BADANIA NAD KULTURAMI IN VITRO WYBRANYCH
GATUNKOW RO§LIN’Z RODZAJU RUTA W DWOCH TYPACH
BIOREAKTOROW: PLANTFORM® I RITA®
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WSTEP

Roslinne kultury in vifro sg alternatywg dla tradycyjnych
upraw. Poniewaz wymagaja specjalistycznego laboratorium i
duzych naktadow finansowych, wykorzystuje sie je gtéwnie w
celu mikrorozmnazania. Kultury in vitro s3 réwniez
wykorzystywane do pozyskiwania cennych pod wzgledem
farmakologicznym metabolitow wtérnych. Wyzszg produkcje
metabolitéw wtdérnych obserwuje sie w kulturach o wyzszym
stopniu zréznicowania (np. w kulturach pedéw). Prowadzenie
takiego rodzaju kultur na wiekszg skale bylo wczesniej bardzo
trudne. Ostatnio pojawitla sie nowa metoda prowadzenia
kultur in vitro w bioreaktorach okresowo-zalewowych typu
Plantform® i Rita®. Pozwalajg one na uzyskanie wiekszej ilosci
biomasy, na skale poétprzemystowa. W niniejszej pracy
przetestowano dwa typy bioreaktoréw do prowadzenia kultur
wybranych gatunkoéw ruty: Ruta chalepensis, R. corsica, R.
graveolens, R. macrophylla oraz R. montana.

METODYKA

KULTURY INVITRO

* Hodowle prowadzono w bioreaktorach typu Plantform® 1i
Rita® na podtozu wg Linsmaier-Skoog (LS).
Zastosowane roélinne regulatory wzrostu i1 rozwoju:
auksyna NAA i cytokinina BAP w nastepujacych stezeniach:
1/1,0,8/1,0,5/0,5,0,1/0,1,0,1/0,5 mg/L
Czas zalewania podtozem (2 i 5 minut)
Okres prowadzenia kultur: 4-7 tygodni

ANALIZY HPLC

Analize ekstraktéw metanolowych 2z suchej biomasy
prowadzono na aparacie Merck Hitachi (detektor DAD 1-24585,
kolumna Purospher RP-18e, dilugos¢ fali: A= 254 nm) w
systemie gradientowym (A - MeOH ; B - MeOH: O,5 % kwas
octowyl:4): 100 % B 0 - 20 min; 100 — 80 % B 20 - 35 min; 80 -
60 % B 35 — 55 min; 60 — 0 % B 55 — 70 min; 0 % B 70 - 75 min;
0-100 % B 75 -80 min; 100 % B 80 - 90 min

PRZYKELADOWEKULTURY BIOREAKTOROWE

Bioreaktory typu RITA®
Kultury Ruta chalepensis (LS NAA/BAP 0,1/0,1 mg/1, 5 tydzien hodowli,
okres zalewania podtozem 5 minut).

Bioreaktory typu Plantform®
Kultury Ruta chalepensis (LS NAA/BAP 0,5/0,5mg/1, 5 tydzien
hodowli, okres zalewania podtoZzem 5 minut

WYNIKI
Najwickszy przyrost biomasy w kultur in witro prowadzonych w bioreaktorach typu
Plantform® stwierdzono odpowiednio dla:
Ruta chalepensis: hodowla 7 tygodniowa, prowadzona na podlozu LS 0,5/1 NAA/BAP mg/1,
w ktodrej czas zalewania wynosit 5 minut (12,4 krotny przyrost),
Ruta graveolens: hodowla 5 tygodniowa, prowadzona na podiozu LS 0,1/0,5 NAA/BAP
mg/1, w ktdérej czas zalewania wynosit 5 minut (10,1 krotny przyrost),
Ruta macrophylla: hodowla 5 tygodniowa, prowadzona na podtozu LS 0,5/1 NAA/BAP
mg/1, w ktérej czas zalewania wynosit 5 minut (13,2 krotny przyrost),
Ruta montana: hodowla 6 tygodniowa, prowadzona na podiozu LS 1/1 NAA/BAP mg/],
w ktdrej czas zalewania wynosit 5 minut (16,1 krotny przyrost).
Najwiekszy przyrost biomasy kultur in vitro prowadzonych w bioreaktorach typu Rita®
stwierdzono odpowiednio dla:
Ruta chalepensis: hodowla 4 tygodniowa, prowadzona na podlozu LS 0,5/1 NAA/BAP mg/l,
w ktdrej czas zalewania wynosit 5 minu (13,2 krotny przyrost),
Ruta corsica: hodowla 5 tygodniowa, prowadzona na podiozu LS 0,1/0,1 NAA/BAP mg/l, w
ktérej czas zalewania wynosit 5 minut (8,6 krotny przyrost),
Ruta graveolens: hodowla 6 tygodnioowa, prowadzona na /odlozu LS 0,1/0,5 NAA/BAP
mg/1l, w ktérej czas zalewania wynosit 5 minut (23,5 krotny przyrost),
Ruta macrophylla: hodowla 5 tygodniowa, prowadzona na poditozu LS 1/1 NAA/BAP mg/],
w ktdrej czas zalewania wynosit 5 minut (11,4 krotny przyrost),
Ruta montana: hodowla 5 tygodniowa, prowadzona na podtozu LS NAA/BAP 0,5/1 mg/l, w
ktérej czas zalewania wynosit 5 minut (38,6 krotny przyrost).
We wszystkich ekstraktach metanolowych z suchej biomasy uzyskanej z kultur in vitro
ruty stwierdzono obecnos¢ nastepujgcych zwigzkdw: katechiny, psoralenu, ksantotoksyny,
izopimpineliny, bergaptenu, y-fagaryny, izoimperatoryny, ostolu, y-fagaryny oraz 7-
izopentyloksy-y-fagarymny.
Dominujacymi zwigzkami we wszystkich badanych kulturach ruty byly kumaryny, a wsrod
nich ksantotoksynai psoralen.
Maksymalna zawartosc¢ ksantotoksyny wynosita:
dla kultur Ruta chalepensis - 579,04 mg/100 g s.m. (podioze LS 1/1 NAA/BAP mg/1, 6
tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform®),
dla kultur Ruta corsica - 429,33 mg/100 g s.m. (podloze LS 0,1/0,1 NAA/BAP mg/], 4
tydzien, 5 minut, bioreaktor Rita®),
dla kultur Ruta graveolens - 635,95 mg/100 g s.m. (podioze LS 0,5/1 NAA/BAP mg/1, 6
tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform®),
dla kultur Ruta macrophylla - 596,92 mg/100 g s.m. (podioze LS 1/1 NAA/BAP mg/1, 6
tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform®),
dla kultur Ruta montana - 744,68 mg/100 g s.m. (podioze LS 0,1/0,1 NAA/BAP mg/l, 5
tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform®).

Maksymalna zawartosc psoralenu wynosila:

dla kultur Ruta chalepensis - 537,3 mg/100 g s.m. (podioze LS 0,1/0,1 NAA/BAP mg/l1, 6
tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform ®),
dla kultur Ruta corsica - 360,28 mg/100 g s.m. (podioze LS 0,1/0,1 NAA/BAP mg/],
4tydzien, 5 minut, bioreaktor Rita®),
dla kultur Ruta graveolens - 346,25 mg/100 g s.m. (podioze LS 0,5/0,1 NAA/BAP mg/],
5 tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform®),
dla kultur Ruta macrophylla - 356,9 mg/100 g s.m. (podloze LS 0,1/0,1 NAA/BAP mg/],
5 tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform®),
dla kultur Ruta Montana - 310,79 mg/100 g s.m. (podtoze LS 0,1/0,1 NAA/BAP mg/l, 5
tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform®).
Wysoka zawartos¢ katechiny stwierdzono we wszystkich badanych kulturach. Najwyzsza
zawartos¢ - 2325,72 mg/100 g s.m. oznaczono w kulturach Ruta montana prowadzonych na
podiozu LS 0,1/0,1 NAA/BAP mg/1 (5 tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform®).

Wsréd alkaloidow wyzsza zawartoscia charakteryzowala sie y-fagaryna. Najwyzsza
zawartos¢ - 295,75 mg 100 g s.m. oznaczono w kulturach Ruta graveolens prowadzonych na
podiozu LS 0,5/1 NAA/BAP mg/1 (6 tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform®).

WNIOSKI

. Kultury bioreaktorowe R. chalepensis, R. corsica, R. graveolens, R.

macrophylla oraz R. montana akumuluja wysokie ilosci metabolitéw
wtérnych z grup katechin i kumaryn.

. Dominujgcg grupg metabolitéw wtérnych we wszystkich badanych

kulturach byly kumaryny, wsréd ktérych zwigzkiem akumulowanym w
najwiekszej ilosci byta ksantotoksyna.

. Kolejnym metabolitem akumulowanym w duzej ilosci byta katechina.
. Kultury bioreaktorowe badanych gatunkéw ruty, a w szczegoélnosci R.

chalepensis, R. graveolens I R. montana mozna zaproponowac jako
biotechnologiczne z7rédlo kumaryn, zwlaszcza ksantotoksyny oraz
psoralenu. Maksymalng zawarto$¢ ksantotoksyny - 579,04 mg/100 g
s.m. oznaczono dla kultur Ruta chalepensis prowadzonych na podtozu
LS 1/1 NAA/BAP mg/l (6 tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform®),
natomiast maksymalng zawarto$¢ psoralenu - 537,38 mg/100 g s.m.
stwierdzono dla kultur Ruta chalepensis prowadzonych na podtozu LS
0,1/0,1 NAA/BAPmg/] (6 tydzien, 5 minut, bioreaktor Plantform ®).

. R. montana mo7na zaproponowa¢ jako biotechnologiczne 7rédto

katechin, zwlaszcza katechiny. Maksymalng zawarto$¢ - 2325,72
mg/100 g. s.m. stwierdzono w kulturach Ruta montana prowadzonych
na podtozu LS 0,1/0,1 NAA/BAP mg/1 (5 tydzien, 5 minut, bioreaktor
Plantform®).




