho
papiru a nalito 30 ml MS Zivného média.ikg byly uzaveny zatkou z hlinikové folie
a ozngeny zkratkou nazvu kultivmiho média. Poté se umistily do autoklavu, kde se
podrobily sterilizaci g 121°C, tlaku 100kPa po dobu 15minut.

Prace s kulturami probihala za aseptickych podmimddy se sniZilo riziko
kontaminace virovymi, mikrobidlnimi zarodky. Manlpoe proto probihala v boxu
s laminarnim prouthim, ktery byl ped pasazovanim vydezinfikovan roztokem Ajatinu

(1:10) a naslednvysvicen germicidni UV-zé/kou.

Banky s kulturami ugenymi k pasadZzovani seiqd umistnim do
laminarniho boxu podrobily povrchové dezinfekcitakem Ajatinu. Naslednse do

laminarniho boxu umistily vysterilizované pinzetyavé Erlenmayerovy iy.

P¥i pasazovani se vzdy z jednoho narostlého kalusklipd2-3 menSicasti,

které se umistily do nové filey s mistkem z filtr&niho papiru a Zzivého média. Vzdy se
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odebirala s#tlejSi cast kalusu, ktera byla schopnriestu. Hlinikovou folii uzavené nové
baiky se umistily do kultivéni mistnosti.

Péstovani probihalo za definovanych podminek feplog 25°C a stalé

fotoperiod nastavené na 16 hodinovy osvit a 8 hodinovou tmu.
DalSi pasazovani probihalo stejnymigpbem v intervalu 5 tydn

Z narostlého kalusu séipravila suspenzni kultura mechanickym rozdrobewnim
Erlenmayero¥ baice a naslednymipnesenim suspenze do novéikya Kultivace
suspenzni kultury, vzniklé mechanickym rozdrobenarostlého kalusu, probihaladp
v kultivacni mistnosti za stejnych podminek jako kalusovaukal Jedinym rozdilem
bylo umistni bartk se suspenzni kulturou naepaky s konstantni rychlosti
150 ot/min.

4.7 Elicitace ultrazvukem

K elicitaci in vitro kultur Fagopyrum esculenturbyl jako abioticky elicitor
pouZit ultrazvuk o vykonu 0,1 W/cha frekvenci 35 kHz.

Celkem bylo pro pokus vybrano 34 arse supenznimi kulturankiagopyrum
esculentumElicitaci bylo podrobeno 28 Erlenmayerovych #igrkteré byly rozdleny
podle intervalu odéru vzorku do 7 skupin po 4 tigach.

Zbylych 6 bawk tvorilo kontrolni vzorky, které nebyly vystavenyigpbeni
ultrazvuky. Tyto kontrolni vzorky byly kultivovanya stejnych podminek jako
elicitované biiky suspenzni kultury. Po 24 a 168 hodinach bylyboéiey vzdy 3 baky
a upraveny stejnym agobem jako elicitované vzorky.

Elicitované suspenzni kultury byly podrobenyspbeni ultrazvuku v intervalu 1,
2, 3, 4 a 5 minut. Ze 4 Erlenmyerovych Barse vzorky budk suspenzni kultury
odebraly ihned po elicitaci, zbylé byly ungéisy do kultiva&ni mistnosti naiepaky.

DalSi vzorky se odebiraly postupm intervalu 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodin. Po
uplynutém intervalu se Z#dpaek v kultivatni mistnosti odebraly ffslusné baky.
Bunky suspenzni kultury se zfiltrovalygs filtratni papir,fadré se oznéily a nechaly
se suSit za pokojové teploty. Zardvieyl odebran i vzorek média, ktery byl pro dalSi

analyzu uloZzen do mrazaku.
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4.8 Stanoveni obsahu rutinu

4.8.1 Postup stanoveni

Vzorky byly pred vlastni HPLC analyzou upraveny podle metody \2005.

UsuSené vzorky seullladne rozdrobnily viteci misce. Ve varné hee se
smisily s 10,0 ml 80% methanolu R a ighly se 30 minut pod Zmym chladéem na
vodni lazni pi 60°C. Nasled& byl obsah baky zfiltrovan gres vatu do 20,0 ml
odmerné baiky. Vata se znovu extrahovala 5,0 ml 80% methamdlu ultrazvukové
lazni po dobu 15 minut. Roztok se Zfiltrovalep vatu k prvnimu filtratu do 20,0 ml
odmegrné baiky. 80% methanolem se odma baiky doplnila po rysku a ikladns

promisila.

Takto pgipraveny roztok se igfiltroval pres mikrofiltry (0,45 um). Do

piipravenych a fislusré oznaenych vialek se vpravilo 1,7 ml roztoku.

Vzorky Zivného média, které se odebiraly &Gmm® s buikami suspenzni
kultury, se dale upravily nasledujicimigobem. Zivné médium se odpazilo do sucha
na vodni lazni p 60°C. Vznikly odparek se rozpustil v 10,0 ml 80%ethanolu R a
kratce se zadl na vodni lazni. Taktofpraveny vzorek seipfiltroval pres mikrofiltry
(0,45 um). Do gipravenych aradre oznaenych vilalek se afi prefiltrovalo 1,7 ml

roztoku.

4.8.2 Vlastni HPLC analyza

Celd HPLC analyza probihala na kapalinovém chrognato JASCO AS 2055

Plus s nasledujicimi parametry:

= Kolona Li Chrospher RP-18 125-4, sorbent Li Chres@um

= Predkolona Li ChroCART 4-4, sorbent Li Chrosphanb

= Pumpa Jasco PU-2089 Plus

= Termostat kolony Jetstream 2 Plus

= Autosampler Jasco AS-2055

= Diodovy detektor Jasco MD- 2015

= Spinaci napajeci zdroj MW7H380 GS Traveler ¢ dlektrody
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Parametry analyzy: (47)

= Mobilni faze A:snes 5% acetonitrilu R a 0,15% kyseliny fosfémé ve vod
* Mobilni faze B:100% acetonitril
» Standard: Rutin (firma Aldrich)
o Koncentrace standard25 mg/50 ml; 12,5mg/50ml; 6,25mg/50ml,
3,125 mg/50mi
= Detekce:
0 detektor s fotodiodovym polem
o A=350 nm
» Rychlost nagtku: 1 ml/min
= Teplota kolony: 25°C

» MnozZzstvi nasiknutého vzorku: 20

= Casovy ptibéh analyzy probihal prvnich 6 minut izokraticky, @ajradientoy
podle tabulky 2

Cas Mobilni faze A Mobilni faze B
(min) % %

0-6 96 4
6-16,5 96-80 4-20
16,5-22 80-65 20-35
22-23 65-60 35-40
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Pronmeétenim definovanych koncentraci standardu rutinu byaestavena
kalibracni kiivka, ze které se poté stanovil obsah rutinu v @néech (viz graf 1).

3
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Graf 1: Kalibracni kifivka pro stanoveni obsahu rutinu

Obsah rutinu byl kvantifikovAn pomoci metody norizete a nasledn
porovnan s kalibgni kiivkou ziskanou menim standartu rutinu.
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5 VYSLEDKY

Tabulka 3: Obsah rutinu (%) v suspenzni kidtéragopyrum esculentuMoench.po

elicitaci ultrazvukem v intervalu 1-5 minut

doba pisobeni _ ) )
ultrazvuky | ©dbér vzorku | obsahrutinu | smgrodatna testovaci
(min) (hod) (%) odchylka Kritérium

0 0 0

0 0 0

12 0 0 0

24 0 0 0

1 24K 0 0 0

48 0 0 0

72 0 0 0

168 0 0 0

168K 0 0 0

0 0 0 0

6 0 0 0

12 0 0 0

24 0 0 0

24K 0 0 0

2 48 0 0 0

72 0 0 0

168 0 0 0

168K 0 0 0

0 0 0 0

6 0 0 0

12 0 0 0

24 0 0 0

3 24K 0 0 0

48 0 0 0

72 0 0 0

168 0 0 0

168K 0 0 0
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doba piasobeni
ultrazvuku

(min)

odbér vzorku
(hod)

obsah rutinu
(%)

smérodatna
odchylka

testovaci
kritérium

0

6

12

24

24K

48

72

168

168K

12

24

24K

48

72

168

168K

O o |0 |0 |00 |o|o |0 |0 |o|o o |©|o|o o |o

O o || |0 oo |© |©0o|Jo|o|o|o|©|o|o|o o

O o|o|o |0 oo |© |©o|]o|o|o|o|©o|o|o|o o

K= kontrolni vzorky (bez elicitace)

Vzhledem k nulovym hodnotam obsahu rutinu v suspehalture Fagopyrum

esculentunmemohly byt vysledky statisticky vyhodnoceny.
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Tabulka 4: obsah rutinu v médiu (mg/100md) elicitaci suspenzni kultury Fagopyrum

esculentumMoench.ultrazvukem v intervalu 1-5 minut

d%?t?ag;suok%em odbér vzorku | obsah rutinu smérodatna testovaci
i) (hod) (%) odchylka Kritérium
0 0 0
0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
1 24K 0 0 0
48 0 0 0
72 0 0 0
168 0 0 0
168K 0 0 0
0 0 0 0
6 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
24K 0 0 0
Z 48 0 0 0
72 0 0 0
168 0 0 0
168K 0 0 0
0 0 0 0
6 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
3 24K 0 0 0
48 0 0 0
72 0 0 0
168 0 0 0
168K 0 0 0
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doba piasobeni
ultrazvuku

(min)

odbér vzorku
(hod)

obsah rutinu
(%)

smérodatna
odchylka

testovaci
kritérium

0

6

12

24

24K

48

72

168

168K

12

24

24K

48

72

168

168K

O o |0 |0 |00 |o|o |0 |0 |o|o o |©|o|o o |o

O o || |0 oo |© |©0o|Jo|o|o|o|©|o|o|o o

O o|o|o |0 oo |© |©o|]o|o|o|o|©o|o|o|o o

K= kontrolni vzorky (bez elicitace)

Vzhledem k nulovym nulovému obsahu rutinu v mégiemohla byt data

statisticky zpracovana.
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6 DISKUZE

Léciva obsahujici latky frodniho fivodu maji v terapii neustale své misto.
V Ceské republice se za rok 2010 pouzilo pro vyrolivyeh pipravki s rutinem a
jeho derivaty pes 15 388 kg t@vé latky. Je rejmé, Ze takové mnozstvicleé latky
nelze ziskavat pouze z polni produkce (58).

VyuZziti biotechnologickych metod je jedna z mozmogk zajistit dostatmé
mnozstvi rostlinnych sekundarnich metaliolipro dalSi zpracovani. Zajimavou
alternativni cestou jsou rostlinné explantatovetayl in vitro. Vlastni produkce
explantatovych kultur je nepatrna, proto se ke emySprodukce vyuziva metoda
elicitace (4). Elicitor vyvola stresovou reakciijeg vysledkem je zvySeni produkce
danych metabolit (16).

V této praci jsem se zabyvala metodou owivinprodukce rutinu v suspenzni
kultuie Fagopyrum esculentuMoench. pomoci ultrazvuku (0,1 W/én85 kHz). Bylo
sledovano i uvdlovani rutinu do zZivného meédia. Z&ecna analyza vzork byla

provedena pomoci HPLC.

Pouzila jsem kulturuFagopyrum esculenturme 22.-26. pasazi, ktera byla
péstovana na zivném meédium podle Murashigeho a Skead#zné fotoperiody. Rst
kultury byl podp#en iistovym regulatorem- dichlorfenoxyoctovad kyselina,4{D)

v koncentraci 1 ml/l roztoku. Biky suspenzni kultury a vzorky média byly odebirany
v pravidelnych intervalech 5 tydln Kultura byla vystavena dgobeni ultrazvuku v
¢asovych intervalech 1, 2, 3, 4 a 5 minut. Elicito&duiky byly odebirany v pravidelnych
¢asovych intervalech 0, 6, 12, 24, 48, 72 a 168 radi pisobeni ultrazvuku. Kontrolni
vzorky (bez elicitace) byly odebrany po 24 a 168ihach.

Ze ziskanych vysledk je Zejmé, Ze ultrazvuk neni vhodnym elicitorem
suspenzni kulturfFagopyrum esculenturbllitrazvuk (0,1 W/cm, 35 kHz) ani v jednom
ze sledovanychiasovych intervdl nevedl k produkci rutinu v iikach suspenzni
kultury (tabulka 3). V ramci pokusu bylo zjgvano, zda nedochazi k usiolVani
rutinu do média. Po analyze odebranych vionlebyl ani zde zjigh obsah rutinu
(tabulka 4).
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Jednim z moZnych vystleni mize byt sté pouzité kultury. Makakova L.
pracovala se suspenzni kulturBagopyrum esculentum27.-31. pasazi a zjistila, ze
tato kultura neprodukuje Zzadny rutin po elicitelsioridem ceritym (60). Pichova M. ve
své praci pracovala s kulturobagopyrum esculenturwe 3.-10. pasazi, kde byla

pramérnd produkce rutinu 0,023 % (61).

Dulezity je i vybir vhodného elicitoru. Ze zji&ych vysledk se ukazuje, ze
ultrazvuk neni vhodny elicitor pro suspenzni kultiagopyrum esculentuni?okusy
provedenéRimakovou J. na suspenzni kukuGlycyrrhiza glabraukazuji, Ze u této

kultury ultrazvuk neovlivnil produkci saponin(62).

Jiné studie ukazuji, Zeipobeni samotného ultrazvuku jéinné v kulturach
in vitro jinych rostlin. Lin elicitoval kulturuPanax ginsengpomoci ultrazvuku a zjistil
narist saponit o 75 % (63).

DalSi moznosti zvySenicinku elicitace je kombinace ultrazvuku a chemického
elicitoru. Tato metoda byla vyuZzita v kuteuCorylus avellanaktera byla vystavena
pusobeni ultrazvuku (40 kHz po dobu 2, 3, 5 a 10 miawsalicylové kyseliny (25 a 50
mg/l). Byl zkouman nejprve vliv jednotlivych elioiti a nasleda jejich kombinace na
produkci taxolu. Vysledky ukazuji, Zze samotny utrak zvySuje 3x produkci
metaboliti oproti kontrolnim vzorkm. Kombinace zmimych elicitof zpisobila az

14x vysSi produkci celkového taxolu oproti kontr(dd).

V jiné studii pouzil Wu suspenzni kulturiaxus chinensjskterou elicitoval
kombinaci methyljasmonatu a ultrazvuku, aplikovangfed a po fidani chemického
elicitoru. Ultrazvuk (38,5 kHz, 2 minuty) byl powzi5. a 9. den kultivace.
Methyljasmonat byl aplikovan 7. den kultivace. Kandre ultrazvuku a

methyljasmonétu zvysila produkci az o 50 % (65).

Na zaklad mnou uvedenych vysledkie Zejmé, Ze ultrazvuk neni vhodnym
elicitorem pro ovliveni produkce rutinu v suspenzni kukuFagopyrum esculentum

Moench.

Kuncova L. zjistila, Ze produkce rutinu v suspenznilture Fagopyrum
esculentumje zvySena po aplikaci chemického elicitoru- metioibgendichlorid
dihydrat (67).
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7 ZAVER
= Ultrazvuk ani vjednom ze zvolenycltasovych intervdl nevedl
k produkci rutinu v suspenzni kuteiFagopyrum esculenturioench.
(22.-26. pasaz).
» Bunky sledované suspenzni kultury neuaialy rutin do Zivného média

ani po elicitaci ultrazvukem.

Produkci rutinu v suspenzni kuteuFagopyrum esculentutdoench. by mohly
ovlivnit nasledujici faktory:
= jiny elicitor
= kombinace ultrazvuku a chemického elicitoru

= pouziti mladsi kultury
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9 ABSTRAKT

V této praci byl studovan vliv abiotického elicitorna produkci rutinu
v suspenzni kuliie Fagopyrum esculentunMoench. Kultura byla kultivovana na
Zivném médium podle Murashigeho a Skooga ussovym regulatorem:
2,4-dichlorfenoxyoctovou kyselinou (1 ml/l) Jakaatizky elicitor byl pouZzit ultrazvuk
(0,1 W/eni, 35 kHz) po dobu 1, 2, 3, 4 a 5 minut. VzorkyybgHebirany v intervalu
0, 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodin po elicitaci. Kolmti vzorky (bez fisobeni ultrazvuku)
byly odebirany po 24 a 168 hodinach. Obsah rutil@abalyzovan pomoci HPLC.

Bunky suspenzni kultury Fagopyrum esculentumMoench. pod vlivem
ultrazvuku (0,1 W/cy 35 kHz) neprodukovaly rutin. V fipshu pokusu nebylo
pozorovano Zzadné uvalvani rutinu do zivného média.
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10ABSTRACT

The object of this study was the influence of abieticitor on the production of
rutin in suspension culture dfagopyrum esculentunMoench. The culture was
cultivated in Murashigeho and Skoog nutritive maediwith growth regulator:
2,4—dichlorfenoxyacetic acid (1 ml/l). The ultrasduwas used as abiotic elicitor
(0,1 W/cni, 35 kHz) for time period of 1, 2, 3, 4 and 5 milihe samples were taken
0, 6, 12, 24, 48, 72 and 168 hours after elicitatibhe kontrol samples (without the
influence of ultrasound) were taken 24 and 168 $i@diter elicitation. The amount of

rutin was analyzed by HPLC.

Suspension culture éfagopyrum esculentuidoench. didn’t produce any rutin
under the influence of ultrasound. No release d¢ihrinto the nutritive medium was

observed during this study.

62



