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Uvod

Polyfenoly st prirodné latky s r6znorodymi $truktara-
mi obsiahnuté predovSetkym v ovoci, zelenine, Ccaji
a vine'. V rastlinach bolo identifikovanych viac ako 8000
Struktar polyfenolov. Vela tychto latok sa nachadza v je-
dovatych rastlinach®. Vietky polyfenoly maju viac ako
jednu fenolovu jednotku, na ktoru sa zvyc€ajne viaze nie-
kolko hydroxylovych skupin. ViacsSina obsahuje aspon
jeden glykozid spéjajtci hydroxylové skupiny. Flavonoidy
st jednou z najdolezitejSich skupin polyfenolov. Zahtiaju
flavonoly (napr. kvercetin, myricetin, kaempferol),
flavanoly (napr. katechin, katechin galat, epicatechin, epi-
gallokatechin-3-galdt), flavony (napr. apigenin, rutin
a luteolin) a antokyanidiny (napr. kyanidin, malvidin, na-
ringinin). Zaujem o polyfenoly v poslednych rokoch vzras-
td vd’aka ich antioxidaCnej aktivite. POsobia inhibi¢ne na
agregaciu krvnych dostic¢iek, popri pozitivnym ucinkom na
kardiovaskularny systém zohrdvaju aj doleziti uwlohu
v prevencii réznych druhov rakovinovych ochoreni® .

Vyznamnou skupinou fenolovych zlt€enin st fytoale-
xiny — stilbény. Ide o sekundarne metabolity syntetizované
rastlinami vyuzivané pri defenznych mechanizmoch. Naj-
znamej$im zastupcom je resveratrol produkovany napri-
klad vini¢ovymi bunkami po napadnuti zmesou hub sposo-
bujucich ochorenie ESCA (Petriho choroba)”®.

Rastlinné bunkové kultiry naSli vyuZitie najméi
v potravinarskom, kozmetickom a farmaceutickom
priemysle’ . Ich vyhodou je produkcia &istych latok bez
pritomnosti neziaducich izomérov, ktoré su problémom pri
ich chemickej syntéze. Mikroorganizmy sa uplatiluji naj-
mi v modernych biotechnologiach, ale nie vzdy dokazeme
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regulovat’ biosynteticka drahu producenta s cielom zvyse-
nia vytazku ziadaného metabolitu. Vyhodou rastlinnych
bunkovych kultdr je aj celoro¢na dostupnost’ biologického
materialu s nizkymi narokmi na vyzivu. Zvysenie produk-
cie sekundarnych metabolitov sa da dosiahnut’ prostrednic-
tvom prekurzorov, elicitdciou napriklad metyl jasmonatom
a kyselinou salicylovou alebo genetickou manipuléaciou.

Kyselina jasmoénova v kombinacii s ozarovanim znac-
ne ovplyviiuje biosyntézu antokydnov v rastlinnych bun-
kovych kultirach'’. Eicitaciou rastlinnych bunkovych
kultar s indanoyl-izoleucinom, N-linolenoyl-l-glutaminom
a slinami hmyzu sa zvysila produkcia resveratrolu'. Ini-
ciovat zvysSenie produkcie sekundarnych metabolitov
v rastlinnych bunkovych kultirach je mozné aj abioticky-
mi fyzikdlnymi faktormi, ako s napr. pulzné elektrické
pole alebo aj ich kombinaciou s biotickym faktorom, ako
napr. etefonom'.

V nasej Stadii sme sa zamerali na sledovane vplyvu
polysacharidového fungélneho elicitora z Fusarium oxys-
porum na produkciu stilbénu resveratrol 3-B-D-glukozidu
(polydatin — POL) vo vini¢ovych bunkovych kultirach.
Laboratoérne pripraveny polysacharidovy elicitor sa apliko-
val do média k rastlinnym bunkovym kultram. Sledovali
sa nasledovné parametre: rast biomasy, vodivost’ kultivac-
ného média a vplyv elicitora na produkciu POL.

Experimentalna ¢ast’
Priprava bunkovych kultir a sledovanie rastu

Bunkové kultiry sa pripravili zo sterilizovanych seg-
mentov listov vini¢a z odrody Vah. Kultivovali sa na
%, Murashige a Skoog médiu'"> (Duchefa BIOCHEMIE
B.V, Holandsko) s pridanim d’al'Sich zloziek: 3 % (w/v)
sachardzy a 0,7 % (w/v) agaru, 0,1 mg I'' 1-naftalénoctova
kyseliny (NAA) (Sigma-Aldrich, Nemecko), 0,2 mg I™
6-benzylaminopurin (BAP) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
a pH sa upravilo na 5,8. Kultary sa kultivovali v rezime
16 h ziarivkové svetlo (cca. 2900 lux)/8 h tma pri 25 + 1 °C.
Nasledne boli prenasané na nové médium kazdych 30 dni.

Bunkové suspenzné kultary boli pripravené sterilnym
prenesenim 5 g tuhych bunkovych kultar do 50 ml kvapal-
ného média, ktorého zlozenie bolo rovnaké ako v pripade
tuhého média, ale bez agaru. 250ml fT'ase boli miesané na
trepacke na 120 ot./min. a udrziavané pri teplote 25 + 1 °C
v rezime 16 h Zziarivkové svetlo (cca. 2900 lux)/8 h tma.
Rast biomasy sa sledoval vo vsetkych bunkovych kulti-
rach v 1-diovych intervaloch pocas celej doby kultivacie
a bol vyhodnoteny ako narast suchej hmotnosti.

Priprava a aplikéacia fungdlneho elicitora

Fusarium oxysporum, izolovana z drevnych odrezkov
vini€a, bola udrziavana v tme pri izbovej teplote na zemia-
kovo-dextrézovom agare (Sigma-Aldrich, Nemecko). My-
célium rastlo na kvapalnom médiu Czapek Dox Broth
(Duchefa BIOCHEMIE B.V, Holandsko).



Chem. Listy 109, 860-863 (2015)

Elicitor obsahujuci polysacharidy (POE) sa pripravil
70 50 g Cerstvo navazeného mycélia, ktoré sa dvakrat pre-
mylo deionizovanou vodou, zmrazilo a zlyofilizovalo.
Nasledne sa pomlelo na praSok, pridalo do 80% etanolu
v pomere 1:4 (w/v) a ponechalo 24 h pri izbovej teplote.
Zmes sa vakuovo prefiltrovala, nerozpustné komponenty
sa pridali do chloroformu v pomere 1:4 (w/v) a refluxovali
pod spédtnym chladi¢om pri 60 °C 4 h. Po ochladeni sa
zmes prefiltrovala a filtrat obsahujuci lipidy a proteiny bol
odstraneny. Zvysok bol premyty acetéonom a zlyofilizova-
ny. Suchy material bol pridany do 1 M HCI v pomere 1:6
(W/v). Vzniknutd suspenzia sa nasledne prefiltrovala. pH
filtratu sa upravilo na 3,0 s 0,5 M NaOH. Koncentracia
fungélnych polysacharidov v ziskanom elicitore bola sta-
novena spektralnou metédou na principe H,SO;4-
UV techniky'®. Namerana koncentracia bola vyhodnotena
ako mg KE (ekvivalent karbohydratu)/1.

K bunkovym suspenznym kultiram sa pridal labora-
torne pripraveny fungalny elicitor na Siesty den kultivacie.
Vysledné koncentracie elicitorov v tekutych médiach boli
30 (POEL1), 60 (POE2) a 120 (POE3) mg KE/I. Ku kontro-
le sa napipetoval rovnaky objem destilovanej vody
s pH 3,0.

Stanovenie elektrickej vodivosti kultivacného média

Po pridani elicitora sa stanovila vodivost’ média po-
mocou pristroja (EUTECH Instruments — Cyberbcan PC
10) v jednodiiovych intervaloch po dobu 6 dni.

Extrakcia resveratrol 3-f-D-glukozidu

Bunkova kultira sa separovala z kultivacného média
vakuovou filtraciou. Nasledne bola premyta jedenkrat
demineralizovanou vodou. Ziskana bunkova kultira sa
vysusila lyofilizaciou a odvazila. Nasledne sa zhomogeni-
zovala a bola extrahovana s 80% metanolom s pH 2,5
v pomere 1:15 (w/v). Ziskanad suspenzia sa ponorila do
ultrazvukového kupel'a na 1 h a priebezne sa premiesavala.
Nerozpusteny bunkovy material sa zo suspenzie odstranil
centrifugaciou pri 10 000 ot./min za 15 min. Supernatant
sa uskladnil v chladnic¢ke a extrakény proces sa so sedi-
mentom zopakoval. Ziskané metanolové extrakty sa spojili
a boli zahustené na vakuovej rotanej odparke pri 35 °C.
Koncentrovany extrakt bol nariedeny s demineralizovanou
vodou v pomere 1:8 (v/v) a nastreknuty do laboratérne
pripravenej sklenej SPE kolénky C18 (0,1 g/3 ml). SPE
kolonka bola pred pridanim vzorky kondiciovana zmesou
3 ml metanol:HCl (98:2 v/v) a 3 ml demineralizovana
voda : HC1 (98:2 v/v). Po pridani vzorky sa SPE kolonka
preplachla 1,5 ml demineralizovana voda:HCI (98:2 v/v).
Samotna vzorka bola z kolonky eluovand s 1,5 ml 70%
metanol : HCI (98:2 v/v). Takto ziskana vzorka bola pou-
zitd na HPLC analyzu.
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HPLC stanovenie resveratrol 3-f-D-glukozidu

Na stanovenie resveratrol 3-B-D-glukozidu
v ziskanom extrakte bola pouzitd HPLC (Hewlet Packard
1200) v kombinacii s detektorom diddového pola. Vzorky
pred nastreknutim boli prefiltrované cez diskovy membra-
novy filter, 20 pul pomocou autosampléra na kolénu Supel-
co C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) vyhriatu na 35 °C termosta-
tom. Vysokotlakova binarna pumpa vytvorila podmienky
gradientu mobilnych faz kyselina octova : demineralizova-
na voda (1:99 v/v) ako rozpustadlo A a metanol ako roz-
pustadlo B. Meralo sa podla uvedeného programu: od
0 min do 8 min zo 30 % na 70 % B, od 7 min do 10 min zo
70 % na 85 % B, od 10 min do 18 min prebiehalo rekon-
diciovanie kolony s 70 % A a 30 % B. Pre POL bolo za-
znamenavané UV-VIS spektrum v rozsahu 200 az 600 nm.
POL bol identifikovany na zaklade porovnania relativne-
ho retencného ¢asu a UV-VIS spektra s autentickym exter-
nym Standardom. Kvantifikacia bola vyhodnotena na za-
klade externej kalibracnej krivky. Ako interny Standard bol
pouzity syringaldehyd.

Vysledky a diskusia

In vitro bunkové kultary (Vitis vinifera L.) pripravené
z odrody Vah boli kultivované s laboratorne pripravenym
polysacharidovym fungalnym elicitorom (POE) s cielom
sledovat’ vplyv na produkciu POL. Bolo dokazané, ze po-
lysacharidové elicitory ziskané z huby Phytophthora gas-
perma zvysili produkciu fytoalexinov v bunkovych kulta-
rach soje. Pritomnost’ viacerych oligo- a polysacharidov
sposobilo spustenie obrannych mechanizmov a nasledné
zvysenie produkcie fytoalexinov'’.

Vodivost’ kultivaéného média a rast bunkovych kultar

Sucha hmotnost’ bunkovych kultir bola stanovovana
v jednodiovych intervaloch pocas celej doby kultivacie
(obr. 1). Odumretie buniek pocas kultivacie elicitovanych
buniek aj kontroly sa prejavilo farebnou zmenou média zo
zelenej na bledo-hnedud. Vsetky koncentracie elicitora mali
za nasledok spomalenie narastu biomasy bunkovych kultar
v porovnani s kontrolou. Tento pokles mohol spdsobit
obranny mechanizmus buniek odpovedajtci na pritomnost’
elicitora, inhibiciou rastu a stimulaciou sekunadrneho me-
tabolizmu buniek'® (obr. 2). Biomasa bunkovych kultur
elicitovanych s POE1 a POE2 rastla, aj ked menej ako
kontrolna bunkova kultira. Najvyssia koncentracia elicito-
ra sposobila uhyn velkého mnoZstva bunkovej kultiury
a pravdepodobne doslo k vicSiemu zapojeniu obrannych
mechanizmov a bunky vyuZili viac energie na obranu pred
fungalnym patogénom ako na rast, ¢o je vidiet najmi
v tretom dni po eliciticii.

Dalsim sledovanym parametrom v experimente bola
vodivost, ktord poskytuje informaciu o poklese zivin
v médiu (obr. 2). Vsetky kultivaéné média s pridavkom
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Obr. 1. Sucha hmotnost’ bunkovych kultir podas kultivacie;
kontrola ( =----- ), elicitor 30 mg KE/I ( =), elicitor 60 mg
KE/I ( ), elicitor 120 mg/l KE ( )

elicitora vykazovali pocas experimentu vysSiu vodivost’
ako kontrola, co mohlo byt spdsobené hypersenzitivnou
reakciou, uvolnenim intracelularnych iénov a v pripade
mitvych buniek intracelulirneho obsahu'®?’, ¢o je vidiet
najmi od Stvrtého dna elicitacie az po koniec experimentu
v pripade POE3. POEL1 spdsobil najskdr pokles a nasledne
slaby narast vodivosti. Pocas kultivacie bol vSak zazname-
nany klesajuci trend vodivosti v pripade kontroly, nakol’ko

doslo k priebeznému Gerpaniu Zivin z média"’.

Vplyv fungalneho elicitora na produkciu resveratrol
3-B-D-glukozidu (POL)

Elicitor pripraveny z Fusarium oxysporum spdsobil
zvySenu produkciu POL v elicitovanych bunkovych kulta-
rach (obr. 3). Najlepsia koncentracia stimulujica produk-
ciu POL s minindlnym letdlnym u¢inkom na bunkové kul-
tary bola POE2.

Vysok4 akumulacia POL bola zaznamenand vo vSet-
kych bunkovych kultirach uz na druhy den po elicitacii,
¢o mohlo byt spdsobené spustenim obrannych mechaniz-
mov. Namerana koncentracia POL bola v kontrole pribliz-
ne rovnaka, od 36,5 do 45,9 ug g ' suchej vahy (sv), pocas
celej doby odberu vzoriek. Koncentracia POL na druhy
deti eliciticie dosiahla hodnoty 72,5 pug g sv v pripade
POE1, 95,3 ug g svpri POE2 a 87,2 ug g sv pri POE3.
Tento narast bol v porovnani s kontrolou 1,9 ~ 2,5x vyssi
a postupne stupal aj do treticho dna po elicitacii. Koncentra-
cia POL na piaty deii klesla v pripade bunkovych kultir elici-
tovanych POE1 zo 120,0 na 108,4 ug g sv. V bunkovych
kultarach elicitovanych POE]1 klesala koncentracia POL aj
na d’al3i defi, a to z 108,4 na 96,8 mg g™ sv. Tento pokles
mohol byt sposobeny nizkou koncentraciou fungéalneho
elicitora, a preto aj bunkova kultira postupne zniZovala
produkciu POL.
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Obr. 2. Konduktivita kultivaéného média pocas kultivacie;
kontrola (= =--- ), elicitor 30 mg KE/1 ( ), elicitor 60 mg
KE/I ( ), elicitor 120 mg/l KE (

V pripade bunkovych kultlr elicitovanych fungalnym
elicitorom POE3 bol tiez zaznamenany pokles akumulacie
POL v poslednych dnoch kultivacie, a to zo 153,2 na
123,7 ug g sv. Podobny pokles v produkcii sekundarnych
metabolitov bol zaznamenany aj u inych rastlinnych
systémov>'*2. Tento pokles je mozne vysvetlit vplyvom
dlhsej inkubacnej doby, pricom stresové metabolity, akymi
su napriklad fytoalexiny, nemusia predstavovat’ finalny
produkt biochemickej drahy a su d’alej metabolizované na
menej toxické fytochemikalie®.

Koncentracia POL v bunkovej kultire bola na Siesty
def po elicitacii POE2 najvyssia, a to 236,4 pg g sv, ¢o
bolo 5,4x viac ako v kontrole. Na rozdiel od bunkovych
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Obr. 3. Koncentracie resveratrol 3-B-p-glucozidu v bunkovych
kultirach pocas kultivacie 6 dni po elicitacii; kontrola a,
elicitor 30 mg KE/I , elicitor 60 mg KE/I , elicitor 120 mg/1
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kultar elicitovanych POE1 a POE3, koncentracia oproti
predchadzajucim dnom vzrastla. Tento ndarast mézeme
vysvetlit vhodnou koncentraciou fungalného elicitora,
ktory spustil sekundarny metabolizmus bunkovej kultury,
pricom POE2 nepdsobil letalne ako POE3. Podobnt pro-
dukciu vykazovali suspenzné kultiry Calendula officinalis
po elicitacii biotickymi elicitormi** a suspenzné kultury
Plumbago rosea L. elicitované sekunddrnymi metabolitmi
mikroorganizmov®.

Zaver

V tejto préci sme sa zamerali na sledovanie produkcie
resveratrol 3-B-D-glukozidu z bunkovych kultar vinica
odrody Vah (Vitis vinifera) v in vitro podmienkach. Pouzi-
tim polysacharidového elicitora pripraveného z Fusarium
oxysporum sa ndm podarila zvysit' produkcia niekol’kona-
sobne. Bunkové kultiry maju niekol’ko vyhod v porovnani
s rastlinou, ako napriklad celorocna dostupnost’, produkciu
sekundarnych metabolitov je mozné zvysit’ viacerymi spo-
sobmi, bunkové kultiry nepodliehaji chorobam
a sekundarny metabolit mozeme extrahovat’ aj mimo vege-
tatného obdobia. Resveratrol 3-B-D-glukozid vdaka svo-
jim zdraviu prospesnym ucinkom a Sirokospektralnemu
uplatneniu \% kozmetickom, farmaceutickom
a potravinarskom priemysle je zaujimavou chemickou
zlt¢eninou, v pripade ktorej ma vyznam hl'adat” moderné
spdsoby ziskavania. Vysledky tejto prace ukazuji, Ze mo-
dernym biotechnologickym spdsobom je mozné efektivne
ziskavat’ resveratrol 3-B-D-glukozid a nasledne ho apliko-
vat’ do priemyselnej praxe.

Tato prdca bola podporend projektom Agentiry na
podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢. APVV-
0550-11.

LITERATURA

1. Bravo L.: Nutr. Rev. 56, 317 (1998).

2. Ross J. A., Kasum C. M.: Annu. Rev. Nutr. 22, 19
(2002).

3. Teszlak P., Gaal K., Nikfardjam M. S. P.: Anal. Chim.

Acta 543,275 (2005).

Delaunay A., Pflieger D., Barrault M. B., Vinh ],

Toledano M. B.: Cell /11, 471 (2002).

5. Vitrac X, Krisa S., Decendit A., Vercauteren J., Niih-
rich A., Monti J.-P., Deffieux G., M¢rillon J.-M.: J.
Biotechnol. 95,49 (2002).

6. Panickar K. S., Polansky M. M., Anderson R. A.: Exp.
Neurol. 276, 420 (2009).

7. Zheng C., Choquer M., Zhang B., Ge H., Hu S., Ma
H., Chen S.: Fung. Bio. 715, 815 (2011).

8. Holthoff J. H., Woodling K. A., Doerge D. R., Burns
S.T., Hinson J. A., Mayeux P. R.: Biochem. Pharma-
col. 80, 1260 (2010).

863

Laboratorni pfistroje a postupy

9. Dicosmo F., Misawa, M.: Biotechnol. Adv. /3, 425
(1995).

10. Kolbe A., Schneider B., Porzel A., Voigt B., Krauss
G., Adam G.: Phytochem. 36, 671 (1994).

11. Pasqua G., Pinarosa A., Monacelli B., Santamaria A.
R., Pia Argentieri M.: Plant Sci. 765, 977 (2003).

12. Wei Zhang , Chris Curtin, Mami Kikuchi, Franco C.:
Plant Sci. 162, 459 (2002).

13. Caia Z., Knorr D., Smetanska I.: Enzyme Microb.
Technol. 50, 29 (2012).

14. Saw N. M. M. T., Riedel H., Cai Z., Kiitiikk O., Sme-
tanska 1.. Plant Cell, Tissue Organ Cult. 108, 47
(2012).

15. Murashige T., Skoog F.: Physiol. Plant. 75, 473
(1962).

16. Albalasmeh A. A., Berhe A. A., Ghezzehei T. A.:
Carbohydr. Polym. 97, 253 (2013).

17. Kortekamp A.: Plant Physiol. Biochem. 44, 58 (2006).

18. Chen H., Chen F.: Process Biochem. 35, 837 (2000).

19. Zhong J.-J., Chen F., Hu W.-W.: Process Biochem.
35,491(1999).

20. Cheng X. Y., Wei T., Guo B., Ni W, Liu C. Z.: Pro-
cess Biochem. 40, 3119 (2005).

21. Liu W,, Liu C.,, Yang C., Wang L., Li Sh.: Food
Chem. 122,475 (2010).

22. Ferri M., Dipalo S. C. F., Bagni N., Tassoni A.: Food
Chem. 724, 1473 (2011).

23. Miguel M. G., Barroso J. G.: Phytochem. 35, 371
(1994).

24. Wiktorowska E., Dlugosz M., Janiszowska W.: Enzy-
me Microb. Technol. 46, 14 (2010).

25. Komaraiah P., Amrutha R. N., Kavi Kishor P. B.,

Ramakrishna S. V.: Enzyme Microb. Technol. 37, 634
(2002).

M. Sak™, I. Dokupilova®, and J. Sajbidor®
(“ Institute of Biotechnology and Food Industry, Slovak
Technical University, Bratislava, " Research Institute of
Viticulture and Enology — National Agriculture and Food
centre, Slovakia): Monitoring Production of Resvera-
trol 3-p-D-Glucoside in Vitis Cell Cultures after Dress-
ing with Fungal Elicitor

The main aim of this study is to monitor the impact of
biotic elicitor on resveratrol 3-B-D-glucoside production in
cell culture of Vitis vinifera cv.Vah. Suspension cultures
were treated with different concentrations of fungal elicitor
with the aspect on polysaccharide components. The highest
concentration of resveratrol 3-B-D-glucoside 236 mg g (dry
weight of plant cells) was determined in suspension cul-
ture on sixth day of cultivation after treatment with fungal
elicitor with polysaccharide total content 60 mg
(carbohydrate equivalent)/L. This concentration was 5,44
times more than in the control suspension culture.



