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1 UVOD

Vyssi rostliny jsou nejen vyznamnym zdrojem obzivy, ale také ptedstavuji
bohatou zasobarnu bioaktivnich sloucenin, které nachdzi uplatnéni mimo jiné
1 v oblasti farmaceutického primyslu.

Uvadi se, Ze Ctvrtina ze vSech piedepisovanych 1é¢iv v primysloveé vyspélych
zemich je pfirodniho nebo polosyntetického piivodu. Doposud nebyla pro mnohé
pfirodni latky nalezena jejich syntetickd analoga, ktera by byla srovnatelné ucinna
a vykazovala obdobné farmakologické vlastnosti. Navic jsou chemické syntézy obvykle
drahé, obtizné na provedeni a u nckterych slozitéjSich struktur prozatim
neuskutecnitelné.

Vhodnou alternativou pro zisk sekundarnich metaboliti je 1 jejich
biotechnologicka produkce explantitovymi kulturami in vitro. Explantatové kultury
maji oproti izolaci sekunddrnich metabolitil z intaktnich rostlin a chemickym syntézdm
fadu vyhod. Pouze v malém poctu explantatovych kultur vSak bylo dosazeno vyssi
produkce sekundarnich metabolitl nez v intaktni rostlin€. Jednou z moznosti indukce
nebo zvySeni tvorby sekundarnich metabolitd je pouziti tzv. elicitori. Elicitor
pfedstavuje stresor, na ktery rostlinna bunika reaguje spusténim obranné reakce zaloZené
na produkci sekundarnich metaboliti. Mezi zkoumané elicitory se fadi i selen. [1, 2]

V této praci jsem se zabyvala vlivem abiotického elicitoru selenu na produkei
sekundarniho metabolitu rutinu v kalusové a suspenzni kultute Fagopyrum esculentum
Moench., varieta Pyra. Zamérem této prace je prohloubit a rozsifit dosavadni poznatky
o navysSovani produkce sekundarnich metabolitl v in vitro explantatovych kulturach

metodou elicitace.



2 CIiL PRACE

Cilem této diplomové prace je sezndmeni s metodikou kultivace rostlinnych kultur
in vitro a dale také sledovani vlivu abiotického elicitoru selenu na produkci
sekundarniho metabolitu rutinu v kalusové a suspenzni kultute Fagopyrum esculentum
Moench., varieta Pyra. Na zaklad¢ stanoveni obsahu rutinu HPLC metodou zjistit, zda
uvedeny elicitor v riznych koncentracich mtize ovlivnit produkci této obsahové latky.

Zaroven je sledovano piipadné vyluovani rutinu do zivného média.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Explantdtové kultury rostlin

Rostlinny explantat je definovan jako izolovana ¢ast rostliny kultivovana in vitro
za aseptickych podminek. Pro odvozeni explantatové kultury se pouzivaji sterilné
pestované nebo povrchove sterilizované rostliny ¢i jejich Casti. [2]

K odvozeni explantatové kultury je teoreticky mozné pouzit jakoukoliv rostlinnou
buiku s funkénim jadrem. Vyuziva se tzv. totipotence rostlinné buiky. Splynutim dvou
haploidnich bunék vznik4 zygota, kterd ve svém jadie obsahuje kompletni genetickou
informaci a v cytoplasmé funk¢ni aparat, ktery tuto informaci umoziuje realizovat.
Zygota je totipotentni a mitoticky se déli na bunky dcefiné, které¢ se dale vyviji
a diferencuji na stavebni jednotky specializovanych pletiv. Diferencované buiiky maji
stejnou genetickou vybavu jako buiiky meristematické a jsou schopny zpétné
dediferenciace a nésledného déleni. Dediferenciaci a neorganizovany rust je vétSinou
mozné vyvolat zménou podminek, ve kterych se burika nachazi. Pokud neni bunécéné
déleni organizované a neni-li nastolena bunécna a organova polarita, vyviji se kalus.
Totipotentni je tedy nejen zygota a meristematicka butika, ale i1 kterdkoliv jina
specializovand rostlinnd builka v rostlinném organismu. Nckteré vysoce funkéné
specializované buiikky schopnost totipotence ztratily. Jako ptiklad je mozné uvést

bezjaderné vodivé bunky v Iyku. [2, 3, 4]

3.1.1 Rozdéleni explantatovych kultur a jejich charakteristika
Podle morfologickych znakt Ize rostlinné explantaty rozd€lit na kultury organove,
tkanové, suspenzni, bunécné a kultury bunéénych protoplastt.

Kultury orgdnové jsou tvofeny organovymi systémy, jednotlivymi organy

nebo jejich ¢astmi. Buniky jsou diferencované a stavba orgdnu i jeho funkce zlstavaji
zachovany.

Tkanové (kalusové kultury) tvoii morfologicky neorganizované a pouze castecné

soudrzné mnohobunétné agregaty. Pro kultivaci kalusovych kultur se nejcastéji

pouzivaji polotuha nebo tuhd kultiva¢ni média. [5]



Bunééné déleni vedouci ke tvorbé kalusu na vychozim explantatu lze vyvolat bud’
rustovymi regulatory ptfitomnymi ve vhodné koncentraci v zivném médiu, predevsim
auxinem a cytokininem, nebo poranénim pletiva. Kalus se obvykle na vychozim
explantatu vytvaii za 2—6 tydnl. Z tohoto primarniho kalusu se nésledné ¢ast odebere
a prenese na Cerstvé kultivaéni médium. Tento proces piendSeni kalusu se oznacuje jako
pasazovani. U kalusové kultury se opakovanym pasdzovanim zvysuje pravdépodobnost
genetickych zmén a naopak klesa morfogenni schopnost. Rozpadavy kalus je mozné

dale vyuzit pro tvorbu suspenzni kultury. [2, 6, 7]

Obrazek 1: Zalozeni explantatové kultury, tvorba kalusu a jeho nasledné

pasazovani [6]

organy, pletiva explantat kultivacni
medium

U dvoudéloznych rostlin se jako vychozi explantaty pro odvozeni kalusu
pouzivaji napiiklad segmenty kofend, stonku, listti, ¢asti zasobnich organti, embrya,
vzrostlé vrcholy aj. U jednodé€loznych rostlin 1ze pro tyto ucely pouzit predevSim velmi
mladé listy, embrya, kvétni zaklady a nodéalni segmenty. [2]

Suspenzni kultury jsou tvofeny z jednotlivych buné€k ¢i malych bun&¢nych shlukt

kultivovanych v tekutém pohybujicim se zivném médiu. Tekutost Zivného média
umozinuje buikdm snadnéj$i ptistup k zivinam. Pohyblivost média pfispiva k lepsi
vyméné dychacich plynt. V disledku toho je rlst suspenzni kultury rychlejsi nez rtst
kultury kalusové.

Rist suspenzni kultury lze charakterizovat ristovou kiivkou, kterd ptfedstavuje
grafické znazornéni nekteré z riistovych charakteristik suspenze, jako je naptiklad pocet

bunek, cerstva hmotnost, susina aj., v zavislosti na ¢ase. [2]
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Obrazek 2: Ristova kiivka [8]
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Na obrazku 2 je zndzornén prab¢h rustové kiivky. Na ose x je vynesen Cas (t),
na ose y logaritmus hmotnosti bun¢k (log X). Riistova kiivka je délena do né€kolika fazi:
e 1 -—lagfaze
e 2 —akceleracni faze
e 3 —exponencialni faze
e 4 —deklinacni faze
e 5 —stacionarni faze
e 6 — odumirani bun¢k
Lag faze predstavuje uvodni fazi rlstové kiivky. Naockované bunky
se pfizpisobuji novému prostiedi, coz je provazeno prvotnim mirnym poklesem
mnozstvi zivych bunék. V nasledujici akceleracni fazi rychlost mnozeni bun¢k nartsta.
Maximalni konstantni rychlosti mnozeni bun¢k je dosaZeno v exponencialni fazi
rustové kiivky. V deklinacni fazi je mnoZeni bun€k zpomaleno néasledkem postupného
odcerpani zivin z média nebo hromadéni toxickych produktii buné¢ného metabolismu.
Pro stacionarni fazi je charakteristickd rovnovdha mezi mnoZenim a odumiranim bunék.
Posledni fazi je faze odumirani, kdy je rychlost odumirani bun¢k vyssi nez rychlost

jejich mnozZeni. [8]
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Rostouci suspenzni kultura odcerpava z kultivacniho média ziviny, a tudiz je
nezbytné provadét jeji pravidelné pasazovani na Cerstvé médium. Pasdzovani se provadi
na konci exponencialni faze rastu kultury.

Idealni je takova bunécna suspenzni kultura, které je biochemicky 1 morfologicky
homogenni. Dlouhodobou kultivaci se vSak suspenzni kultura stdva zna¢n¢ heterogenni.
Heterogenita je zplisobena genetickymi zménami. Ve star$i suspenzni kultuie jsou
pritomny rizné¢ velké shluky meristematickych bunék a protdhlé, vakuolizované
a nedélici se bunky. [2]

Bunééné kultury jsou tvofeny jednotlivymi buitkami kultivovanymi v tekutém

nebo polotuhém zivném médiu, pfipadn€ na nosi¢i nasyceném zivnym médiem. [5]

Kultury bunéénych protoplasti jsou tvofeny rostlinnymi bunikami s odstranénou

bunécnou sténou. Bunécnou sténu je mozné odstranit mechanicky nebo enzymaticky.
Pti enzymatické izolaci protoplastii se bunky umisti do roztoku obsahujicitho kromé
enzyml rozrusujicich bunéfnou sténu také osmoticky aktivni latky, naptiklad
sacharozu, glukézu ¢i sorbitol, které snizuji turgor bunck a zabranuji prasknuti

cytoplasmatické membrany. [2, 9]

3.1.2 Priabéh kultivace

Na explantat ma vliv nejen sloZeni kultiva¢niho média, ale i dalsi regulovatelné
faktory, jako jsou teplota, kvalita a intenzita svétla, fotoperioda, pfipadn€ i1 plynna

slozka kultiva¢niho média. [4]

3.1.2.1 Kultivacni (Zivna) média

Slozeni kultivaniho média je jeden z hlavnich faktori, ktery ovliviiuje rist
a vyvoj explantatovych kultur. Byla pfipravena cela fada kultiva¢nich médii pro riizné
ucely kultivace a pro rizné rostlinné druhy. Jako piiklady lze uvést kultivacni média,
kterd popsali Murashige a Skoog (MS), Gamborg et al. (Bs), Linsmaier a Skoog (LS),
Nitsch a Nitsch (NN), Shenk a Hildebrant (SH) aj. [2, 10]

Kultivaéni médium je obvykle sloZzeno znasledujicich komponent:
makroelementy, mikroelementy, sacharidy, vitaminy, aminokyseliny a ostatni zdroje

organického dusiku, ristové regulatory, zpeviiujici slozky média, nedefinované slozky
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organického plvodu, redestilovand voda a v nékterych pifipadech 1 tlumivy

roztok. [2, 11]

Makroelementy

Mezi makroelementy se fadi 6 prvka — dusik, draslik, vapnik, hoi¢ik, fosfor a sira.
Optimalni koncentrace jednotlivych prvk pro dosazeni maximdlni rstové rychlosti
se liSi v zavislosti na druhu rostliny. Dusik je pro zivot rostlin nepostradatelny.
Vyskytuje se napiiklad v proteinech, nukleovych kyselinach nebo v chlorofylu. Zivné
médium by mélo obsahovat pfinejmensim 25-60 mM anorganického dusiku. Pro rist
bun¢k je nezbytné, aby byl v kultivatnim médiu piitomen dusik v nitratové formé.
Lepsiho rastu je vSak obvykle dosazeno kombinaci nitratd (pfidavanych pievazné
ve form¢ dusi¢nanu amonného a dusi¢nanu draselného) a amonnych soli. Nitraty jsou
do zivného média dodavany v koncentraci 25-40 mM, amonné ionty v koncentraci
2-20 mM. Draslik se do zivného média piidava ve formé chloridu nebo dusi¢nanu
v koncentraci 20-30 mM. Optimalni koncentrace vapniku, hoi¢iku, fosforu a siry

se pohybuje mezi 1-3 mM. [2, 10, 11]

Mikroelementy

Prvky Zelezo, mangan, zinek, bor, méd’ a molybden jsou pro rlst explantatové
kultury nezbytné. Zelezo je do média dodavano nejéastdji v chelatové formé. Néktera
zivna meédia obsahuji 1 kobalt, jod, sodik ¢i chlor. Prvky jsou do média obvykle
pfidavany v nasledujicich koncentracich: méd’ a kobalt 0,1 puM, jod 5 pM, zinek
5-30 uM, mangan 20-90 uM a bor 25-100 uM. [2, 10]

Sacharidy

Ptrevazna Cast explantati se vyzivuje heterotrofn€, z tohoto diivodu je nezbytné
do kultivacniho média dodéavat sacharidy jako zdroj uhliku a energie. Nejcastéji je
pfiddvana sachar6za v koncentraci 2-3%. V nékterych ptipadech mize byt nahrazena
glukozou ¢i fruktdézou. Naopak pouziti laktézy, galaktdozy, maltozy, rafindzy a Skrobu
bylo ve vétSiné ptipadli vyhodnoceno jako méné efektivni. Sacharidy mohou ovlivnit

osmotické vlastnosti kultivaéniho média. [2, 11]
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Vitaminy

Vitaminy slouzi jako katalyzatory fady metabolickych procesii a jsou nezbytné
pro rust a vyvoj rostliny. Nejcastéji je do kultivatniho média dodavéan thiamin,
pyridoxin, kyselina nikotinova a myo-inositol. Thiamin je pro rist explantatové kultury
nezbytny, obvykle se v kultivaénim médiu pouziva v koncentraci 0,1-10,0 mg/l.
Pyridoxin (0,1-10,0 mg/l) a kyselina nikotinovd (0,1-5,0 mg/l) jsou soucésti fady
kultivacnich médii, ale jejich pfitomnost neni nezbytné¢ nutna. Do skupiny vitamint je
fazen 1 sacharid myo-inositol, ktery se v zivném médiu pouziva v koncentraci
50-5000 mg/l. Myo-inositol stimuluje riist nékterych explantati a také se s nejvetsi
pravdépodobnosti ucastni tvorby fosfoinositidl a fosfatidylinositolu, coz jsou latky
spojované s procesem bunécného déleni. Déle lze ptidat biotin, kyselinu askorbovou,

riboflavin, kyselinu listovou aj. [2, 10]

Aminokyseliny

In vitro kultivované rostlinné buiikky jsou schopny tvofit vSechny potiebné
aminokyseliny. Presto vSak ptidavek nékterych aminokyselin do Zivného média miize
pusobit stimulaéné na rist explantatu. Aminokyseliny pfedstavuji dostupny zdroj dusiku
amohou slouZit k tvorbé novych proteinii. Do kultivatniho média jsou piidavany
jednotlivé nebo ve smésich. Jednotlivé aminokyseliny jsou nejcastéji piidavany
v koncentraci 1-100 mg/l. Stimulaci ristu plsobi ptidavek glycinu (2 mg/l), cysteinu
(10 mg/l), L-argininu (10 mg/l), L-tyrozinu (100 mg/l) aj. Pii vyssi koncentraci vSak
mohou rast bun€k naopak inhibovat. Pfikladem smési je hydrolyzat kaseinu pouZivany

obvykle v koncentraci 0,05-0,1%. [2, 10]

Nedefinované slozky organického puvodu

Néktera zivnd média jsou obohacovana pifirodnimi latkami ¢i extrakty. Jedna
se o smeési riznych aminokyselin, peptidi, mastnych kyselin, vitamind, latek
regulujicich rust, sacharidi aj. Z divodu jejich nedefinovaného slozeni je vSak lepsi
pouziti téchto latek vynechat. V soucasné dob¢ se nejcastéji pouziva hydrolyzat kaseinu
a kokosové mléko. Dal§imi zéstupci jsou kvasnicovy, sladovy a masovy extrakt,

rajcatova a pomerancova Stava nebo aktivni uhli. Aktivni uhli se pouziva v koncentraci
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0,5-1,0%. Aktivni uhli mize v médiu adsorbovat riistové regulatory a tim inhibovat rtst
explantatu. Naopak jeho stimula¢ni u¢inek na rist explantitu je pfipisovan jeho
schopnosti vazat toxické latky produkované rostoucim explantitem. Vyuziva se také

pro ztmaveni kultivacniho média. [2, 10, 11]

Zpevhujici slozky

Nejcasteji se pro zpevnéni kultivaéniho média pouzivé agar. Agar, polysacharid
ziskavany z moiskych fas, je misitelny s vodou a pii teploté 60—100 °C tvoii gel, ktery
pfi ochlazeni na 45 °C tuhne. Obsah agaru v Zivném médiu je obvykle 0,8-1,0 %.
O tuhosti agarového gelu rozhoduje nejen koncentrace a druh agaru, ale i hodnota pH
kultivaéniho média. Agar neni rozkladan rostlinnymi enzymy, nereaguje s ostatnimi
slozZkami média a je stabilni pfi béznych teplotach kultivace. Mezi dal§i zpeviiujici
slozky se fadi agardza, Phytagel a Gerlite. Explantaty je mozZné v tekutém kultivacnim
médiu upevnit pomoci nosnych mustkdi vyrobenych napt. z filtraéniho papiru,
polyuretanové pény nebo cedicové vaty. Byly vyrobeny 1 plastové nosice

potazené polypropylenovou membréanou. [2, 11]

Rustové regulatory

Fytohormony jsou v rostlinach syntetizované, nizkomolekularni, organické latky.
Jiz pti velmi nizkych koncentracich jsou schopny regulovat procesy spojené zejména
s rastem a vyvojem rostliny. Slouzi k endogenni signalizaci mezi rostlinnymi bunikami,
pletivy a orgény. Ve srovnani s Zivo€iSnymi hormony plsobi méné specificky. Byla
syntetizovana celd fada latek strukturné podobnych fytohormonim. Tyto synteticky
pripravené latky se spolecné s fytohormony oznacuji jako ristové regulétory.
Mezi rastové regulatory pouzivané v explantatovych kulturach patti auxiny, cytokininy,
kyselina abscisova a etylen. [2, 3, 6]

Mezi auxiny piidavané do zivnych médii patii pfedevsim kyselina indolyloctova
(IAA), kyselina indolylmaselnd (IBA), kyselina naftyloctovd (NAA) a kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctovéa (2,4-D). IAA se fadi mezi pfirozené¢ auxiny, ostatni uvedené
latky jsou syntetického plivodu. Syntetické auxiny jsou slabé organické kyseliny, které

maji ve své struktufe mezi aromatickym kruhem a karboxylovou funkci minimalné
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jeden atom uhliku ¢i kysliku. Auxiny jsou latky pomérné termostabilni, schopné
odoléavat teploté¢ 110-120 °C az po dobu 1 hodiny. IAA je degradovéana plsobenim
svétla, kysliku, peroxidi ¢i nizkého pH. Oproti IAA jsou syntetické auxiny stabilné;si.
Auxiny se do kultivaéniho média dodivaji za ucelem stimulace rastu kalusu a bunck,
indukce somatické embryogeneze, indukce tvorby a stimulace ristu pryta. [2, 4, 12]

Vétsina cytokinini jsou derivaty adeninu substituovaného na aminoskupiné
vpoloze N° Do zivného média jsou b&zné dodavany nasledujici cytokininy:
benzylaminopurin (BAP), 6-dimetylaminopurin (IPA), zeatin a 6-furfurylaminopurin
(kinetin). Zeatin a IPA patii mezi nativni cytokininy, zbylé dva jmenované jsou
syntetického plvodu. Zeatin byl poprvé izolovan z nezralého endospermu kukufice.
Cytokininy se do zivného média pfidavaji ke stimulaci bunécného déleni a tvorby
axilarnich prytt. [2, 3]

O charakteru ristu explantatové kultury rozhoduje nejen koncentrace rustovych
regulatorti, ale i jejich vzdjemny pomér. Je-li pomér auxinu k cytokininu v zivném
médiu vysoky, je stimulovédna iniciace tvorby kofenl, embryogeneze a tvorba kalusu.
Naopak pti nizkém poméru je indukovana tvorba axilarnich a adventnich prytt. [2]

V soucasné dob¢ je zndmo vice nez 100 giberelini, avSak pouze nékteré z nich
jsou fyziologicky ucinné. Ostatni jsou povazovany za prekursory fyziologicky aktivnich
giberelinti nebo za produkty jejich degradace. Gibereliny se oznacuji zkratkou GA
a dolnim indexem 1 azZ n, ktery odpovida potadi, v némz byly identifikovany. Z hlediska
chemické struktury jsou gibereliny fazeny mezi cyklické diterpeny. Pfitomnost
giberelinGi v kultivaénim médiu neni pro rist vétSiny explantat nezbytna. Casto
se ptidava giberelin GA3, ktery stimuluje rust nékterych suspenznich kultur, kalusu
a zakrslych rostlin. [2, 3, 6]

Kyselina abscisova je strukturné fazena mezi seskviterpeny. Jednd se o opticky
aktivni latku, fyziologickou aktivitu vSak vykazuje pouze (+)-(S)-izomer. V rostlinach
se podili na fizeni rastovych a vyvojovych procesti a hraje roli i pfi ochrané rostliny
pfed stresem. Normalné je pfitomna pouze v nizkych koncentracich. Béhem stresu
se vSak jeji produkce navySuje. Stimuluje uzavirani priduchti pii nedostatku vody,
ukladani zasobnich proteinti v embryich, ucastni se procesu dormace embryi 1 pupend,

podporuje opad listh 1 kvéti a starnuti pletiv. Pfidavek kyseliny abscisové do zivného
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média mize vzavislosti na rostlinném druhu rist kalusu  stimulovat
nebo inhibovat. [2, 3, 4, 13]

K rstovym regulatorim se ftadi 1 plynny uhlovodik etylen. Rostliny
si ho syntetizuji z aminokyseliny metioninu. Etylen hraje ulohu v procesu obrany
pted ptisobenim stresorti, urychluje zrani plodt a opad listi. Rychle rostouci kalusové
a suspenzni kultury mohou produkovat velké mnozstvi etylenu, ktery se nasledné
kumuluje v kultiva¢ni nadob¢ a ovliviiuje rist a vyvoj téchto systému. Z tohoto divodu

je vhodné zajistit vyménu plynt mezi kultivaéni nadobou a okolnim prostiedim. [3,14]

3.1.3 Vyhody a pouziti explantatovych kultur

e Slouzi jako alternativni zdroj produktii dfive ziskdvanych pouze z intaktnich
rostlin [§]

e Explantatové kultury nejsou na rozdil od polni produkce zavislé na ro¢nim
obdobi, klimatickych ani ptidnich podminkach. [§8]

e Syntéza bioaktivnich latek probiha v fizenych podminkédch, a neni tudiz
ovlivnéna vnéjSimi biologickymi vlivy, mezi které patii naptiklad
mikroorganismy nebo hmyz. [15]

e Mohou byt pouzity pro zisk latek obsazenych v obtizné péstovatelnych
rostlinach. [8]

e Zménou metabolismu bunék rostlinného explantatu lze ziskat nové produkty,
které nejsou obsaZzeny v matefskych rostlindich pouzitych pro odvozeni
explantatu. [8]

e Explantatové kultury mohou biotransformovat exogenné dodané, levné
a dostupné substraty na farmaceuticky vyznamné latky. [8]

e Lze je vyuZit k ozdravovani rostlin a produkci rostlinného materidlu prostého
virovych, bakteridlnich a houbovych nékaz. [2]

e Explantatové kultury lze pouZit k produkci geneticky identickych klond cestou
mikropropagace. [2]

e Uplatnuji se v genovém inzenyrstvi, ve Slechtitelskych programech a v oblastech

uchovévani genofondu rostlinnych druhit metodou kryoprezervace. [2, 7]
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3.2 Sekundarni metabolity rostlin

Rostliny jsou zdrojem velkého mnozstvi strukturné rozmanitych latek. Kromé
pro rostlinu nepostradatelnych primarnich metabolitd syntetizuji vysSi rostliny
také metabolity sekundarni, které se s nejvétsi pravdépodobnosti nezapojuji do procest
spojenych s riistem a vyvojem rostliny. Primarni metabolity (aminokyseliny, vitaminy,
nukleové béaze aj.) si rostlina syntetizuje z zivin. Sekundarni metabolity jsou tvoreny
z metabolith  primarnich  procesem, ktery se oznacuje jako sekunddrni
metabolismus. [2, 16]

Sekundarni metabolity lze zhlediska chemické piibuznosti rozdélit
asido 50 skupin. Obvykle Ize v ramci jednoho taxonu nalézt dominantni skupinu
chemicky ptibuznych latek, kterda byvd doprovazena vedlej§imi slouceninami.
V konkrétni rostliné se zastoupeni jednotlivych sekunddrnich metabolitt muze lisit
v ramci jednotlivych organii, tkdni ¢i riznych vyvojovych stadiich rostliny. Kolisani
obsahu sekundarnich metabolitl Ize také zaznamenat i mezi jednotlivci a populacemi
téze rostliny. [2, 17, 18]

Sekundarni metabolity se v rostlin€ vyskytuji bud’ v aktivni form¢, nebo jako
prekursory aktivujici se poranénim ¢i infekci. Nékteré ze sekundérnich metabolitd,
napiiklad fytoalexiny, se mohou tvofit de novo. [17]

Funkce sekundarnich metaboliti je stale predmétem diskuze. Nekteré
z nich slouzi jako signalni molekuly, které lakaji opylovace rostlin a dalSi Zivocichy
Ucastnici se pfenosu semen. Hraji také roli v ochrané rostliny ptfed predatory, viry,
bakteriemi, houbami ¢i konkurenénimi rostlinami. UvaZuje se 1 o jejich regula¢ni funkci
v metabolismu. Nékdy byvaji sekundarni metabolity povazovany za produkty
detoxika¢niho metabolismu. [2, 16, 17]

Mnohé ze sekundarnich metaboliti maji vyznam ve farmacii, potravinaiském

¢1 kosmetickém pramyslu. [2]

3.2.1 Moznosti zisku sekundarnich metabolita

Tradi¢nim zdrojem sekundarnich metaboliti jsou intaktni rostliny, ve kterych
vSak obsah téchto latek kolisa v zavislosti na faktorech vnéjsiho prostiedi a mize byt

ovlivnén 1 procesem suseni a skladovani rostliny. Navic fada rostlin v soucasné dobé
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pfichdzi o sva pfirozend stanovist¢, ¢imz se zvySuji naroky na jejich péstovani
a s nimi roste i cena. [2]

Dale lze k zisku sekundéarnich metabolitli pouzit chemické syntézy. Ty jsou vSak
obvykle financné velmi nakladné, obtizné proveditelné a v nékterych piipadech
z diivodu slozité struktury a specifickych stereochemickych pozadavkil sloucenin
neproveditelné. [1, 2]

Vhodnou alternativou pro zisk sekundarnich metaboliti je 1 jejich
biotechnologickd produkce explantatovymi kulturami. Snahou je ziskat takovou kulturu,
ktera bude produkovat vice sekundarnich metabolitii, nez kolik jich lze ziskat tradi¢nimi
postupy. Tohoto cile vSak bylo dosaZzeno pouze u malého poc¢tu explantatovych kultur.
Ekonomicky vyhodnd a v primyslu vyuzivana je napiiklad produkce sanguinarinu
bunéénou kulturou Papaver somniferum nebo tvorba shikoninu in vitro kulturou

Lithospermum erythrorhizon. [2, 15]

3.2.2 NavySovani produkce sekundarnich metaboliti v in vitro kulturach

Byla vyvinuta fada metod pro navySovani produkce sekundarnich metaboliti
v in vitro kulturach rostlinnych explantatu. [8]

Jako perspektivni metoda se jevi tzv. imobilizace bunék, jejiZ podstatou je
uzavieni téchto bun¢k do nosného inertniho materidlu. Bunky je mozné imobilizovat
dvéma zplisoby — aktivné nebo pasivné. Pfi aktivni imobilizaci jsou buiiky zachyceny
v polymeru, k jehoz polymeraci dochdzi az po smiseni bun¢k s vychozimi monomery.
NejCastéji se pro tyto ucCely pouziva algindt sodny, agar, agardza, zelatina
a polyakrylamid. Pasivni imobilizace je zaloZena na pruniku bunék do porézniho
materidlu, napiiklad polyuretanové pény. Imobilizované buniky se poté kultivuji
v bioreaktorech a lze je pouZivat k biotransformacnim reakcim nebo ke komplexnim
syntézam. [2]

Biotransformaci lze definovat jako proces, kterym jsou exogenné dodané
organické substraty modifikovany buiikami explantatovych kultur na chemicky odlisné
produkty. Biotransformace tedy umoznuje dokoncit syntézy findlnich latek, které neni
mozné tvofit uméle. V tomto ptipadé se do Zivného média ptidavaji synteticky vyrobené
prekursory téchto latek a rostlinnd bunika provede upravu na konecny produkt,

a to hydroxyla¢ni, glykosylaéni, metylacni ¢i jinou reakci. [2, 15]
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Cilem vyzkumu v oblasti produkce sekundarnich metabolitli explantatovymi
kulturami je dosazeni komplexni syntézy téchto latek z exogenné dodanych zivin. [2]

Dalsi metodou, kterou je mozné dosdhnout zvySené¢ produkce sekundarnich
metabolitll, je 1 metoda elicitace. Elicitaci vyvolany stres aktivuje obrannou odpoveéd’
rostlinnych bun€k zaloZzenou, mimo jiné, na produkci sekunddrnich metaboliti.

Elicitace je metoda jednoducha na provedeni, levna a prostorové nenarocna. [2, 19]
3.3 Fyziologie rostlinného stresu

3.3.1 Definice stresu, stresové faktory

Rostliny jsou béhem svého Zivota vystavovany proménlivym podminkam
vnéjsiho prostiedi, které mohou zpomalovat jejich zivotni funkce, poskozovat jednotlivé
organy ¢i dokonce zpiisobit uhyn rostliny.

V rostlinné fyziologii je stres definovan jako stav, ve kterém se rostlina nachazi,
pokud na ni plsobi nepiiznivy vliv prostiedi — stresovy faktor (stresor). Stresory,

se kterymi se rostliny v ptirodé bézné setkavaji, 1ze roz¢lenit do nasledujicich skupin:

Stresory abiotické

e Fyzikalni

o Mechanické uc¢inky vétru

o Nadmérné zateni (viditelné, UV)

o Extrémni teploty (mraz, chlad, horko)
e Chemické

o Nedostatek vody (sucho)

o Nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)

o Toxické plyny ve vzduchu

o Nedostatek zivin v pude

o Toxické kovy a organické latky v padé

o Nadbytek iontli vodiku a soli v ptidé

Stresory biotické

o Bylozravci (spasani a poranéni rostlin)
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o Patogeny (houby, bakterie, viry)

o Vzijemné ovliviiovani rostlin (aleopatie, parazitismus)

Studium stresu rostlin, které rostou v pfirodnich podminkéch, je komplikovano

tim, Ze na rostlinu obvykle ptsobi vice stresor soucasné. [4]

3.3.2 Mechanismy odolnosti rostlin

Pfisedly zpiisob zivota neumoziiuje rostlinam aktivni unik pfed stresory.
Mechanismy odolnosti rostlin proti stresu lze obecné rozélenit do dvou skupin. Prvni
mechanismus zabranuje tomu, aby byla rostlina stresu vystavena. Jako ptiklad 1ze uvést
mechanickou bariéru v podobé silné kutikuly na listech. Tento zplisob obrany ma
pasivni a dlouhodoby charakter. Druhou skupinu tvoii mechanismy aktivni odolnosti,
které omezuji negativni dopad stresort az po jejich priniku k plasmatické membrané
rostlinnych bun¢k a do symplastu. Dochézi ke spusténi stresova reakce. [4, 20]

Stresova reakce zacind poplachovou fazi, pti které jsou vlivem stresoru naruseny
bunécné struktury a funkce. Pokud neni intenzita stresoru pro rostlinu letdlni, nasleduje
faze restitucni, pfi niz dochazi k mobilizaci kompenzacnich mechanismi vedoucich
k navySeni odolnosti rostliny proti stresovému faktoru — nastava faze rezistence. Pokud
vSak stresor plsobi dlouhodobé a s vysokou intenzitou, dochéazi k poklesu odolnosti
rostliny — faze vycerpani. [4]

O prubéhu této reakce a jejim vysledku rozhoduje nejen délka a intenzita ptisobeni
stresoru na danou rostlinu, ale také adaptacni schopnosti, vyvojové stadium, vitalita

a genotyp rostliny. [4, 20]

3.3.2.1 Spole¢né mechanismy stresovych reakei

Jednotny model stresové reakce rostlin s nejvétsi pravdépodobnosti neexistuje.
Piesto se vSak u rostlin vyskytuji jisté¢ dil¢i komplexy spole¢nych reakci, které vedou
ke zvySeni odolnosti vi¢i nékolika stresorim soucasné. Lze mezi né zaradit tvorbu
stresovych proteintl, tvorbu a odstrafiovani aktivnich forem kysliku, syntézu stresovych

fytohormonil a produkci osmoregulacnich sloucenin. [4]
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Tvorba stresovych proteint

Jednad se o proteiny, které nejsou za normadlnich okolnosti v rostlinné buriice
detekovatelné. Syntéza vétSiny z nich je specificky vdzéna na urcity stresovy faktor.
Tvorba zbylé ¢asti stresovych Dbilkovin mitze byt indukovana nespecificky,
tedy riznymi typy stresovych faktorii. VétSina z téchto proteinti se fadi do nékteré
z nasledujicich funkénich skupin:

e Molekularni chaperony
e Proteazy
e Ubikvitin

Jsou to prevazné konstitutivni proteiny patfici k pravidelné vybavé bunék vsech
genotypd, ale pii stresové reakci se jejich tvorba mnohondsobné zvysuje. [4]

Chaperony fidi zmény prostorového uspotadani bilkovin pfi jejich transportu
pfes membrany a také upravuji konformaci mirn€ poskozenych proteint. Pokud je vSak
poskozeni nevratné, je takovy protein oznacen ubikvitinem a poté rozlozen protézami
na jednotlivé aminokyseliny, které jsou nésledn¢ pouzity ktvorbé novych

proteinti. [4, 21]

Tvorba a odstrafiovani aktivnich forem kysliku

Reaktivita molekuldrniho kysliku, ktery je sloZzkou zemské atmosféry, je pomérné
nizka. Rostliny ho ovS§em mohou nékterymi procesy pfeménit na mnohem aktivnéjsi
formy. Puasobeni stresori mlze u rostlin vyvolat oxidativni stres, pro ktery je
charakteristickd ptechodnd produkce velkého mnozstvi aktivnich forem kysliku.
Tyto reaktivni molekuly, zejména vSak hydroxylovy radikal, poskozuji lipidy, nukleové
kyseliny 1 proteiny.

Rostliny si vytvofily obranné systémy odstranujici aktivni formy kysliku
a chranici rostlinné buiiky proti oxidaénimu poskozeni. Radi se mezi né jak enzymové,
tak 1 neenzymové antioxidanty.

Na druhou stranu je vSak zndma i protistresova uloha aktivnich forem kysliku.

Z tohoto diivodu je zadouci udrzovat jejich koncentraci na jisté Grovni. [4, 20]
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Syntéza stresovych fytohormont

Fytohormony jsou latky, které rostliny vyuzivaji k Sifeni signald na delSi
vzdalenosti. Kyselina abscisova a etylen piedstavuji klasické zéastupce fytohormond,
jejichz produkce rostlinou se pifi plsobeni vétSiny stresovych faktort zvySuje.
Fytohormony mohou nejen stimulovat, ale i inhibovat tvorbu nékterych enzymdu,
coz se projevi naptiklad zpomalenim ristu a zrychlenym starnutim rostliny. Dale
semezi stresové fytohormony ftadi 1 kyselina jasmonova, metyljasmonat

¢1 polyaminy — pfedevsim spermin, spermidin a putrescin. [21, 22]

Produkce osmoregulacnich sloucenin

Mezi osmoregulacéni slouceniny ndalezi cukry, jednoduché dusikaté latky a

polyalkoholy. [21]

3.4 Elicitace

Rostliny a in vitro kultivované rostlinné buiky vykazuji morfologické
a fyziologické reakce na faktory, které jsou souhrnné oznacovany jako tzv. elicitory.
Zavedeni elicitoru o nizké koncentraci do Zivych buné€nych linii vede k iniciaci tvorby
¢i navyseni produkce specifickych latek — sekundarnich metaboliti. [23]

Produkci sekundéarnich metaboliti 1ze posilit volbou elicitoru o vhodné
koncentraci, ktery bude pfidan ve spravné ristové fazi kultury a také vhodnou
kombinaci média a elicitoru. Pii elicitaci kultury v ¢asné fazi jejiho rustu se zvysi
produkce sekundarnich metabolitli, naopak vytéZzek biomasy bude sniZzen. Pokud vSak
bude elicitor pfidan ke konci exponencidlni rlstové faze kultury, dojde k navySeni
produkce sekundarnich metabolith a =zaroven se zvysi 1 vytézek biomasy.
Mezi dalsi faktory ovlivilujici efektivitu elicitace se fadi 1 specifita elicitoru, doba
pusobeni elicitoru, slozeni zivného média, pfitomnost riistovych regulatort aj. [23, 24]

Namdeo et al. se ve své studii zabyvali elicitaci suspenznich kultur Catharanthus
roseus. Jako elicitory byly pouzity extrakty z hub Trichoderma viride, Aspergillus niger
a Fusarium moniliforme. Byly sledovany zmény produkce sekunddrniho metabolitu
ajmalicinu zavislosti na koncentraci pouzitého elicitoru, dob¢ plisobeni tohoto elicitoru

a stafi kultury. NavySeni produkce ajmalicinu bylo znatelnéj$i pifi pouziti elicitoru

23



o 5% koncentraci nez pii koncentraci 0,5%. Pfi zkoumdni zéavislosti mezi dobou
expozice elicitoru a obsahem ajmalicinu bylo zji§téno, ze po 48 hodinach od elicitace
extraktem z Trichoderma viride doSlo k trojndsobnému navySeni produkce ajmalicinu
v suspenzni kultufe, zatimco po piidavku elicitoru z Aspergillus niger a Fusarium
moniliforme byla produkce ajmalicinu navySena pouze dvakrat. Produkce ajmalicinu
byla ovlivnéna istafim kultury. Nejvyssi vytézek ajmalicinu byl zaznamenan

pii elicitaci kultury staré 20 dni. [25]

3.4.1 Déleni elicitoru

Elicitory se klasifikuji na biotické, abiotické a rostlinné hormony. Biotické
elicitory maji biologicky puvod. Abiotické elicitory jsou dale Clenény na fyzikalni
faktory a chemické substance. V nékterych piipadech se jako elicitor pouziva latka
komplexni povahy, u které neni jeji pfesna molekuldrni struktura znama. Jako ptiklad

lze uvést kvasnicovy extrakt ¢i mikrobialni bunéénou sténu. [26]

Elicitory abiotické [26]

e Fyzikalni
o Ozomn
o Poranéni
o Sucho
o UV zafeni
o Oxid uhlicity
o Extrémni teploty, mraz
o Vysoka ¢i nizka osmolarita
e Chemicke
o Kyselina octova
o Ethanol
o Ethen
o Benzothiadiazol
o lonty kovii— Co*?, Fe™, Al Ag", Mn"2, Zn*?, Cu™?, Pb*?, Cd*?
o Anorganické soli — chlorid rtutnaty (HgCly), siran médnaty
(CuSO0s), chlorid vapenaty (CaCly), siran vanadnaty (VSO4)
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Elicitory biotické [26]

o Lipopolysacharidy

o Polysacharidy — pektin, celul6za, chitosan, alginat, glukany,
kvasnicovy extrakt, arabska klovatina

o Oligosacharidy — galakturonidy, mannan

o Proteiny — laktoferrin, hydrolyzaty rybich proteint

o Komplexni latky — mikrobidlni buné¢na sténa, spory hub

o Patogenni toxiny

Rostlinné hormony [26]

o Kiyselina jasmonova
o Kiyselina salicylova
o Metyljasmonat

o Metylsalicylat

o Etylen

o Cytokinin

o Giberelin GA;

Elicitory mohou mit exogenni ¢i endogenni ptivod. Exogenni elicitory vznikaji
mimo buiiku a fadi se mezi n¢ naptiklad polysacharidy (glukany, chitosan), polyaminy,
glykoproteiny, nékteré enzymy (celuldza) ¢i mastné kyseliny (kyselina arachidonova).
Endogenni elicitory vznikaji v bunice prostiednictvim sekundarnich reakci, které jsou

vyvolany signalem abiotické nebo biotické povahy. [1]

3.4.2 Mechanismus elicitace

Kazda rostlinna burika je schopna reagovat na patogeny a environmentalni vlivy
spusSténim obranné reakce. Odpovéd rostlin je dana nckolika faktory, zejména vSak
zavisi na jejich genetické vybavé a fyziologickém stavu. Rezistence rostlin viici
chorobam je fizena geneticky pomoci genil rezistence rostlin a patogen avirulentnich
gend. Obrannou reakci rostlin lze spustit procesem elicitace.

Rostliny na elicitor reaguji aktivaci fady obrannych mechanismii, jako jsou:

e Tvorba enzymil chranicich buiiku pted oxida¢nim stresem
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e Hypersenzitivni reakce vedouci az ksmrti bunék nachazejicich
se v blizkosti mista piisobeni patogenu

e Produkce reaktivnich forem kysliku

e Produkce reaktivnich forem dusiku

e Aktivace gentll spojenych s obranou rostliny

e Zmény v potencidlu plasmatické membrany buiiky, zvySend propustnost
membrany pro ionty (influx Ca*™, eflux K™ a CI")

e Fosforylace proteintl, oxidace lipida

e Vyztuzeni a zpevnéni bunécné stény ukladdnim dieva

Kromé uvedenych obrannych mechanismti dochazi také k aktivaci a nové

biosyntéze transkripénich faktor, které piimo reguluji expresi genli zapojenych

do produkce sekundéarnich metabolitt. [26]

Pienos signdlu v rostliné

Vazba celicitoru na receptor vede k aktivaci signdlni drahy, ktera sestava

z nasledujicich kroki:

Vazba elicitoru na receptor lokalizovany v plasmatické membrané

Aktivace trimernich G-proteini

Aktivace fosfolipaz

Zvyseni koncentrace Ca*? iontli v cytosolu (zprostfedkované aktivaci iontovych
kanali plasmatické membrany a také uvolnovanim kalciovych iontl
z endoplasmatického retikula)

Depolarizace plasmatické membrany

Aktivace antiportovych K*/H" membranovych kanalti, coz vede k acidifikaci
cytoplasmy

Aktivace NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) oxiddzy a produkce
reaktivnich forem kysliku

Aktivace MAPK (mitogenem aktivované protein kinazy) a fosforylace
transkripénich faktorG regulujicich expresi genli kodujicich enzymy, které
se podili na biosyntéze specifickych sekundarnich metaboliti a sekundéarnich

signalnich latek, jako jsou kyselina salicylova, kyselina jasmonova a etylen [27]
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Ptesny mechanismus elicitace je stale predmétem vyzkumu. [1]

3.5 Selen

Selen, latinsky Selenium, je prvek nesouci chemickou znacku Se. Objevil
ho v roce 1817 svédsky chemik Berzelius. Nazev tohoto prvku byl odvozen z feckého
vyrazu pro mesic. Selen ma atomové Cislo 34 a relativni atomovou hmotnost 78,96.
Svymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi lezi na pomezi mezi kovy a nekovy. Selen
je soucasti fady organickych i anorganickych sloucenin. Mezi organické slouceniny
selenu se fadi hlavné aminokyseliny selenocystein a selenometionin. V anorganickych
slouceninach nabyva oxidacnich &isel — II, +IV, +VI. Vyskytuje se 1 v elementarnim
stavu s oxidacnim c¢islem 0. [28, 29]

Selen je pfedmétem intenzivniho vyzkumu v technickych i biologickych oborech.
Nachazi uplatnéni v elektronickém priimyslu, ve sklafstvi, pfidava se jako vyzivovy
dopln€k do krmiv hospodaiskych zvifat a dribeze, pouzivé se jako pigment, insekticid

a fungicid. [30, 31]

3.5.1 Selen v lidském organismu

Selen je esencidlni stopovy prvek majici vliv na zdravi mnoha Zivocichli véetné
¢lovéka. Po dlouhou dobu byl povazovan za prvek jedovaty, kancerogenni, mutagenni
a teratogenni, kterym ve vysokych koncentracich skutecné je. V Sedesatych letech
minulého stoleti byla zjiSténa souvislost mezi nedostatkem selenu a dvéma endemicky
se vyskytujicimi onemocnénimi — Keshanskou chorobou, kterd se manifestuje jako
kardiomyopatie a onemocnénim Kashina a Bekové, coz je chronicka osteoartropatie
u déti. [30, 32]

Selen v lidském organismu ptisobi prostfednictvim metaloenzymi. Selen ve formé
selenocysteinu  je  souCasti enzymi  glutationperoxidazy a  5’-deiodinazy.
Glutationperoxidaza chrani organismus pted Skodlivym pasobenim reaktivnich forem
kysliku a pted lipoperoxidaci nenasycenych mastnych kyselin. Enzym 5’-deiodindza
katalyzuje pfeménu tyroxinu na aktivni hormon trijodtyronin. [30, 33]

Selen hraje roli v ochrané organismu pied chorobami kardiovaskularniho systému,
zanétlivymi a neurodegenerativnimi nemocemi, rakovinou a také zpomaluje starnuti.

Dalsi poznatky poukazuji na vliv selenu na psychiku a naladu, dale na plodnost muzt
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izen a na prubéh té€hotenstvi. Selen ochraniuje builky pfed bakteridlnimi a virovymi
infekcemi a plisobi pfiznivé na imunitu. [32, 34]

Selen je prvek pro lidsky organismus nepostradatelny, proto je nezbytny
jeho piijem potravou. Selen se do potravniho fetézce dostava skrze rostliny.
Doporuceny denni piijem selenu pro dospélou osobu se pohybuje mezi 40—80 pg/den.
Doporuceny bezpecny maximalni ptijem selenu je mezi 400—600 pg/den. [30, 34]

Dlouhodoby vysoky piijem selenu ma na lidsky organismus toxické ucinky.
Prvotnim indikatorem vysokého piijmu selenu je kovova pachut v ustech a dech
zapachajici po Cesneku. Mezi klinické ptiznaky chronického vysokého pfijmu selenu
patii lamavost vlasi a jejich vypadavani, kiehkost a lomivost nehtti, skvrny na zubech,

unava, vyrazka na klizi, nauzea, prijem ¢i poruchy nervového systému. [35]

3.5.2 Selen v rostlinach

Rostliny mohou pfiijimat selen z pludy, atmosféry nebo z vody, a to kofeny
nebo pies plochy listll. Na uzemi Ceské republiky se mnozstvi selenu v ptidé pohybuje
obvykle vrozmezi 0,14-1,65 mg/kg. O vyuzitelnosti tohoto prvku rostlinami vSak
rozhoduje nejen jeho obsah v pudé, ale predev§im chemickd forma selenu a ostatni
pudni faktory, jako jsou pH puadniho roztoku, obsah vody, kysliku, hliniku a oxidid
7eleza v dané piidé. Selenany (SeO4%) predstavuji pro rostliny dostupngjsi zdroj selenu
neZ seleni¢itany (Se0s2), a to z diivodu jejich vétsi rozpustnosti v padg. [36]

Selenany vykazuji vysokou afinitu k transportéru, ktery ptenaSi sirany
(SO4?2) z pidy pies cytoplasmatickou membranu bun&k kotene. Selenany kompetu;ji
se sirany o vazebné misto na transportéru. Pokud je obsah siranti v ptid€ vysoky, pfijem
selenantll poklesne. Vyjimkou jsou rostliny oznacované jako tzv. selenové akumulatory,
které preferencné prenaseji selenany nez sirany. [29]

Rostliny se podle schopnosti hromadit selen ve svych tkanich déli na selenové
neakumulatory, sekundarni selenové akumulatory a priméarni selenové akumulétory.
Selenové neakumulatory obsahuji méné nez 25 mg Se/kg suSiny. Sekundarni
akumulatory obvykle rostou na pidach s nizkou az stfedni koncentraci selenu a obsahuji
25-100 mg Se/kg suSiny. Selen je v nich pfitomen prevdazné ve formé organické

slouceniny selenometioninu. Primarni akumuldtory inkorporuji pfijaty selen
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do aminokyselin jako metylselenocystein, selenocystation a selenocystin. Obsahuji

100—-10000 mg Se/kg susiny. [30, 37]

Akumulace selenu muze vést ke snizeni obsahu siry, dusiku ¢i fosforu

v rostlinnych tkénich. Selen ptisobi jako inhibitor absorpce tézkych kovl, zejména

kadmia, médi, zinku a zeleza. [37]

Pii vysokém obsahu selenu v rostlindich dochdzi k tzv. volatilizaci, pfi které

se uvoliiuje sloucenina dimetyldiselenid, kterd intenzivné zapacha po cesneku. Mira

volatilizace je ovlivnéna obsahem selenu v rostlinnych tkdnich a také chemickou

formou selenu, ktera je ptidana do zivného média. [30, 37]

Byla publikovana celd tada praci pojednavajicich o vlivu selenu na rostliny

1 explantatové kultury in vitro.

Stibilj et al. zaznamenali 8,5ndsobné navysSeni obsahu selenu v semenech
pohanky (Fagopyrum esculentum Moench.) a 3,5ndsobné navySeni obsahu
selenu v semenech dyné (Cucurbita pepo L.) po predchozi aplikaci vodného
roztoku selenu (Se*¥") na listy ve fazi kveteni. [38]

V dalsi studii byl sledovan vliv selenu ve formé listového posttiku aplikovaného
v dobé kveteni na obsah selenu, aminokyselin, cukr a vybranych bioaktivnich
latek v plodech rajc¢ete jedlého (Solanum I[ycopersicum var. Provence).
U kontrolni skupiny byla misto selenu aplikovana voda. V plodech oSetfenych
rostlin bylo zaznamenano 18nasobné zvySeni obsahu selenu oproti kontrole.
Zvysil se také obsah glukodzy, fruktdzy, nékterych aminokyselin, glutationu,
flavonoidi, vitaminu E a vitaminu C. [39]

V jiné studii byla zkouméana moZzna tloha selenu v ochran¢ sazenic slunecnice
(Helianthus annuus) pred toxicitou kadmia. Pfedchozi namoceni semen
slunecnice v roztoku selenu zmirnilo negativni G¢inek kadmia na rlst rostliny
a vedlo ke zvySeni aktivity antioxidac¢nich enzymu glutationreduktazy, katalazy
a askorbatperoxidazy, a tim ke zmirnéni oxidacniho poskozeni rostliny. [40]
Vyuzitim selenu jako elicitoru v in vitro tkanovych a organovych kulturdch
¢esneku kuchynského (A/lium sativum) se zabyvala studie autora Kapoor et al.
Jako elicitor byl pouzit roztok NaSeOs; o tfech odliSnych koncentracich

(0,5, 1,2 a 4 mg/l). S rostouci koncentraci elicitoru rostla produkce sekundarniho
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metabolitu alliinu s maximem pii koncentraci 4 mg/l. Po ptidavku roztokl
o koncentracich 2 a 4 mg/l do zivného média doslo také k vyraznému navySeni

obsahu aminokyselin, proteind a prolinu. [41]
3.6 Pohanka obecna

3.6.1 Botanicky popis

Pohanka obecna (Fagopyrum esculentum Moench.) je jednoletd, dvoudélozna
bylina patfici do ¢eledi rdesnovitych (Polygonaceae). [17]

Lodyha pohanky je pifimd, podélné ryhovand, uvniti dutd, délena kolénky.
Zbarveni lodyhy je zelené nebo &ervené. Cervena barva je dana piitomnosti antokyant.
Hlavni stonek se dale rozvétvuje do 2—8 vétvi prvniho fadu, které se mohou dale vétvit
do vyssich fadt. Pohanka obvykle dorista vysky 50-140 cm.

Postaveni listi na stonku je stfidavé. Pro pohanku je typickd heterofylie,
coz znamena pritomnost listl rizného tvaru a velikosti na téZe rostling€. Listy ve spodni
¢asti rostliny jsou dlouze tapikaté se srdCitou ¢epeli, kterd ma vroubkovany okraj. Listy
rostouci v hornich castech rostliny maji fapiky kratké nebo jsou téméi piisedlé
s Sipovitou, vej¢itou, kopinatou a dlouze zaSpicatélou Cepeli. Délozni listy maji tvar
ledvinovity.

Kvéty pohanky jsou oboupohlavné, bilé, narGzovélé nebo Cervené barvy. Kvéty
jsou drobné, o velikosti 5—10 mm. Okvétnich listkl je 5 a jsou vétSinou volné. Kvét
obsahuje 8 ty¢inek a pestik. Semenik je svrchni. Cnélka je trojdilna a nese bliznu, ktera
ma knoflikovity tvar. Kvétenstvi obvykle sestava ze 7-9 kvitk, které vytvaii uzlabni
hrozny ¢i vrcholové chocholiky. Na jedné rostliné se mlize vytvofit v dobé kveteni
az 1500 kvéta, nicméné pouze 10—12 % z nich se pretvoti ve zralou nazku. Pohanka je
rostlina cizosprasnd a hmyzosnubnd. Hlavnim opylovacem této rostliny je vcela
medonosna (Apis mellifera). [42, 43]

Plodem pohanky je moucnatd naZzka trojbokého tvaru. Hrany naZzky jsou
celokrajné a tvofi se na nich kiidla. Zbarveni nazek je nejcastéji hnédeé, u nékterych
odrd pohanky miize byt i Sedé nebo Cerné. Semena jsou obklopena oplodim, které tvori
15-30 % celkové hmotnosti plodu. Oplodi se semenem nesrista a lze ho odstranit

loupéanim. [17, 42]
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Kofen pohanky je tvaru kilového a pouze malo se vétvi. Mira vétveni se odviji
od vlhkosti, provzdusnéni a urodnosti pidy. Kotfen pronikd do pidy jen meélce a tvori
pouze 3-4 % celkové hmotnosti rostliny. I pfes to, Ze pohanka netvoii rozsahly
kotfenovy systém, je intenzita jeho ¢innosti 12krat vyssi nez u pSenice. Kofen pohanky
produkuje kyselinu S$tavelovou, citronovou, octovou a mravencéi, pomoci kterych

rostlina piijima zZiviny, zejména fosfor, z obtizn¢ dostupnych forem. [42, 43]

3.6.2 Odrida Pyra

Pyra je odrida pohanky, ktera byla vyslechténa na uzemi Ceské republiky.
Do listiny registrovanych odriid byla zapsana v roce 1990. Jedna se o pomérné ranou
odridu doriistajici sttedniho vzristu. Pocate¢ni rist odridy je pomaly. Vyznacuje
se poléhavosti a produkci stiedn¢ velkych nazek, které jsou Sedohnédé barvy s ¢ernym
mramorovanim. Hodi se pro péstovani v méné piiznivych podminkach, ve kterych je
vynosove¢ stabilnéj$i neZ moderni zahrani¢ni odrady. [42, 44]

Autofi Bystricka et al. sledovali zmény obsahu tézkych kovl kadmia, olova
a chromu v konzumnich ¢astech pohanky obecné (Fagopyrum esculentum Moench.)
v obdobi vegetace. Celkem bylo analyzovano 6 odrid: Pyra, Jana C1, Kasho, Emka,
Spacinska a Hrusowska. U vSech odriid byl zaznamenan nejvyssi obsah t&zkych kovii
v listech. V pribéhu vegetacniho obdobi se obsah tézkych kovi v listech a ve stoncich
u vSech odriid navySoval. Nejvice byl obsah kadmia pfekroc¢en u odriidy Pyra na konci
vegetacni doby, kdy ho bylo detekovano 1,38 mg/kg. Potravinovy kodex Slovenské
republiky stanovuje nejvyssi pfipustné mnozstvi (NPM) kadmia 0,1 mg/kg. NPM olova
(0,2mg/kg) bylo také prekroceno. U odriidy Kasho byl na konci vegeta¢ni doby zjistén
obsah olova 7,30 mg/kg. U chromu nebylo ani u jedné z odrid zaznamenano piekroceni
NPM. Nadlimitni mnozstvi obsahu kadmia i olova bylo detekovano i1 v nazkach
pohanky. [45]

Vjiné studii byly zkoumany zmény celkového obsahu polyfenolli v riznych
anatomickych &astech odriid Pyra, Spacinska, Emka, Kasho, Jana C1 a Hrusowska
behem obdobi jejich rastu. V priibéhu ristu se celkovy obsah polyfenol u vSech odrad
zvySoval. Nejvys$si mnozZstvi polyfenoli obsahovaly kvéty a listy, méné nazky

a stonky. [46]
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3.6.3 Pivod pohanky a jeji vyuZziti

Pohanka pochazi ze severni Ciny, ve které se péstuje vice nez 3 tisice let.
Z této oblasti se pravdépodobné rozsifila do Bhutanu, Nepalu, severniho Pakistanu
aseverni Indie. Do Evropy se pohanka dostala nejspiS spolecné s mongolskymi,
tureckymi a dalSimi vojsky, kterd ji vyuzivala jako jeden ze zdrojl obZivy.

Prvni pisemnou zminku o pohance na naSem Uzemi lze nalézt v Klaretove
verSovaném slovniku Glosar, ktery pochéazi z 2. poloviny 14. stoleti. Mattioliho herbaf
z roku 1596 popisuje pohanku jako hojné se vyskytujici plodinu. Pohanka se péstovala
zejména v horskych oblastech a v podhiifi a byla soucasti stravy chudych obyvatel.
V16. a 17. stoleti predstavovala pohanka oblibenou plodinu. Pozdéji zacalo
jeji péstovani upadat, prevazné kvili vzristu konzumace peciva z bilé mouky. Béhem
2. svétové valky se pohanka na naSem uzemi prakticky nepéstovala. Od 90. let
minulého stoleti byl zaznamendn navrat k péstovani a konzumaci této plodiny.
V soucasné dob¢ se pohanka péstuje v mnoha zemich ptevazné severni polokoule. Mezi
nejvétsi producenty pohanky se fadi Rusko a Cina. [42, 43]

Pohanka nachazi uplatnéni v riznych oblastech. V zeméd¢lstvi se vyuziva jako
meziplodina a rostlina zamezujici erozi pidy. Déale mlze byt pouzita jako zelené
hnojivo nebo krmivo pro hospodaiské zvitrata. Odstranénim slupek z pohankovych zrn
ziskame kroupy a jejich mletim mouku, ze které se vyrdbi pecivo a té€stoviny. Vatené
pohankové kroupy plisobi v organismu podobné jako vlaknina. ZvySuji pocit sytosti
a pusobi pfiznivé na hladinu glykémie. Pohankova zrna neobsahuji lepek, proto jsou
vhodn4d 1 pro pacienty trpici celiakii. Konzumuje se i mladd zelena nat, listy
nebo pohankové klicky, které obsahuji vice rutinu a lyzinu neZ zrna. Vyrabi
se 1 pohankové vino a pivo. Slupky a zelené casti rostliny se pouzivaji pro piipravu
pohankového Caje. Pohanka je plodina medonosna. Pohankovy med ma ze vSech druhti
medu nejvyssi obsah bioflavonoidl. Dale je pohanka vyuzivana ve farmaceutickém

primyslu, zejména kvili obsahu flavonoidu rutinu. [42, 47]

3.6.4 Lékopisna droga

Lékopisnou drogou je celd nebo rozldmanad pohankova nat' (Fagopyri herba)

ziskand z druhu Fagopyrum esculentum Moench. Nat' se sbird v rané fazi kveteni
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pted tvorbou ploda a poté se ihned susi. Pohankova nat’ obsahuje nejméné 3 % rutinu,

pocitano na vysusenou drogu. [48]
3.6.5 Obsahové latky pohanky

3.6.5.1 Rutin

Pohanka je vyznamnym zdrojem flavonoidu rutinu. Rutin (kvercetin-3-
rhamnoglukosid) je flavonolovy glykosid, jehoz nazev je odvozen od routy vonné (Ruta
graveolens L. (Rutaceae), ze které byl poprvé izolovan. Déle ho lze ziskat z poupat
stromu Sophora japonica L. (Fabaceae) a z listQ druhu Eucalyptus macrorhyncha
(Myrtaceae). Je obsazen 1 v oplodi pomerance (Pericarpium aurantii), v listech ¢erného
rybizu (Folium ribes nigri) a dalSich rostlinach. [49, 50]

Lidské t€lo si rutin nedokdze syntetizovat, proto musi byt pfijiman potravou.
Doporucena denni davka rutinu je 100-200 mg. Rutin je ¢asto kombinovan s kyselinou
askorbovou. Antioxida¢niho U¢inku rutinu se hojn€é vyuziva v potravinaistvi,
kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Rutin plsobi pfiznivé na cévni systém,
snizuje fragilitu a permeabilitu kapilar, pouziva se pii 1é¢bé hemoroidii a kiecovych zil.
Vykazuje uc€inky antiedematozni, protizanétlivé, antimutagenni, protinadorové
a ochranuje pfed UV zafenim. Kombinace trypsinu, bromelainu a rutinu se vyuziva
pfi lécbeé osteoartritidy. Rutin nachdzi uplatnéni 1 pii 1écb€ zanétlivych stfevnich
onemocnéni. Plsobi pfiznivé na hladinu glukoézy a také ovliviiuje hladinu cholesterolu
v krvi. [51, 52]

Obsah rutinu v rostliné kolisd v zavislosti na jejim genotypu, vyvojovém stadiu
a také podminkach péstovani. Je rizny i v jednotlivych orgénech téZe rostliny. [53]

Kreft et al. sledovali vliv riznych trovni UV-B zéfeni na obsah rutinu v pohance
obecné (Fagopyrum esculentum Moench.). Nejvys§i obsah rutinu byl detekovéan
urostlin péstovanych pifi béznych urovnich UV-B zéafeni — listy téchto rostlin
obsahovaly 0 97 % vice rutinu nez listy rostlin, které byly vystaveny pouze redukované

hladin¢ UV-B zareni. [54]

3.6.5.2 Ostatni obsahové latky

Kromeé rutinu jsou v pohance zastoupeny i dalsi latky typu polyfenold — kvercetin,

1sovitexin, vitexin, isoorientin a orientin. [55]
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Bai et al. srovnavali obsah rutinu, kvercetinu a aminokyselin v semenech dvou
druhii pohanky (Fagopyrum esculentum a Fagopyrum tataricum), které byly péstovany
v riznych oblastech. Obsah rutinu v semenech se pohyboval mezi 0,05-1,35 % a byl
vyss§i nez obsah kvercetinu. V semenech pohanky tatarské (Fagopyrum tataricum) bylo
zjiSténo vyssi mnozstvi rutinu, kvercetinu i aminokyselin nez v semenech pohanky
obecné. [55]

Plody pohanky obsahuji vitamin E a komplex vitamini skupiny B, zejména
vitamin B (thiamin), B, (riboflavin) a B3 (niacin). Také jsou bohaté na prvky draslik,
hot¢ik, fosfor, vapnik a ve stopach zinek, mangan, méd, Zelezo a selen. Semena
pohanky obsahuji 3,4-5,2 % vlakniny, 55—70 % Skrobu a 10-14 % bilkovin. Olejnatost
semen se pohybuje mez 1,5-3,7 %. Z vicenenasycenych mastnych kyselin je vyznamna
pfitomnost kyseliny linolové. Déle jsou v plodech zastoupeny i organické kyseliny,
fenolické slouceniny, fosforylované cukry, nukleotidy a také tfisloviny, které maji
ptiznivy vliv na Cerstvost a trvanlivost nazek. [43, 56]

Pohanka obsahuje naftodiantron fagopyrin, ktery zplsobuje pfiecitlivélost
na svétlo, tzv. fagopyrismus. [56]

Autofi Eguchi et al. hodnotili obsah fagopyrinu v kvétech, listech, stoncich,
slupkach plodt a kroupéach pohanky obecné a pohanky tatarské (Fagopyrum esculentum
a Fagopyrum tataricum). U obou druhii bylo nejvice fagopyrinu detekovano v kvétech
a v listech, zatimco stonky a slupky plodi obsahovaly fagopyrinu pouze malé mnozstvi.
V kroupach pohanky obecné nebyl fagopyrin zjistén vibec. Obecné vyssi hodnoty
obsahu fagopyrinu byly nalezeny u pohanky tatarské. [57]

Kreft et al. uvadi, ze denni pfijem 30 g cCerstvych pohankovych klickd mize
v zé&vislosti na télesné hmotnosti, vySce a expozici slunecnim zafenim zpUsobit
zavaznou fototoxicitu. [58]

V souvislosti s konzumaci semen pohanky se u citlivych jedincii mize vyskytnout
hypersenzitivni reakce manifestujici se jako koptivka, alergickd ryma, astma,
angioedém a anafylakticky Sok. Jako alergeny byly identifikovany nizkomolekuldrni

proteiny a glykoproteiny. [47]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materidl, piistrojové vybaveni a pomiicky

4.1.1

Rostlinny material

Jako vychozi explantat, z né¢hoz byla pozdéji odvozena vlastni kultura, byla

pouzita klicni rostlina ziskana ze semen druhu Fagopyrum esculentum Moench., varieta

Pyra. Semena poskytl Vyzkumny ustav rostlinné vyroby v Piestanech, Slovensko.

K vlastnimu experimentu byla pouzita kalusova a suspenzni kultura z 13.—18. pasaze.

4.1.2

Chemikalie

Agar, Oxoid, Velka Britanie

Ajatin plus roztok 10%, Profarma — produkt s.r.o., CR
Destilovand voda, Katedra analytické chemie, FaF UK v HK, CR
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Lachema, CR
Dusi¢nan amonny p.a., Penta, CR

Dusi¢nan draselny p.a., Lachema, CR

Edetan sodny p.a., Sigma—Aldrich, USA

Etanol 96%, Lachema, CR

Glycin p.a., Penta, CR

Hydrolyzat kaseinu, Imuna, Slovensko

Chloramin, Bochemie, CR

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

Jodid draselny p.a., Penta, CR

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

Kyselina nikotinova, Sigma—Aldrich, USA

Metanol p.a., Penta, CR

Molybdenan sodny dihydrat p.a., Penta, CR

Myo-inositol, Fluka, Svycarsko
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Oxid selenicity 98% p.a., Sigma—Aldrich, USA

Pyridoxin, Plant Cell Culture, Sigma—Aldrich, USA
Sachardza p.a., Lachema, CR

Savo, vyrobeno v EU, sklad FaF UK HK

Siran hofe¢naty heptahydrat p.a., Penta, CR

Siran manganaty monohydrat p.a., Lachema, CR

Siran méd’naty pentahydrat p.a., Lachema, CR

Siran zineénaty heptahydrat p.a., Penta, CR

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lachema, CR

Standardy pro HPLC analyzu — rutin, Sigma—Aldrich, USA
Thiamin, Plant Cell Culture, Sigma—Aldrich, USA
Ultracista voda, Katedra analytické chemie, FaF UK v HK, CR

Piistrojové vybaveni a pomicky

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

Autosampler Jasco AS-2055 Plus, Japonsko

Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Slovensko
Cerpadlo Jasco PU-2089 Plus, Japonsko

Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko
Germicidni lampa UVR-Mi, Biosan LtD, LotySsko
Horkovzdusny sterilizator SVS 9/1, Chirana, CR
Kolona LiChrospher RP-18 250x4 (S5um), Merck, Némecko
Mikrofiltry (0,20 pm), Corning NY 14831, Némecko
Pipetovaci balonek, Filip, Némecko

Predkolona, Merck, Némecko

Susérna HS 61A, Chirana, CR

Termostat kolony Jetsream 2 Plus, Japonsko

Tésnéni na vialky, Labicom s.r.0., Olomouc, CR
Ttepacka KS 15 A Control, Edmund Biihler, Némecko

Ultrazvukova lazen, typ RX 255H Bandelin Sonorex, Némecko
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e Vialky, Labicom s.r.0., Olomouc, CR
e Vodni lazen GFL, typ 1042

4.2 In vitro kultivace

4.2.1 SlozZeni a priprava Zivného média

V experimentu bylo ke kultivaci kalusovych i suspenznich kultur pouzito zivné

médium piipravené podle Murashigeho a Skooga (MS). SloZzeni MS média je uvedeno

v tabulce 1. [59]

Tabulka 1: Slozeni Zivného média

Makroelementy (mg/l)
KNO3 1900,000
NH4NO3 1650,000
CaCl2.2H20 440,000
MgS04.7H,0 370,000
KH>PO4 170,000
Mikroelementy (mg/l)
MnSO4.H20 16,900
ZnS04.7H,0 11,500
H3BOs 6,200
KI 0,830
NaxMo004.2H>0 0,250
CuS04.5H,0 0,025
CoCl2.6H0 0,025
Zeleznaty komplex (mg/l)
Na;EDTA 37,340
FeSO4 .7H20 27,840
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Vitaminy (mg/l)
Kyselina nikotinova 0,500
Pyridoxin 0,500
Thiamin 0,100
Sacharéza (mg/l) 30000,000
Hydrolyzat kaseinu (mg/l) 1000,000
Myo-inositol (mg/l) 100,000
Glycin (mg/l) 2,000

Pro substance pfitomné v zivném médiu pouze v nizkych koncentracich byly
pfipraveny zéasobni roztoky, které zajistily snadnéj$i manipulaci a véEtsi presnost
odmétovani. Pozadovany objem zasobniho roztoku byl odebran pomoci pipety.

Do odmérné baiikky na 1000 ml byla postupné vpravena predepsand mnozstvi
nasledujicich zasobnich roztok:

¢ 100 ml makroelementli

e 10 ml Zeleznatého komplexu
¢ | ml mikroelementti

e 1 mlglycinu

e | ml vitamint

Nésledné¢ byl piidin 1 ml roztoku rustového regulatoru kyseliny
2,4-dichlorfenoxyoctové (2,4-D) o koncentraci 1 mg/l Zivného média.

Odmérna baika byla doplnéna pfiblizn€ do 60 % objemu destilovanou vodou.
Na analytickych vahach bylo navazeno a do odmérné banky piidano:

e 30,0 g sacharozy
e 0,100 g myo-inositolu
e 1,000 g hydrolyzatu kaseinu

Vznikla smés byla intenzivné promisena a po rozpusténi vSech substanci doplnéna
destilovanou vodou po rysku.

Takto pfipravené Zivné médium bylo za pouziti odmérného valce rozdéleno
pfiblizné po 30 ml do pfedem vysterilizovanych 100 ml Erlenmeyerovych banck.

Pro ucely kultivace kalusové kultury byl do kazdé baiky vlozen mistek z filtracniho
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papiru. Hrdlo banky se ptekrylo aluminiovou folii. Banky se peclivé oznacily a byly

sterilizovany v autokldvu po dobu 20 minut pfi teploté 121 °C a tlaku 100 kPa.

4.2.2 Zajisténi aseptickych podminek

Veskera manipulace s vychozim explantatem, kalusovou i suspenzni kulturou
probihala za aseptickych podminek v boxu slamindrnim proudénim vzduchu.
Pted vlastni praci byl box dezinfikovan zfedénym roztokem Ajatinu (1:10) a nasledné
ozéfen ultrafialovym zafenim z germicidni lampy.

Kultiva¢ni baniky 1 s hlinikovymi zatkami byly ocistény 96% etanolem.
K manipulaci s rostlinnym materidlem byly pouzity sterilni pinzety a pfi vlastni praci

se postupovalo tak, aby byly zachovany aseptické podminky.

4.2.3 Odvozeni kalusové kultury
Semena byla podrobena povrchovému sterilizacnimu procesu, ktery sestaval
z nasledujicich krokt:
e Opléachnuti sterilni destilovanou vodou
e Ponofeni do 70% etanolu na dobu 1-2 minut a promyti sterilni destilovanou
vodou
e Ponofeni do 10% roztoku chloraminu na dobu 10—15 minut a promyti sterilni
destilovanou vodou
e Ponofeni do 10% roztoku Sava na dobu 10-15 minut a promyti sterilni
destilovanou vodou
e Zavéretné proplachnuti 70% etanolem
Poté byla semena pienesena na povrch zivné pudy, kterd byla zpevnéna agarem
(10 g agaru na 1 1 média). Banky byly uzavieny hlinikovou folii. Kultivace probihala
v kultiva¢ni mistnosti pii teploté¢ 25 °C v periodicky se opakujicim rezimu 16 hodin

svétlo a 8 hodin tma. Po 4-6 tydnech kultivace se vytvofil kalus.

4.2.4 Kaultivace a pasazovani kalusové kultury

Vytvoteny kalus byl pomoci sterilni pinzety pienesen na mistek umistény

v Cerstvém, tekutém kultivatnim médiu. Baiky byly opatfeny aluminiovou zétkou.
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Kultivace probihala v kultiva¢ni mistnosti pfi teploté 25 °C v periodicky se opakujicim
rezimu 16 hodin svétlo a 8 hodin tma.

Po 4-5 tydnech bylo provedeno pasazovani kultury, pii kterém se postupovalo
nasledujicim zplisobem — z kalusové kultury byly vybrany svétlejsi, noveé vytvorené
¢asti kalusu a pomoci sterilni pinzety byly pfeneseny do banck s Cerstvym zivnym
médiem na mistky z filtraéniho papiru. Kultiva¢ni banky byly opatfeny hlinikovymi

zatkami a preneseny do kultivacni mistnosti.

4.2.5 Odvozeni suspenzni kultury

Pro odvozeni suspenzni kultury byla vyuzita kultura kalusova. Césti kalusu byly
pomoci sterilni pinzety pfeneseny do tekutého zivného média. V médiu byl kalus
pomoci pinzety mechanicky rozmélnén na jednotlivé builky ¢i malé bunécné shluky.
Timto procesem vznikla kultura suspenzni. Kultivaéni bainka byla uzaviena
aluminiovou folii a umisténa do kultiva¢ni mistnosti na tfepacku. Frekvence trepani
byla nastavena na 120 otacek za minutu. Kultivace probihala za teploty 25 °C
v periodicky se opakujicim rezimu 16 hodin svétlo a 8 hodin tma. Maxima rastu doséhla

kultura po 3—4 tydnech kultivace.
4.3 Elicitace

4.3.1 Priprava elicitoru

V experimentu byl jako elicitor pouZit roztok oxidu seleni¢it¢ho SeO2 ve tfech
odliSnych koncentracich. Ptiprava roztokl probihala za aseptickych podminek v boxu
s laminarnim proudénim vzduchu. Pfed vlastni praci byl box vydezinfikovan zfedénym
roztokem Ajatinu (1:10) a nasledné ozéfen ultrafialovym zafenim z germicidni lampy.
Odmérné banky a pipety byly pfed pouzitim vysterilizovany v horkovzdusném
sterilizatoru.

Roztok o koncentraci ¢ (100 mg/100 ml) byl ziskan navazenim 100 mg Cisté
substance SeO.. Navazka se kvantitativné pfevedla do odmérné bailky na 100,0 ml
a byla doplnéna sterilni destilovanou vodou po rysku. Roztok byl dikladné promisen
a sterilizovan v autoklavu po dobu 20 minut pii teploté 121 °C a tlaku 100 kPa.
Koncentrace roztoku ¢ byla 9,012.10 mol/I.
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K ptipravé roztoku o koncentraci c¢» (10 mg/100 ml) byl wvyuzit roztok
o koncentraci ci. 10,0 ml roztoku o koncentraci ¢i bylo pomoci pipety pieneseno
do odmérné banky na 100,0 ml, dopInéno sterilni destilovanou vodou po rysku a obsah
banky byl dikladné¢ promisen. Koncentrace pfipraveného roztoku c¢»> byla
9,012.10** mol/l.

Pro pfipravu roztoku o koncentraci ¢z (1 mg/100 ml) byl vyuzit roztok
o koncentraci c;. Do odmérné banky na 100,0 ml bylo pipetou vpraveno 10,0 ml
roztoku o koncentraci c2, doplnéno sterilni destilovanou vodou po rysku a vznikly

roztok byl diikladn& promisen. Koncentrace roztoku cs ¢inila 9,012.10° mol/l.

4.3.2 Vlastni elicitace

Elicitace byla provedena u kalusové kultury po 4 tydnech od pasaze. Suspenzni
kultura byla elicitovana po 3 tydnech od jejiho zalozeni.

Pted vlastni praci byly kultivaéni banky 1 s hlinikovymi zatkami ocistény
96% etanolem. Pracovalo se za aseptickych podminek v boxu s lamindrnim proudénim
vzduchu. Box byl pfedem vydezinfikovan zifedénym roztokem Ajatinu (1:10)
a vysvicen ultrafialovym zafenim z germicidni lampy.

Pro pokus se odebralo 36 kultivacnich banc¢k bud® s kulturou kalusovou,
nebo s kulturou suspenzni. Banky byly rozdéleny do dvou skupin po 12 a 24 bankéch.
Do kazdé jednotlivé banky ze souboru 24 banck bylo za pomoci sterilni pipety
preneseno po 1 ml roztoku elicitoru o dané koncentraci ( ci, c2 nebo c3). Zbylych
12 ban¢k slouzilo jako kontrolni soubor. Do kaZzdé z téchto 12 ban€k bylo sterilni
pipetou pfeneseno po 1 ml sterilni destilované vody. V ramci experimentu bylo tedy
celkem provedeno 6 dil¢ich pokusi.

Banky byly pifekryty aluminiovou folii, naleZit¢ oznaCeny a pieneseny
do kultivacni mistnosti. Kultivace probihala pifi teplot¢ 25 °C v periodicky
se opakujicim rezimu 16 hodin svétlo, 8 hodin tma. Suspenzni kultury byly umistény
na tfepacku o frekvenci tfepani 120 otacek za minutu.

Elicitované vzorky se odebiraly po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach od piidani
elicitoru. Kontrolni vzorky kultury kalusové byly odebirany po 6, 24, 72 a 168 hodinach
od pfidani sterilni destilované vody. U suspenzni kultury probihal odbér kontrolnich

vzorkl po 24, 72 a 168 hodinach od ptidavku sterilni destilované vody.
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Nasledné byl obsah kazdé jednotlivé kultivacni banky piefiltrovan pfes filtracni
papir. Ulpély kalus ¢i buiky suspenzni kultury byly pfeneseny na Cisty filtracni papir
a suSeny pii laboratorni teploté. Vzorky suSiny byly uchovéany k dalSimu zpracovani.
Filtrat zivného média byl jimén do 1€ékovky, v niz byl nasledné¢ zamrazen a uchovan

k dal$imu zpracovani. VSechny vzorky byly nalezité oznaceny.
4.4 Stanoveni obsahu rutinu

4.4.1 Priprava vzorki k HPLC analyze

Zptsob upravy vzorki byl prevzat z Ceského l1ékopisu 2017, v postupu byly
provedeny drobné upravy. [48]

Ususené vzorky ziskané piedchozim zpracovanim suspenznich a kalusovych
kultur byly jednotlivé za pomoci térky peclivé rozdrobeny v tfeci misce a zvazeny
na analytickych vahach.

Nésledné byl kazdy jednotlivy vzorek vpraven do varné banky. Ptidalo se 10,0 ml
80% metanolu R, ktery slouzil jako extrakéni Cinidlo. Varné banky byly opatieny
zpétnym chladi¢em a jejich obsah byl zahiivan na vodni ldzni pfi teploté 60 °C po dobu
30 minut. Poté byla provedena filtrace za horka, pfi které se obsah varné baiky
ptefiltroval pfes chomacek vaty do 25,0 ml odmérné banky. Vata s ulpélym zbytkem
rostlinného materidlu byla umisténa zpét do varné baiky, bylo pifidano 5,0 ml
80% metanolu R a byla provedena opétovnd extrakce v ultrazvukové lazni po dobu
15 minut. Obsah varné banky se piefiltroval pfes chomacek vaty do 25,0 ml odmérné
bailkky k prvnimu filtradtu. 25,0 ml odmérmna banka byla nasledné doplnéna
80% metanolem R po rysku a promisena.

Ziskany roztok byl na zavér pfeveden ptres mikrofiltr o velikosti port 0,20 pm.
1,7 ml tohoto filtratu bylo vpraveno do ¢istych, nélezité¢ oznacenych vialek.

U vzorkl kultivaénich médii bylo postupovano nasledovné — nejprve byl kazdy
jednotlivy zmraZeny vzorek rozpusStén pii laboratorni teploté a poté odpatfen do sucha
na vodni lazni pii teploté 60 °C. Odparek se rozpustil v 10,0 ml 80% metanolu R a byl
kratce zahiivan na vodni 1azni. Nésledovalo pfefiltrovani vzorku pies chomécek vaty
a poté pres mikrofiltr (0,20 um). Do &istych, nalezité oznacenych vialek bylo pfevedeno

1,7 ml takto ziskaného filtratu.
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Vialky byly pied vlastnim provedenim HPLC analyzy skladovany v chladnicce.

4.4.2 HPLC analyza

Obsah sekundarniho metabolitu rutinu ve vzorcich, ktery byly pfipraveny vyse
popsanym zpusobem, byl stanoven metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Analyza probihala na kapalinovém chromatografu JASCO, jehoz soucasti
bylo:

e Cerpadlo PU-2089
e Detektor MD-2015
e Autosampler AS-2055

Uvedena chromatografickd sestava byla vybavena predkolonovym filtrem
a kolonou LiChrospher RP-18 250x4 (5 um) s ochrannou ptedkolonou. Objem néstiiku
byl 20 ul. Mobilni faze protékala kolonou rychlosti 1,0 ml/min. Teplota kolony byla
25 °C.

SloZeni mobilni faze:

® Eluent A: 5% acetonitril a 0,15% H3POs ve vodé

® Eluent B: 100% acetonitril
Eluce mobilni fdze probihala nejprve po dobu prvnich 6 minut isokraticky, poté

gradientové, jak lze vidét v niZze uvedené tabulce 2.

Tabulka 2: Eluce mobilni faze

Cas [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0 96 4
6 96 4
16,5 80 20
22 65 35
23 60 40

Detekce byla provedena pomoci diodového detektoru (DAD) v rozmezi vinovych

délek 200450 nm.
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Obsah rutinu byl vypoéten z pikli pii vinové délce 350 nm a kvantifikovan
pomoci metody normalizace a porovnanim s kalibra¢ni kiivkou. Kalibra¢ni kfivka byla
vytvofena pomoci méfeni standardu téze latky.

Standard rutinu, ktery byl zakoupeny u firmy Sigma—Aldrich, byl pro ucely
meéfeni pfimo rozpustén v metanolu. Pouzité roztoky meély nasledujici koncentrace:
25 mg/100 ml, 12,5mg/100 ml, 6,25 mg/100 ml a 3,125mg/100 ml.

Prométfenim standardnich roztokii o znamych koncentracich (25 mg/100 ml,
12,5 mg/100 ml, 6,25 mg/100 ml a 3,125 mg/100 ml) byla ziskana kalibra¢ni kiivka,
kterou Ize vidét na obrazku 3.

Kalibrac¢ni ktivka byla popsdna pomoci matematické rovnice ptimky y = bx + a .

y: plocha pod kiivkou
e x: koncentrace v mg/50 ml

a=0

b: hodnota odpovidajici rutinu

Obrazek 3: Kalibra¢ni kiivka

Tutin-new
Component ;nutin
Date: 8.2.2007 17:10:63

— Results
HomafSiml Y Ares

Polynom : y =h x +a

Regression coefficient = 09381

a= 1]
b= 8.22698

Calibration curve: rutin-nesy - rutin

Area

IStandard Advancedl Weightingl

I~ | Paint ta paint
¥ Polynamial arder: =1 ¥ force through (000]

I Unlock model [ ¥log scale

[~ ¥ log scale
Calibration Points
# [Used  Name | mg/S0ml [ Area | Chromatagram [ Diate [Areafrecal] Res®% | time[Min] [ Level | u
b1 v _|Paint 1 25,00 202,82 Lucka2 (3] 8.3.2007 17:10:52 205,67 1.4 20,77 1 LSER1
2 V| Point 2 1250 107 67 Luckad (3] 8.3.2007 17:11:38 102,84 4.43 20,77 2 USER1
3 ¥ | Paint 3 6.25 53,36 Luckad (3] 8.3.2007 17:11:5€ 51,42 364 20,64 3 USER1
4 ¥ | Paint 4 313 25,35 Luckah (3] 8.3.2007 17:12:24 2571 1.40 20,37 4 LUSER1
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4.5 Statistické zpracovani dat [60]

Ziskané vysledky obsahu rutinu v kalusové a suspenzni kultute Fagopyrum
esculentum Moench., var. Pyra byly déle statisticky zpracovany.

e Smérodatnéd odchylka

s — smérodatnd odchylka, n — pocet ¢lenti souboru, x — hodnota sledované
veliCiny, X — primérnd hodnota sledované veliiny

e Testovaci kritérium

%7 — x| , nn,(ny +ny, — 2)

t =
\/nlslz + Tl2522 nq + n;

t - testovaci kritérium, Xx;— aritmeticky primér kontrolniho souboru,
X, — aritmeticky pramér pokusného souboru, n; — pocet Clenii kontrolniho
souboru, n, — pocet ¢lenlt pokusného souboru, s; — smérodatnd odchylka

kontrolniho souboru, s, — smérodatna odchylka pokusného souboru

Testovacimu kritériu piislusi t rozdéleni se stupném volnosti v. Stupenl volnosti
lze vypocist dle vzorce v =n; +n, —2. Vypocitand hodnota testovaciho kritéria
se porovnava s tabelovanou kritickou hodnotou t(v),, pro vypocitany stupefi volnosti v
a zvolenou hladinu vyznamnosti p.

Pokud je vypoctend hodnota testovaciho kritéria t vysSi nez tabelovana kriticka
hodnota t(v),, lze tento vysledek povazovat za statisticky vyznamny na hladiné
vyznamnosti p.

Stanovené obsahu rutinu bylo provedeno pro kazdy vzorek tfikrat, z ¢ehoz
vyplyva zZe, pocet ¢lenli souboru byl n; = n, = 3 a stupen volnosti v = 4. Hladina
vyznamnosti byla zvolena p = 0,05. Pro tyto parametry plati, ze t(v), = 2,78.

Pro vypocet hodnoty testovaciho kritéria skupiny pokusnych vzorka odebranych
po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach byly jako kontrolni hodnoty pouzity odbéry
po 6, 24, 72 a 168 hodinédch u kalusové kultury a po 24, 72 a 168 hodinach u kultury

suspenzni.
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5 VYSLEDKY

5.1 Tabulky

V tabulkach 3-8 je zaznamenam primérny obsah rutinu [mg/g DW]
v jednotlivych vzorcich. Zkratka ,,DW* oznacuje suSinu. Pismenem ,,K* je v tabulkach
oznacen vzorek kontrolni, tedy vzorek bez elicitoru.

Ciselné hodnoty, které jsou v tabulkich vyznadeny tuéng, jsou statisticky

vyznamné, v téchto vzorcich doslo k prokazatelnému nértstu obsahu rutinu.

Tabulka 3: Obsah rutinu [mg/g DW] v kalusové kultufe po elicitaci oxidem seleni¢itym

v koncentraci ci.

Doba pusobeni Priumérny obsah Smérodatna Testovaci
elicitoru [hod] rutinu [mg/g DW] odchylka kritérium
6 0,2 0,023 3,7411
6K 0,3 0,030 -
12 0,2 0,019 3,9825
24 0,2 0,025 5,1778
24K 0,3 0,011 -
48 0,5 0,049 5,6321
72 0,2 0,012 4,1380
72K 0,3 0,032 -
168 0,2 0,026 3,4954
168K 0,3 0,031 -
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Tabulka 4: Obsah rutinu [mg/g DW] v kalusové¢ kultuie po elicitaci oxidem seleni¢itym

v koncentraci cs.

6 0 0 0
6K 0 0 -
12 0 0 0
24 0 0 0
24K 0 0 -
48 0,1 0,018 7,8567
72 0,1 0,033 0
72K 0,1 0,020 -
168 0,1 0,028 0
168K 0,1 0,016 —

Tabulka 5: Obsah rutinu [mg/g DW] v kalusové kultufe po elicitaci oxidem seleni¢itym

v koncentraci c3.

6 0 0 0
6K 0 0 -
12 0 0 0
24 0,1 0,036 0
24K 0,1 0,028 -
48 0,1 0,016 0
72 0,1 0,046 0
72K 0,1 0,025 -
168 0 0 7,8567
168K 0,1 0,018 -
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Tabulka 6: Obsah rutinu [mg/g DW] vsuspenzni kultuie po elicitaci oxidem

seleni¢itym v koncentraci ci.

6 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
24K 0 0 -
48 0,2 0,025 11,3137
72 0,1 0,028 5,0508
72K 0 0 —
168 0 0 0
168K 0 0 -

Tabulka 7: Obsah rutinu [mg/g DW] vsuspenzni kultuie po elicitaci oxidem

seleni¢itym v koncentraci co.

6 0,3 0,034 53,4666
12 0,1 0,012 13,8633
24 0,7 0,067 3,6484

24K 0,5 0,039 -
48 0,2 0,022 9,4750
72 0,1 0,019 7,4432

72K 0 0 -
168 0,1 0,015 9,4281

168K 0 0 -
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Tabulka 8: Obsah rutinu [mg/g DW] vsuspenzni kultuie po elicitaci oxidem

selenic¢itym v koncentraci cs.

6 0 0 14,1421
12 0 0 14,1421
24 0,4 0,022 3,8014

24K 0,3 0,030 -
48 0,1 0,031 6,5565
72 0 0 0

72K 0 0 -
168 0,2 0,011 0

168K 0,2 0,026 -

Uvoliovani rutinu do zivného média se neprokazalo, z toho divodu pro néj

tabulky nebyly vypracovany.
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5.2 Grafy

Graf 1: Obsah rutinu [mg/g DW] v kalusové kultufe v zévislosti na dobé piisobeni

elicitoru [hod] o koncentraci ci.
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Graf 2: Obsah rutinu [mg/g DW] v kalusové kultufe zavislosti na dob& ptisobeni

elicitoru [hod] o koncentraci c».
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Graf 3: Obsah rutinu [mg/g DW] v kalusové kultufe v zavislosti na dob¢ plisobeni

elicitoru [hod] o koncentraci cs.
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Graf 4: Obsah rutinu [mg/g DW] v suspenzni kultufe v zavislosti na dob& plisobeni

elicitoru [hod] o koncentraci c;.
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Graf 5: Obsah rutinu [mg/g DW] v suspenzni kultufe v zavislosti na dobé ptisobeni
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Graf 6: Obsah rutinu [mg/g DW] v suspenzni kultufe v zavislosti na dobé plisobeni

elicitoru [hod] o koncentraci cs.
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6 DISKUZE

Rostliny jsou zdrojem velkého mnozstvi strukturné rozmanitych latek. Kromé
pro rostlinu nepostradatelnych primarnich metaboliti produkuji také metabolity
sekundarni, které maji Siroké wuplatnéni, a to zejména v oblastech farmacie,
potravinaiského priimyslu a kosmetiky. Nékteré sekundarni metabolity 1ze ziskat ¢asto
finan¢né nakladnymi chemickymi syntézami. Dal$i moznosti je vyuziti explantatovych
kultur rostlin. Explantatové kultury vsak obvykle produkuji mensi mnozstvi
sekundarnich metaboliti nez intaktni rostliny. Obsah sekundarnich metabolitl je mozné
navysit pomoci vhodné zvoleného elicitoru. Elicitor piedstavuje pro rostlinu stresovy
faktor, ktery vyvold obrannou odpovéd’ bun€k zaloZenou na produkci sekundarnich
metabolitl. [2]

Cilem diplomové prace bylo sledovat vliv abiotického elicitoru oxidu selenicitého
SeO> ve tfech odlisnych koncentracich na produkci sekundarniho metabolitu rutinu
v kalusové a suspenzni kultufe pohanky obecné (Fagopyrum esculentum Moench.,
varieta Pyra). Déle bylo sledovano uvoliiovdni rutinu do Zivného média kalusové
a suspenzni kultury.

Pro odvozeni kalusové a suspenzni kultury byla jako vychozi explantat pouzita
kli¢ni rostlina ziskana ze semen druhu Fagopyrum esculentum Moench., varieta Pyra.
V pokusu byly pouzity kultury z 13.—18. pasaze. Kultivace probihala na Zivném médiu
pripraveném podle Murashigeho a Skooga (MS). Médium bylo obohaceno ristovym
regulatorem kyselinou 2,4-dichlorfenoxyoctovou (2,4-D) o koncentraci 1 mg/l Zivného
média. VeSkerd manipulace s kulturami probihala za aseptickych podminek v boxu
s lamindarnim  proudénim vzduchu. Kultivace probihala v kultivaéni mistnosti
pii konstantni teploté¢ 25 °C v periodicky se opakujicim reZimu 16 hodin svétlo
a 8 hodin tma.

Kalusova a suspenzni kultura byla elicitovana roztokem oxidu selenicitého SeO»
o tfech odlisnych koncentracich: ¢; = 9,012.10% mol/l, ¢ = 9,012.10* mol/l,
c3=9,012.10 mol/l).

Elicitované vzorky byly odebirany po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach. Paralelné
s elicitovanymi vzorky byly odebirdny i vzorky kontrolni po 6, 24, 72 a 168 hodinach
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u kultury kalusové a po 24, 72 a 168 hodinéach u kultury suspenzni. Spole¢né¢ se vzorky
bylo odebirdno i zivné¢ médium.

Vzorky kultur i médii byly nasledné zpracovany a znich ziskané extrakty
analyzovany pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). Obsah
sekundérniho metabolitu rutinu byl zaznamenan v tabulkdch 3-8 a nasledné graficky

vyjadren v grafech 1-6.

Kalusova kultura

Nejvyznamnéj$i narGst produkce rutinu v kalusové kultute byl zaznamenéan
po pouziti elicitoru o koncentraci ci. Po 48 hodinach od elicitace byl zjiStén obsah
rutinu 0,5 mg/g DW, coz predstavuje nartist obsahu rutinu o 66,67 % oproti vzorku
kontrolnimu 24K. Vzorky odebrané po 6, 12, 24, 72 a 168 hodinéch vykazovaly shodny
obsah rutinu — 0,2 mg/g DW, ktery byl o tfetinu niz$i neZ obsah ve vzorcich kontrolnich
6K, 24K, 72K a 168K, coz znali statisticky vyznamny pokles produkce rutinu
po pusobeni elicitoru. Vzorek odebrany po 12 hodinach byl srovnavan s kontrolou 6K.
(Tabulka 3, Graf 1)

Elicitor o koncentraci c¢; ovlivnil produkci rutinu v jediném piipade.
Po 48 hodinach od elicitace byl zaznamenan obsah rutinu 0,1 mg/g DW,
coZ pfedstavuje narist ve srovnani se vzorkem kontrolnim 24K (0 mg/g DW). Vzorky
odebran¢ po 72 a 168 hodinach od elicitace obsahovaly shodnd mnozstvi rutinu
(0,1 mg/g DW) jako k nim provedené kontroly 72K a 168K. (Tabulka 4, Graf 2)
narist produkce rutinu. Ve vzorcich odebranych v case 24, 48 a 72 hodin od elicitace
byl detekovan shodny obsah rutinu jako ve vzorcich kontrolnich 24K a 72K. Vzorek
odebrany po 48 hodinach od elicitace byl porovnavan s kontrolnim vzorkem 24K.
Po 168 hodinach od elicitace nebyl v elicitovaném vzorku rutin detekovan viibec, doslo
ke statisticky vyznamnému poklesu produkce rutinu oproti kontrole 168K

(0,1 mg/g DW). (Tabulka 5, Graf 3)
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Suspenzni kultura

Elicitace roztokem o koncentraci c¢; ovlivnila obsah rutinu ve dvou ptipadech.
Statisticky vyznamny narist produkce rutinu oproti kontrole byl zaznamenan
ve vzorcich odebranych po 48 a 72 hodinach od piidavku elicitoru. Po 48 hodinach byl
zjistén obsah rutinu 0,2 mg/g DW, po 72 hodinach obsah rutinu klesl na 0,1 mg/g DW.
Vzorek odebrany po 168 hodinach jiz rutin neobsahoval. Rutin nebyl ptfitomen
v zadném z kontrolnich vzorki. (Tabulka 6, Graf 4)

Statisticky vyznamny pokles produkce rutinu oproti kontrole 24K byl zaznamenan
po 6 a 12 hodinach od elicitace roztokem o koncentraci c2. Obsah rutinu ve vzorku
odebraném po 6 hodinach (0,3 mg/g DW) a po 12 hodinach (0,1 mg/g DW) byl nizsi
nez ve vzorku kontrolnim 24K (0,5 mg/g DW). Po 24 hodinadch od piidavku elicitoru
o koncentraci c2 byl detekovan obsah rutinu 0,7 mg/g DW, coz pfedstavuje narist
obsahu rutinu o 40 % oproti vzorku 24K. Po 48 hodinach od elicitace obsah rutinu klesl
na 0,2 mg/g DW. Po 72 a 168 hodinach od elicitace byl obsah v obou odebranych
vzorcich shodny (0,1 mg/g DW), paralelné¢ provedend kontrola 72 K a 168K rutin
neobsahovala (0 mg/g DW). (Tabulka 7, Graf 5)

Po 24 hodinach od elicitace roztokem o koncentraci ¢z byl pozorovan statisticky
vyznamny narust produkce rutinu (0,4 mg/g DW) oproti kontrole 24K (0,3 mg/g DW).
Poté po 48 hodinach od elicitace obsah rutinu klesl na 0,1 mg/g DW a po 72 hodinach
jiz rutin nebyl detekovan viibec. Po 168 hodinach byl obsah rutinu shodny jak ve vzorku

elicitovaném, tak ve vzorku kontrolnim (0,2 mg/g DW). (Tabulka 8, Graf 6)

Zivna média kalusovych a suspenznich kultur

Uvolnovani sekundarniho metabolitu rutinu do Zivného média kalusovych

a suspenznich kultur se neprokézalo u zadného z testovanych vzorkd.

Srovnéni vysledku

Z vysledki vyplyva, ze abioticky elicitor oxid seleniity je schopen ovlivnit
produkeci rutinu jak v kalusovych, tak i v suspenznich kulturach Fagopyrum esculentum
Moench., varieta Pyra. Jako vyhodné&jsi se ukazuje pouziti kultur suspenznich, u kterych

byl prokazan narist obsahu rutinu po pfidavku elicitoru ve vSech tfech koncentracich.
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Po elicitaci bylo u suspenznich kultur zaznamenéano vice statisticky vyznamnych dat
nezu kultur kalusovych a zaroven vnich byl naméfen nejvyssi obsah
rutinu — po 24 hodinach od elicitace roztokem o koncentraci c2 = 9,012.10 mol/l byl
detekovan obsah rutinu 0,7 mg/g DW. Vysoky obsah rutinu (0,4 mg/g DW) byl
u suspenznich kultur zjistén ipo 24 hodinach od ptidavku elicitoru o koncentraci
c3= 9,012.10° mol/l.

U kalusovych kultur byla produkce rutinu ovlivnéna nejvice pfidavkem roztoku
elicitoru o koncentraci ¢; = 9,012.10° mol/l. Po 48 hodinach od elicitace byl zjitén
obsah rutinu 0,5 mg/g DW, coz predstavuje nariist obsahu rutinu o 66,67 % oproti
vzorku kontrolnimu 24K a zaroven se jedna o nejvyssi detekovany obsah rutinu v ramci
kalusovych kultur. Elicitace kalusovych kultur niz§imi koncentracemi elicitorii nebyla
ve srovnani s elicitaci kultur suspenznich pftili§ efektivni. Roztok elicitoru o koncentraci
c2 navySil produkci rutinu vkalusové kultufe oproti kontrole jen nepatrné,
ato ve vzorku odebraném po 48 hodinach. Elicitor o koncentraci ¢z obsah rutinu

neovlivnil.
Pohanka obecné byla pfedmétem zajmu mnoha praci:

e Cemé P. ve své diplomové praci sledovala vliv abiotického elicitoru oxidu
seleni¢itého o tfech odlisnych koncentracich na produkci rutinu v kalusovych
a suspenznich kulturach Fagopyrum esculentum Moench., varieta Spadinska.
Navyseni produkce rutinu vlivem elicitoru bylo pozorovano jak u kalusovych,
tak 1 u suspenznich kultur. Vyraznéjsich vysledkt vSak bylo dosaZeno u kultur
kalusovych. Nejvyssi narast produkce rutinu byl zaznamenan u kalusové kultury
po piidavku elicitoru o koncentraci ¢z = 9,012.10* mol/l. Ve vzorku odebraném
po 12 hodindach po pusobeni tohoto elicitoru byl zjistén obsah rutinu
0,6 mg/g DW. [61]

e Malinakova L. ve své diplomové praci vyhodnotila vliv iontdi ceru na produkei
rutinu v kalusové a suspenzni kultuie Fagopyrum esculentum Moench.
nasledovné — bez pifidavku elicitoru nedosSlo k produkci rutinu v kalusové

ani suspenzni kultufe. Rutin byl detekovan v kalusové kultufe po elicitaci
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roztokem o koncentraci ¢ = 4,057.10"* mol/l. Suspenzni kultura ani po piidavku
elicitoru rutin neprodukovala. [62]

e Majerova J. vdiplomové praci hodnotila vliv ultrazvuku jako elicitoru
na produkci rutinu v suspenzni kultute Fagopyrum esculentum Moench. a dosla
k tomuto zaveéru — ultrazvuk jako abioticky elicitor nevedl k produkci rutinu
v suspenzni kultufe a zéroven po elicitaci nebyl zaznamenan rutin ani v Zivném

médiu. [63]

Vlivem abiotického elicitoru oxidu seleni¢it¢ého na produkci sekundarnich

metabolitl se zabyvaly i nasledujici préce:

e Chrenova K. se ve své diplomové praci zabyvala vlivem oxidu seleni¢itého
SeO: na produkei isoflavonoidl v kalusovych a suspenznich kulturdch Genista
tinctoria L. Uvadi, Ze efektivnéjSi reakci na elicitor vykazovala kultura
suspenzni, ve které doslo knavySeni obsahu isoflavonoidii genisteinu
a daidzeinu, nez kultura kalusova, v niz byl navySen pouze obsah genisteinu
a to vniz§ich hodnotich. V ramci prace nebylo prokazdno uvoliiovani
isoflavonoida do zivného média. [64]

e Vliv abiotického elicitoru iontd selenu na produkci taxifolinu a silymarinového
komplexu v kalusovych a suspenznich kulturdch Silybum marianum byl
zkouman v diplomové praci Seidlové M. U obou druhti kultur byla po elicitaci
zjiSténa pouze minimalni produkce taxifolinu. Hodnoty obsahu silymarinového
komplexu byly v kalusovych i suspenznich kulturach nulové. Taxifolin a témef
vSechny slozky silymarinového komplexu vSak byly uvolnény do Zivného

média. [65]
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7 ZAVER

Vysledky této diplomové prace 1ze shrnout nasledovné:

e Rutin byl detekovan jak v kalusovych, tak i v suspenznich kulturéach.

e Nejvyssi nartst produkce rutinu v kalusové kultute byl pozorovan po ptidavku
elicitoru o koncentraci ¢1 = 9,012.10 mol/l. Po 48 hodinach od elicitace byl
detekovan obsah rutinu 0,5 mg/g DW, coz pfedstavuje ndrist obsahu rutinu
0 66,67 % oproti kontrole 24K.

e Jako vyhodnéjsi se vSak jevi pouziti kultur suspenznich, u kterych byl prokazan
nardist obsahu rutinu po piidavku elicitoru o koncentraci ¢; = 9,012.10° mol/l,
c2=9,012.10*mol/li c3=9,012.10" mol/l.

e Vsuspenzni kultufe byly obecné zaznamenany vyss$i hodnoty obsahu rutinu
a bylo zde vice statisticky vyznamnych dat.

e Nejvyssi obsah rutinu (0,7 mg/g DW) byl zaznamenan u kultury suspenzni
ve vzorku, ktery byl odebran 24 hodin po ptfidavku elicitoru o koncentraci
¢2=9,012.10*mol/l.

e Vnéckterych piipadech vykazovaly testované vzorky niz§i obsah rutinu
neZ vzorky kontrolni. Nejvice patrné to bylo u kultury kalusové pii pouziti
elicitoru o koncentraci ci.

e Nebylo prokdzano uvolilovani rutinu do Zivného média kalusovych

ani suspenznich kultur.

Z vysledkii experimentu vyplyva, Ze abioticky elicitor oxid seleni¢ity miliZze za
ur¢itych podminek zvysit produkci rutinu jak v kalusovych, tak 1 v suspenznich

kulturdch Fagopyrum esculentum Moench., varieta Pyra.
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Nazev diplomové prace: Vliv selénu na produkci sekundarnich metabolitt v in vitro
kultute 1éCivych rostlin — I1

Kli¢ova slova: kalus, suspenzni kultura, abioticky elicitor, selén, pohanka

Rostlinné kultury in vitro obvykle produkuji pouze mald mnozstvi sekundarnich
metabolitli. Metoda elicitace pfedstavuje jednu z moznosti, jak zvysit produkei téchto
latek.

V této praci byl sledovan vliv abiotického elicitoru selenu na produkci rutinu
v kalusové a suspenzni kultute Fagopyrum esculentum Moench., odriida Pyra. Dale
bylo zkoumano i uvoliiovdni rutinu do Zivného média. Kultivace probihala v Zivném
médiu pfipraveném podle Murashigeho a Skooga (MS), které bylo obohaceno
o kyselinu 2,4-dichlorfenoxyoctovou (2,4-D) o koncentraci 1 mg/l. Jako elicitor byl
pouzit roztok selenu o tfech odlisnych koncentracich (ci = 9.012:10° mol/l,
c2 = 9.012:10* mol/ll, c3 = 9.012:10° mol/l). Vzorky byly odebirany
po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach od pfidani elicitoru. Obsah rutinu byl stanoven
pomoci vysokotc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC).

Elicitace vedla k navySeni obsahu rutinu jak v kalusové, tak 1 v suspenzni kultuie.
Statisticky vyznamnéjsi vysledky ve zvySeni obsahu rutinu vSak byly zaznamenany
u kultury suspenzni. Nejvyssi obsah rutinu (0.7 mg/g DW) byl naméten u kultury
suspenzni, konkrétné po 24 hodinach od ptidani elicitoru o koncentraci c2. U kalusové
kultury byla nejvysSi produkce rutinu zaznamenana po 48 hodinach od elicitace
roztokem o koncentraci ci. Uvoliiovani rutinu do Zivného média nebylo zjisténo.

Elicitor selen je schopen zvySovat produkci rutinu v kalusovych i v suspenznich

kulturach Fagopyrum esculentum Moech., variety Pyra.

65



10 ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacognosy

Candidate: Tereza Ostadalova

Supervisor: Doc. PharmDr. Lenka Ttimova, CSc.

Title of diploma thesis: The selenium effect on secondary metabolites production in
in vitro cultures of medicinal plants — II.

Key words: callus, suspension culture, abiotic elicitor, selenium, Fagopyrum

In vitro plant cultures usually produce only a small amount of secondary
metabolites. The method of elicitation is one of the options how to increase
the production of these substances.

The effect of selenium as abiotic elicitor on rutin production in callus
and suspension culture of Fagopyrum esculentum Moench., variety Pyra was observed
in this study. The release of rutin into the nutrient medium was studied as well.
The cultivation was performed in Murashige and Skoog (MS) nutrient medium which
was enriched with 1 mg/l of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid. The solution of selenium
in three different concentrations (ci = 9.012.103 mol/l, ¢z = 9.012.10* mol/l,
c3 = 9.012.10° mol/l) was used. The samples were taken after 6, 12, 24, 48, 72
and 168 hours of elicitor treatment. The rutin content was determined
by high-performance liquid chromatography (HPLC).

The elicitation led to increasing of rutin amount in callus and also in suspension
cultures. Statistically more signifiant results were reached in suspension culture.
The highest amount of rutin (0.7 mg/g DW) was detected in the suspension culture,
especially after 24 hours treatment of the elicitor in c2 concentration. The best rutin
production in callus culture was reached after 48 hours of selenium treatment
in ¢1 concentration. The release of rutin into the nutrient medium was not detected.

The selenium as elicitor is able to increase rutin production in callus

and suspension cultures of Fagopyrum esculentum Moench., variety Pyra.
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