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1 Uvod

Lécivé rostliny jsou jiz po staleti nenahraditelnou surovinou pii 1é¢bé pro
1ékare a lékarniky. Pripravovaly z nich ¢aje, masti nebo kapky. Postupem casu se
z rostlin zacaly izolovat chemicky ¢isté ucinné latky (sekundarni metabolity). Ty
se uzivaji ptimo nebo se dale upravuji pro ptipravu latek novych, které maji lepsi
terapeutické vlastnosti.

S moderni dobou ale pfichazi 1 zhorSovani zivotniho prostiedi, coz ma za
nasledek zménu kvality produkce 1é¢ivych rostlin. Proto do popiedi vychdzeji
alternativni postupy péstovani rostlin.

Jednou zvariant je biotechnologicka kultivace rostlinnych bunék
vV podminkach in vitro. Produkce metabolitll je kontrolovana nami piedepsanymi
podminkami. Nejsou pfitomny nezadouci pfimési a péstovani mlize probihat po
cely rok bez zavislosti na rocnim obdobi (3).

Jedna se vyhledové o velmi perspektivni oblast vyzkumu, protoZe zvySujici

se pocet obyvatel na Zemi s sebou nese vyss$i ndroky na potraviny a rozli¢né
rostlinné produkty vyuzivané v kosmetice nebo farmacii. Naro¢né u této metody
je nalezeni optimalnich podminek pro kultivaci explantatovych kultur in vitro.
V poslednich letech nastdvd ve vyvoji vyznamny pokrok. Byly vyzkouSeny
postupy, kterymi lze dosdhnout zvySené produkce a akumulace sekundarnich
metabolitd v bunéénych kulturach in vitro. Jde napf. o biotransformaci,
imobilizaci, elicitaci a jejich vzajemné kombinovani.

V soucasné dobé je stoupajici zajem o produkci flavonoidi a isoflavonoida
rostlinnymi explantaty. A to diky jejich Sirokému spektru biologickych ucinkd.
Vykazuji naptf. protizdnétlivou a antialergickou aktivitu, dale maji
antitrombotické, vasoprotektivni ucinky a estrogenni aktivitu. Vhodnym zdrojem
se jevi jetel lu¢ni (Trifolium pratense L., Fabaceae). V lidovém Iécitelstvi je jetel
uzivan pii bakteridlnich infekcich, dychacich obtizich, jako expektorans a na
¢isténi krve. Zevné je uzivan ve formé koupeli jako kozni dezinfekce na ekzémy,
lupenku a hnisavé rany (11,12,13,23).

Tato diplomova prace se zabyva abiotickou elicitaci siranem médnatym na

explantatové kultufe Trifolium pratense.



2 Cil prace

1. Seznamit se s principy a postupy Kultivace rostlinnych tkamnovych
kultur in vitro.

2. Pozorovat Vv ruznych c¢asovych rozmezich vliv piisobeni ¢Etyr
rozdilnych koncentraci siranu méd’natého na produkci flavonoidu

a isoflavonoidi v explantatové kulture Trifolium pratense L..



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Jetel lucni (Trifolium pratense L., Fabaceae)

3.1.1 Botanicky popis rostliny

Trifolium pratense L. je ve své anatomické stavbé velmi proménlivy druh.
Odlisnosti nalezneme ve vzrastu rostlin, odéni lodyh a dale u palisti podptirnych
listd.

Tato vytrvala bylina se vyskytuje i jako 2 — 3leta (n¢které kulturni formy).
Cela rostlina dosahuje vysky 20 — 50 cm. Kulovité kofeny sahaji do hloubky 0,5
m, vice vétvené jsou v orni¢ni vrstveé. Pupeny se na kotfenovém krcku zakladaji
V horizontalni poloze. Lodyhy vyrGstaji z pfizemni listové rizice, silné, piimé
nebo majici 3 — 5 ¢lankl, vystoupavé az poléhavé, jednoduché nebo spoie
rozvétvené, vétSinou trochu hranaté. Listy jsou trojcetné stiidavé, v piizemni
ruzici dlouze tapikaté. Jednotlivé listky maji tvar obvejcity az Siroce okrouhly,
s vyraznou bélavou skvrnou ve tvaru ptilmésice. Maximalni velikost je 15 x 30
mm. Lodyzni listky jsou kratce fapikaté, horni az piisedlé. Cepele listkii jsou na

okraji brvité (8,9,14).

Kvétenstvim jsou uzlabni hlavky. Jejich primérna velikost je 2 — 3 cm.
Skladaji se z30 — 60 kvéta, které zdanlivé vyrastaji na vrcholu lodyhy. Jsou
drobné, na kratké stopce nebo ptisedlé, barvy karminové aZ masové cervené
(ztidka bilé). Péticetné 14 — 18 mm dlouhé oboupohlavné kvitky jsou bez listent.

Na chlupatém kalichu je mozné rozeznat 10 zilek. Koruny jsou na bazi srostlé.
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Plodem je nepukavy jednosemenny lusk s lehce odd¢litelnym vackem. Semena
maji tvar vejcity az tup¢ trojhranny, o velikosti 1,5 — 2,3 mm x 1,2 — 2,0 mm. Jsou
hladka, leskla, citronové Zluta az fialova. Casto je spodni ¢ast Zlutd a horni fialova

(10-15).

A. RODKLOVER, TRIFOLIUM PRATENSE L
B. SKOGSKLOVER, TRIFOLIUM MEDIUM (L) HUDS,



3.1.2 Vyskyt

Trifolium pratense L. je péstovan na polich v riznych vyslechténych
odrdach, divoce roste na lukéch, v ptikopech, ve svétlych lesich a na okrajich
lest. Je to rostlina zna¢né proménliva, ktera roste z roviny az do hor v celé
Evropé a v zapadni Asii, v severni Africe i v Australii. Na Novém Zélandu a

v Severni Americe zplanél. Nejlépe snasi mirné€ vlhké prostredi (11-13).

3.1.3 Odridy

V Ceské republice miizeme najit tfi poddruhy Trifolium pratense L., které
n¢kdy byvaji oznacované jako odridy. Jsou zde zarazeny
»  Trifolium pratense subsp. pratense — vytrvala bylina s vyznamem 1é¢ivé
rostliny
»  Trifolium pratense subsp. sativum — 2 — 3 letd bylina povazovana za
vyznamnou hospodatskou plodinu
»  Trifolium pratense subsp. americanum — vytrvala bylina pfivezena do
Ceské republiky v 80. letech 19. stoleti, ale od jejiho péstovani bylo pozdgji

upusténo (9).

3.1.4 Sbér a pouziti drogy

Jako droga se pouzivaji nerozpadlé hlavky ozn. Trifolium pratense flos.
Jetel lucni kvete od kvétna do fijna. Sbér se provadi hned v pocatku kvétna,
protoze odkvétajici droga je méné hodnotna, hlavky se totiZ pii suSeni rozpadaji a
hnédnou. SusSeni je uskuteciovano rychle a v tenkych vrstvach. Drogu je mozné
na jeden den vystavit pfimému slunci a pak dosusit ve stinném a vzdusném mist¢.
Pti suSeni umélym teplem se musi teplota drzet do 35 °C. Pomér seschnuti je 6:1.
Béhem skladovani je tfeba drogu chranit pied svétlem a vlhkosti, aby nedoslo ke
zmeéné kvality. Kvalitni droga si zachovava plvodni barvu, maximalné¢ mirné

ztmavne (8,10,15,21).



Je to vyznamna medonosna rostlina. Opyleni obstaravaji hlavné ¢meléci a
néktefi motyli, nebot” ostatni hmyz ma vétSinou kratsi sosék, nez je zapotiebi.

V lidovém lécitelstvi je jetel uzivan pti bakterialnich infekcich, dychacich
obtizich, jako expektorans pti kasli a bronchitidé€, na ¢isténi krve. Zevné je uzivan
ve formé koupeli jako kozni dezinfekce na ekzémy, lupenku a hnisavé rany.

V soucasnosti je pfidavan jako korigens chuti a viiné do ¢ajovych smési,
dale je soucasti doplilkii potravy pro zmirnéni projevii menopauzalnich potizich.
Mlady jetel je mozno podobné jako Spenat pouzit jako zeleninu, kterd obsahuje

vice vlakniny nez jina (11,12,13,16).

3.1.5 Obsahové latky

Spektrum obsahovych latek Trifolium pratense L. je rozsahlé. Zahrnuje
flavonoidy, isoflavonoidy, kyanogenni glykosidy, fenolické glykosidy, saponiny,
tiisloviny, kumariny, organické kyseliny, minerdlni kyseliny, barviva, silice,
salicylaty, P-sitosterol, cholin, lecitin, vitaminy (vitamin A, C, B-komplex),
vapnik, hot¢ik, Zelezo. Z hlediska vyuziti Trifolium pratense L. v terapii se jevi
jako nejzajimavéjsi skupina isoflavonoidti zahrnujici biochanin A a formononetin,
které se vyskytuji v nejvétsi mife. Dale jsou zde zastoupeny daidzein, genistein,

genistin, koumestrol, ononin, trifoliol (22).

3.1.5.1 Flavonoidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou rozsahlou skupinou rostlinnych
fenolti. Dnes jich zname asi 4000 a stale jsou objevovany dalsi nové slou€eniny.
Jedna se o ve vodé rozpustna barviva, zodpovédna za barvu kvéta, plodi a n€kdy
1 listl. Ulozeni flavonoidil v rostlinném organismu je druhove zavislé. VSeobecné
vSak plati, ze ve vod¢ rozpustné glykosidy jsou nejcastéji ulozeny ve vakuolach.
Mohou byt ukladany pouze do bunék epidermy listu nebo soucasné do epidermy i
mezofylu listu. V obou typech tkani se mohou kumulovat odlisné typy
flavonoidi. Aglykony nejcastéji nachazime v kutikule listl, protoze jsou

lipofilnéj8i (hydroxylové skupiny ve struktufe slouceniny jsou caste€né nebo
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uplné methylované), a proto 1épe rozpustné ve voskové vrstvé na povrchu listu.
V kvétech jsou flavonoidy ulozeny v epidermalnich bunikach. Vyskytuji se také
Vv oplodi plodd a semenech, dokonce v pylovych zrnech. Ve vnéjsi vrstvé bunék
stény pylového zrna byly flavonolové glykosidy dokdzany v roce 1970 —
Wiermann. Methoxylované derivaty jsou lipofilni a vyskytuji se v silicich (22,23).

Chemicka struktura

Flavonoidni latky jsou odvozeny od kyslikaté¢ heterocyklické slouceniny
flavanu, tvofeného dvéma benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym
pyranem. Bézné byvaji vSechny tii kruhy substituovany hydroxyskupinami nebo
methoxyskupinami.

Pfirodni flavonoidy se nej€astéji vyskytuji ve formé& O-glykosidl, obsahuji
v molekule slozku cukernou a necukernou (aglykon). Volné aglykony se
vyskytuji pouze ziidka, ale v nékterych piipadech — napt. technologické
zpracovani pii vysSsich teplotach a v kyselém prostfedi — mize dochazet k vzristu
koncentrace aglykonil hydrolyzou glykosidi.

Podle oxidace pyranového kruhu rozezndvadme nésledujici zdkladni
struktury flavonoidi: flaveny, flavany, katechiny, leukoanthokyanidiny,
flavanony, flavononoly, flavony, flavonoly a anthokyanidiny (22,23).

Vsechny flavonoidy maji spole¢nou zakladni strukturu odvozenou od
chromanu s fenylem pfipojenym v poloze 2, isoflavonoidy v poloze 3 a

neoflavonoidy v poloze 4.

OH O

flawonoid
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Jednotlivé derivaty se 1isi pouze stupném substituce a oxidace pyranového

cyklu (kruh C).

Funkce v rostlinném organismu

Flavonoidy nemusi byt vzdy barevné, ale pfispivaji k zbarveni jako
kopigmenty, napft. jako flavonové a flavonolové kopigmenty chranici anthokyany,
které¢ pomadhaji lakat na rostliny opylovace. V nékterych ptipadech flavonoidy
absorbuji zafeni blizké UV a vznikla barva je vnimana pouze hmyzem. Déle jsou
pfitomny také v kutikule listi a epidermalnich bunkach, kde chrani pletiva pfed
ni¢ivym uc¢inkem UV zafeni.

Dalsi hlavni funkce miizeme rozd€lit do nasledujicich kategorii:

¢ Antioxidanty — Antioxidacni aktivita flavonoida je zavisla na poctu a poloze
hydroxylovych skupin v molekule, vliv mé i jejich glykosylace. Optimalni
radikalove likvidacni vlastnosti byly nalezeny pro o-dihydroxy strukturu v kruhu
B, 2,3 dvojnou vazbu a 4-oxo funk¢ni skupinu v kruhu C a 3 a 5 -OH skupiny na
kruzich A a C. Tuto strukturu maji pravé flavonoly. Flavonoidy ochranuji rostlinu
pfed nadmérnym UV zafenim, pfi kterém se uvoliiuje velké mnozstvi reaktivnich

forem kysliku. Zabranuji peroxidaci lipidi, likviduji volné kyslikové radikaly,
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mohou vazat a inaktivovat nékteré prooxidacni kovové ionty (Zelezo, méd).
Vzhledem K pfevazné lokalizaci flavonoidi ve vakuole je nepravdépodobné, ze
by pfimo zasahovaly proti vysoce reaktivnim formam kysliku, uvoliiujiciho se pfi
fotosyntéze z chloroplastl. Reaguji s peroxidem vodiku, ktery je stabilni a je
schopen difundovat pies membranu.

e Barviva — je znamo, Ze ruzna barva nebo vin¢ pfitahuji jiny typ opylovacu.
Dalo by se fici, Ze vztah mezi barvou a opylovacem je alespon ¢aste¢né zavisly na
obsahu flavonoidl. Z pozorovani vyplynulo, Ze hmyz je citlivy na barvu flavonti a
flavonolovych glykosidl absorbujicich blizko 350 nm a na zluté flavonoidy jako
chalkony, aurony, 3-deoxyanthokyaniny nebo flavonoly s hydroxylovou nebo
methoxylovou skupinou Vv poloze 6, 8. Na zakladé barevného vidéni hmyzu se
zjistilo, Ze motyli si libuji v rizové nebo bilé barve, veely preferuji zlutou a pro
ptéky je atraktivni ervena.

e Inhibitory enzymi - studie dokazaly, ze flavonoidy inhibuji napf.
malatdehydrogendzu nebo glutamatdekarboxylazu.

e Fytoalexiny — jedna se o nizkomolekularni latky s antimikrobialni aktivitou,

které jsou syntetizovany po napadeni mikroorganismy.

Flavonoidy v rostlinach vznikaji kondenzaci polyacetatu a aromatickych
aminokyselin (fenylalanin a tyrosin), které vznikaji v biosyntetické cesté kyseliny
Sikimové.

Aglykony flavonoidnich glykosidi vznikaji dvéma hlavnimi cestami.
Sestiuhlikovy fragment je odvozen z acetatového metabolismu a zbyvajici deviti-
uhlikatd cast zkyseliny Sikimové. Meziproduktem biosyntézy je chalkon
(patnacti-uhlikaty) vznikajici z kyseliny skoficové a tif molekul acetatu, ktery je
pretvafen na flavanon a tak dava zaklad i dal$im strukturam flavonoidu (2,23).

Biologicky ucinné jsou glykosidy 1 aglykony. Mohou se pouZivat v Cistém
stavu, ale Cast&ji ve formé drog nebo extrakti. V zivych organismech se zapojuji
do oxida¢né-redukénich procesli, maji schopnost normalizovat permeabilitu
kapilar a odstranovat jejich lomivost, pravdépodobné diky svému pisobeni na
metabolismus arachidonové kyseliny vykazuji protizdnétlivou a antialergickou
aktivitu, dale antitrombotické a vasoprotektivni G€inky. Mnoho rostlin obsahujici

flavonoidy pusobi jako diuretika a spasmolytika (22,23).
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Flavonoidy dale vykazuji tyto ucinky:

e Estrogenni aktivita

e Spasmolyticka aktivita

¢ Antiflogisticka aktivita

¢ Antihepatotoxicka aktivita

¢ Efekt na centralni vaskularni systém

e Antimikrobidlni a antiviralni systém

o Antifertilitni aktivita

e Inhibice enzymu — aldosareduktazu, xanthinoxidazu, fosfodiesterazu, Ca?* -
dependentni ATP-azu, isoenzymy cytochromu P450, tyrosinproteinkinazu,
hexokindzu, elastazu a kolagenazu, hyaluroniddzu, prostaglandincyklooxygenazu,
histidindekarboxylazu, nespecificka inhibice katechol-O-methyltransferazy,
inhibice adenosindeamindzy, inhibice angiotenzin konvertujiciho enzymu

e Antimutagenni aktivita

Ukazuje se, ze ptirodni flavonoidy mohou vyznamnym zptisobem pisobit
pfi prevenci chorob majicich sviij plivod v oxida¢nim posSkozeni biologickych
struktur (aterosklerdza, kardiovaskularni onemocnéni). Vhodny zptsob stravovani
a pfijem potravin s vy$s§im piijmem flavonoidi by mohl pomoci pfi 1écbé a
predchazeni téchto chorob. Tato cesta ke zvySeni pfijmu antioxidantd je ziejmeé
vhodnéjsi neZ podavani samotnych antioxida¢nich preparat jako vitamin C a E

(22,23).

3.1.5.2 Isoflavonoidy

Isoflavonoidy jsou latky, které se vyskytuji ve vétSin€ rostlinnych tkéni.
Nejvice ale byly izolovany z kli¢kd, pupenti a mladych vyhonkd. Z toho lze
usuzovat, ze by mohly zasahovat do regulace fyziologickych procest dilezitych
pro rast rostlin. O pfesném vyznamu isoflavonoidli se pfili§ nevi, ale je
pravdépodobné, Ze wvznikaji jako odpovéd’ na infekci patologickym agens

(fytotoxiny). Mohou tak pfedstavovat jeden z obrannych mechanismti (27,28).
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Nejcastéji se vyskytujici skupinou téchto sekundarnich latek jsou
isoflavony. V rostliné se vyskytuji prevazné ve volné formé nebo glykosidicky
vazané. V soucasné dob¢ je zndmo pfiblizn¢ 360 zastupctl, nejvyznamngj$imi jsou
biochanin A, daidzein, formononetin, genistein a glycitein. Jako dalsi skupiny
isoflavonoidi rozliSujeme lignany (matairesinol, secoisolariciresinol-diglucosid) a
kumestany.

Isoflavonoidy fadime mezi fytoestrogeny, coz jsou latky nesteroidni povahy
s estrogennim ucinkem. Jsou odvozeny od 3-fenylchromanu, jevi podobné tcinky
jako flavonoidy, které jsou derivaty 2-fenylchromanu. Na rozdil od flavonoida
jsou isoflavonoidy v rostlinach mnohem méné zastoupeny. To je dano potiebnou
pfitomnosti  specifického  enzymu  zodpovédného za  pifeménu  2-
fenylchromanového cyklu na 3-fenylchroman (24,26).

Nejvyznamnéj$im zdrojem isoflavonoidii je so6ja a sojové produkty.
V nasich podminkdch - cerveny jetel nebo vojtéska. DalSimi zdroji jsou
plosti¢nik, Cervend vinna réva, ryze, jahody, rybiz, ¢esnek, 1ékofice nebo datle
(26).

Isoflavony vykazuji slabou estrogenni aktivitu. Vazi se na estrogenni
receptory, ovSem vykazuji i estrogen antagonisticky ucinek, narusovanim funkce
endogennich receptort v lidském organismu. Princip antiestrogenniho ptisobeni je
zalozen na stimulaci biosyntézy sexudlni hormony vazajici globulin (SHBG)
Vv jatrech. U estrogennich receptorti rozeznavame dva subtypy:

e ER-a — nachazi se v d€¢loze, mlécnych zlazach a hypofyze

¢ ER-B — v mozku, kostech, mocovém méchyti a thymu.

Isoflavonoidy vykazuji 1 dal$i G¢inky:

o Antioxidacni aktivita

o Antiosteoporoticka aktivita

o Antikarcinogenni aktivita

o Inhibujici angiogeneze

o Antiatherogenni aktivita

o Hypocholesteromické aktivita

. Antivirova, antibakteridlni, antifungalni aktivita
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. Larvicidni a insekticidni aktivita
o Imunosupresivni aktivita

o Antidotum proti nékterym pavoucim a hadim jedim (Bothrops atrox)

V dnes$ni dob¢ je vénovano mnoho pozornosti fytoestrogeniim, protoze by
mohly byt alternativou v 1é¢bé klimakterického syndromu. Vede k tomu pomérné
nedavné zjisténi nezadoucich ucinkl vyskytujicich se u zen v disledku uzivéani
hormonalni substitucni terapie.

Mohly by také pomahat pii 1écbé nemoci kardiovaskuldrnich systému,
osteoporozy, nepravidelné krvaceni, ale 1 proti zhoubnym nadorim (nejnovejsi
publikace dokladaji ochranny ucinek pravidelného wuzivani isoflavoni na

karcinom ovaria) (24,25,26).

16



3.2 Rostlinné kultury in vitro

Rostlinné tkanové kultury (explantéty) jsou steriln€ vynaté a na umelé zivné
pudé rostouci izolovana pletiva s prakticky neomezenou Zivotnosti. Podminkou je
pravidelné pasazovani do nového zivného prostredi (1).

Prvni pokusy zabyvajici se touto problematikou, provedl Haberlandt (1902),
ktery ovSem pracoval s diferencovanymi bunikami, coz vedlo k negativnim
vysledkiim. Byly vyzkouSeny rtizné modifikace média a podminek kultivace.
K pozitivnim vysledkiim vedla az volba meristematickych bunék na misto vysoce
diferencovanych. Prvni Hannig (1904) a po ném Dietrich (1924), Thukey (1933)
uspesné kultivovali rostlinnd embrya. Prvni neomezené rostouci kalusové kultury
odvodili z kambia Nobecourt (1937) a Gautheret (1938) nezavisle na sob¢.

50. Iéta vedla k vyvoji novych aparatur. Pouzivaly se riizné druhy tfepacek
napt. Muir (1954), White (1953) vyvinul roler, Nickell a Tulecke (1960) pracovali
se suspenzemi rostlinnych bun¢k ve fermentac¢nich aparaturach (6).

Pivodné védecky experiment se v soucasné dob¢ rozsifil na metodu

vyuzivanou ve Slechtitelstvi a k produkci sekundarnich metaboliti.

3.2.1 Zakladni terminy
o Rostlinny explantat — kazdy fragment zivého pletiva, organ nebo komplex
organl, odebrany bud’ z intaktni rostliny nebo jiz existujici kultury s cilem

péstovat jej v podminkach in vitro.

. Intaktni rostlina — ptivodni rostlina péstovana v pifirozenych podminkach.

o Kultivace in vitro — péstovani rostlinného materialu v podminkach co
nejuplnéji definovatelnych po strdnce chemické 1 fyzikalni a zabrafnujicich

nezéadouci kontaminaci cizorodymi zivymi organizmy a buiikami.

o Kultura rostlinnych explantati — rostlinné explantaty péstované po
urc¢itou dobu v podminkach in vitro. Kultury rostlinnych explantati Ize podle

morfologické charakteristiky zafadit do nékteré z nasledujicich péti kategorii:
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1.  kultura organova — organové systémy, organy resp. jejich zaklady a casti
péstované v podminkach in vitro zplisobem, ktery umoznuje diferenciaci a
¢astecn¢ zachovava i jejich stavbu a funkci

2.  Kultura tkanova, pletivova — do rtizn¢ho stupné soudrzné, morfologicky
dezorganizované mnohobunécné komplexy tkané, pomnozované bud na
polotuhych ¢i pevnych nosicich, nasycenych zivhym médiem nebo vyjimecné
Vv tekuté zivné pudé

3.  kultura suspenzni — volné¢ buiky a bunéfné shluky spolecné
pomnozované, suspendovany vtekuté zivné pudé, promichavané a
provzdusiiované

4.  kultura bunééna — volné jednotlivé buiiky, resp. jejich nejblizsi potomstvo,
pomnozované v tekuté ¢i polotuhé pid€ nebo na nosici nasyceném Zivnou ptidou
5. Kultura protoplasti — kultura bun¢k zbavenych bunécénych stén, kde

bunécny obsah je obalen jen pruznou elastickou plasmalemou.

e  Primarni explantat — rostlinny explantat odebrany piimo =z intaktni

rostliny.

o Primarni kultura — kultura primarnich explantatt.

. Subkultivace, pasazovani — pienos celé kultury nebo jeji ¢asti (ocka,
inokula) do ¢erstvé zivné pudy s cilem obnovit, zachovat nebo zesilit rist kultury
pro dalsi subkultivacni interval. Subkultivacni interval je doba mezi dvéma
pasaZovanimi.

e Rozpadavost kultur — schopnost tkanovych ¢i suspenznich kultur
spontanné se rozpadat na bunéc¢né shluky a volné bunky, schopné dalsiho ristu,

resp. pomnozovani.

. Kalus, zaval, svalec — v pivodnim vyznamu neorganizované pletivo,

vzniklé Cinnosti sekundarnich meristémit po poranéni rostliny, v pfeneseném
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vyznamu pletivo, které vznikd na povrchu nenadorovych primarnich explantata a

je schopné subkultivace.

° Kalusova kultura — kultura kalusu in vitro.

o Totipotence — schopnost rostlinnych bun¢k kultivovanych in vitro obnovit
v prub¢hu diferenciacnich procesii specializované funkce a postupné regenerovat
ve fertilni rostlinu. Umoziuje realizace genetickych zmén vyvolanych

V jednotlivych buiikach na urovni celého organismu.

o Diferenciace — chemické a strukturalni zmény v jednotlivych buiikach a
pletivech spocivajici v aktivaci ¢i inaktivaci uréitych gent, jimiz se odlisily od
tzv. eumeristematického stavu a ziskaly jinou specializaci. Opaény proces je

nazyvan dediferenciace.

e  Dediferenciace, embryonizace — chemické a strukturalni zmény

oy ee

zralé bunky vlastnosti typické pro eumeristematicky stav.

o Rozpadavost kultur — schopnost kultur rozpadat se na mensi shluky bunék

nebo volné bunky a dale rist (3,6).

3.2.2 Vlastnosti kultur rostlinnych explantati

»  Tkanovou, suspenzni ¢i bunécnou kulturu Ize odvodit z buiky ¢i komplexu
bun¢k kteréhokoliv organu rostlinného téla (vyjimkou jsou né&které velmi
specializované bunky, napf. sitkovice, sklereidy).

»  Za vhodnych kultivacnich podminek Ize kulturu péstovat in vitro
neomezené dlouho.

»  Tkanova a suspenzni kultura se v prubéhu rastu in vitro dediferencuje,
ztraci svlj ptivodni morfologicky a fyziologicky charakter. Neni v§ak homogennt,

obsahuje buiiky rizného stupné diferenciace.
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»  Buiky tkanovych ani bunéénych kultur nejsou schopny tvorit
jednovrstevnou kulturu (monolayer), neuchycuji se na tuhé ani polotuhé
podklady.

>  Rada rostlinnych kultur je schopna trvale rist na plng syntetickych ptidach.
»  Explantatové organy, resp. organové zaklady v kultufe in vitro mohou
doristat.

»  Jsou zachovany zakladni prvky totipotence bunék.

»  Tkanové, organové ani bunééné kultury nejsou schopny bez poskozeni
podstoupit konzervaci mrazem.

»  Suspenzni kultury, které Ize z tkané péstované na pevné pudé ziskat bud’
enzymovym rozvolnénim (napt. pomoci pektindz) nebo mechanickou cestou, jsou
tvofeny jednotlivymi bunéénymi shluky rizné velikosti, jejichz tvorbu se dosud
nepodaftilo vyloucit. Rozpadavost kultury je ziejmé& podminéna geneticky a lze ji
ovlivnit slozenim média a kultivacnimi podminkami.

»  Vhodnou kombinaci ristové aktivnich latek a ostatnich slozek kultiva¢niho
média lze v kulturach indukovat histogenezi nebo organogenezi, takto miizeme

Z jediné somatické buiiky odvodit Zivotaschopnou rostlinu (3).

3.2.3 Kaultivace rostlinnych kultur in vitro

Explantatové kultury rostlin vznikaji aseptickou kultivaci izolovanych ¢asti
rostlin za definovanych experimentalnich podminek. Pro odvozeni explantatové
kultury je vhodné jakékoliv rostlinné pletivo obsahujici funkéni totipotentni
bunky. Rust a vyvoj explantitovych kultur vyrazné ovlivituje prubeh kultivace
(ristové médium, svételny rezim, teplota atd.), pfipadné muize stimulovat a
urychlovat prubéh morfogenniho procesu (organogenezi, somatickou
embryogenezi, somatickou polyembryogenezi, pylovou embryogenezi, C¢i
androgenezi) (29).

Pro rlst a produkci sekundarnich metabolith je potieba nalézt optimalni

podminky.

20



3.2.3.1 Odvozeni kalusové kultury

Odvozeni kalusové kultury je obtiznym usekem experimentu. Cilem prace
je ziskat sterilni rostlinny materidl, u nc¢hoz by nedosSlo k poSkozeni
meristematickych pletiv. V pfipadé, Zze se nedosahne pozadované sterility

vychoziho materidlu, dochazi k plesnivéni kultury a tim k jejimu znehodnoceni.

Prvnim krokem je vybér vhodné matecné rostliny a odvozeni primarniho
explantatu. Nejlepsich vysledkt je dosahovano, je-li explantat odebran z rostliny
v aktivni fazi rGstu nebo ze zasobnich organt. Pred vlastni explantaci je nutné
rostlinu péstovat v aseptickych podminkach nebo povrchové sterilizovat. Redukci
poctu mikroorganismii napoméha oplachovani rostlin pod tekouci vodou. Je
vhodné pfidat detergent, protoze zlepSuje smacivost povrchu a zvySuje ucinek
dezinfek¢nich cinidel. Pii sterilizaci by mél dezinfekéni roztok usmrtit vSechny
mikroorganismy pfitomné na povrchu explantované ¢asti rostliny a pfitom
neposkodit vlastni explantat. NejpouzivanéjSimi desinfekénimi €inidly jsou roztok
chloraminu B (1 — 10%), ethanol (70 — 95%), peroxid vodiku (3 — 12%), dusi¢nan
stiibrny (1%) atd. Po sterilizaci je tfeba zbytky ¢inidel dokonale oplachnout

sterilni destilovanou vodou.

Z takto pfipraveného rostlinného materidlu se odebere ¢ast pozadovaného
organu a umisti se do kultiva¢ni nddoby s vhodnym sterilnim Zivhym médiem a
inkubuje se pii teploté 23-28 °C. Pii zajisténi sterility a vhodného kultivacniho
prostfedi, probiha u inokula organogeneze nebo produkce parenchymatickych
nediferencovanych bunék, které se nazyvaji kalusy (1).

Typ vyvoje explantitu a intenzita proliferace je ovlivnéna kultivaénimi
podminkami, ptedev§im hormondlnim slozenim média. Relativné¢ vysoké
koncentrace auxinu (1 — 10 mg/l) v kombinaci s nizkou koncentraci cytokoninu
vyvolavaji dediferenciaci bun€k primarniho explantatu do meristematického stavu
a vytvofeni neorganizované¢ho kalusu. Opacny pomér ristovych reguldtort
indukuje regeneraci pupent a pryta.

U prvnich pasazi se mohou objevit morfologické a morfogenetické

odchylky. Patrné jsou zejména zmény regeneracni schopnosti a pigmentace.
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Poruseni pletiv pii izolaci nebo sterilizaci vede k uvolnéni a zvysSené syntéze
oxidaz (polyfenoloxidéza, katecholoxiddza, tyroziniza aj.). Cinnost téchto
enzymi zpusobuje kumulaci fenolickych latek, coz se projevi hnédnutim az
Cervenanim. Hrozi nekréza bunék nebo zastaveni ristu. Kumulaci fenolickych
latek 1ze zabranit Castym pasdzovanim na Cerstvé médium, piidanim adsorbencii
(aktivni uhli) nebo antioxida¢nich latek (kyselina citronové, kyselina askorbova,
L-cystein, glutethion) nebo substrati potlacujicich aktivitu oxidaz (32,36).

SloZeni média se méni béhem kultivace kvalitativné 1 kvantitativné. Nastava
vysychani agarového gelu, zména pH, vycerpani Zivin z pidy a naopak do pudy
jsou vyluCovany odpadni latky kultivované tkéné. To je dalsi divod pro
pravidelné pasazovani, které je provadéno v intervalech az 3 tydnd. Pri
pasdzovani se prenasSi Cerstvé narostld tkan bez plvodniho inokula. Stabilni a
homogenni kulturu lze ziskat az po provedeni vétSiho poctu pasazi. Dulezité je
vSak dodrzovani konstantnich podminek kultivace (teplota, slozeni zivné pidy,
osviceni, atd.).

Uspésnost  kultivace rostlinnych kultur je podminéna nalezenim
nejvhodnéjSich podminek (fyzikalnich nebo optimalni slozeni zivného média)

(6,37).

3.2.3.2 Fyzikalni podminky kultivace

Pro uspésny rust a ostatni zivotni procesy je nutné nalézt optimalni hranice
dané prostiedim. Z fyzikélnich faktor sem lze zaradit teplotu, svétlo, vodu,

vlhkost vzduchu nebo pH Zivného média.

> Teplota

Teplota kultivace je vétSinou zvolena empiricky tésné kolem 25 °C. Jeji
hodnota mé vliv na rychlost metabolismu, déleni bun¢k a jeji zvySeni miize
indukovat organogenezi. Pokud je teplota pfili§ nizkd, zpomali se rychlost
metabolismu nékdy 1 zastavi, pokud je ptili§ vysoka, dojde k poskozeni bunék.
Hilton a Rhodes ve své studii zjistili, Ze pro rist tkanové kultury Datura
stramonium je optimalni rozmezi teplot 25 — 30 °C. Nejvyssi produkci

hyoscyaminu ale zjistili pfi 20 °C (62).
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> Svétlo

V intaktnich rostlindch i tkanovych kulturach svétlo ovliviiuje intenzitu
biosyntézy a akumulaci sekundarnich metabolitii. Vliv na rist tkadnové kultury
neni jednoznac¢ny. Jsou znamy i inhibi¢ni G¢inky. Obecné Ize konstatovat, ze rast
rostlinné kultury je svym zpisobem casteCn¢ inhibovan pfimym sluneénim
svétlem. Pro vétSinu kultur je dostacujici osvétleni v rozmezi 500 az 1000 luxti. Je
zajimavé, ze kultury, které byly péstované pii nepietrzitém osvétleni, vykazovaly

mensi rust nez kultury, kde se periodicky stiidalo 12 hodin svétla a tmy (3,6).

» Acidita Zivného média

Optimalni hodnota pH Zivného média je zavisla na typu kultury. Na rozdil
od kultur zivo€isnych nebo mikroorganizmil nejsou rostlinné kultury citlivé na
pfesnou hodnotu pH. Pro vétsinu kultur in vitro se doporucuje pH od 5,5 — 5,8.
V nékterych piipadech i v rozmezi pH 6,0 — 7,0. K upravé pH se vétSinou pouziva

hydroxid sodny nebo kyselina chlorovodikova (6,38).

» Atmosféricka vlhkost

Pro optimdlni rast je zapotiebi vhodna atmosférickd vlhkost. Je-1i nizka,
hrozi nebezpeci , Ze tkané na povrchu zkorkovati nebo zahynou. Je-li vihkost
naopak vysokd, pary na povrchu média kondenzuji a dochézi k inhibici ristu.
VIhkost v kultivaénich mistnostech byva nastavena na hodnotu v rozmezi 20 — 98

% - podle pozadavki dané kultury (6).

3.2.3.3 Zivné médium

Zivné médium je prostiedi, umoziujici riist organizmil. Organizmy z ného
Cerpaji ziviny pro syntézu potiebnych bunécnych slozek a energii pro
uskutecniovani biochemickych procesii. Médium je tekuté nebo tuhé (po piidani
agaru). SloZzeni se méni podle typu kultivace. Kvantitativni 1 kvalitativni
zastoupeni jednotlivych komponent ma rozhodujici vyznam pro rist ale i pro
morfogenezi explantatu. Ovliviluje napi. rozpadavost kalusu pii pfevadéni do

suspenzni kultury (3).
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Slozky Zzivnych pud se podle mnozstvi v pidé, svého charakteru nebo
fyziologickych ucinkl rozdéluji do nésledujicich skupin (3):
o Makroelementy — jsou nutné pro kultivaci intaktnich rostlin. Jedna se o
dusik, siru, fosfor, hoi¢ik, vapnik, draslik. Tonty se do zivné pudy ptidavaji ve
formé soli. Jejich koncentrace v médiu je vyssi nez 30 mg.l’l.
o Mikroelementy — jsou nezbytné pro rist explantatovych kultur, fadi se sem
zelezo, bor, mangan, jod a molybden. V mnoha ptipadech je také nepostradatelna
méd’ a zinek. Vyznam niklu, kobaltu a hliniku pro rist rostlinnych tkéani je zatim
sporny.
. Destilovana voda — voda pro piipravu zivnych ptid muzZe obsahovat jen
minimalni mnozstvi anorganickych latek, musi byt prosta pyrogent, plynd i
organickych necistot.
o Vitaminy — intaktni rostliny si dovedou vitaminy potfebné k rustu a vyvoji
syntetizovat v dostatecném mnozstvi sami, ale explantatové kultury vétSinou
produkuji nedostatecné mnozstvi. Nejvetsi vyznam maji vitaminy skupiny B.
Nejcastéji se pridavaji pyridoxin, thiamin, kyselina nikotinovd, biotin a
myoinositol. Nékdy se také pouzivaji kyselina panthotenova, vitamin C a kyselina
listova. Thiamin je v zivnych pudach nepostradatelnou soucésti pro rast
explantatovych kultur, také myoinositol (sacharid) se pfidava do vétSiny puad, pro
sviyj vyrazny stimulacni vliv (30).
o Zdroje dusiku — zivné médium by mélo obsahovat minimalné 25 - 60 mM
anorganického dusiku. Rostlinné buiiky mohou rist na médiu obsahujicim dusik
pouze V nitratové form¢, mnohem lepSiho rlstu je docileno pii dodani smési
nitrath a amonnych soli. Dostateéného mnozZstvi redukovaného dusiku lze
dosdhnout 1 pfiddnim organickych sloucenin (aminokyselin). Mohou builkdm
slouZzit nejen jako zdroj dusiku, ale také piimo k syntéze proteind.
o Zdroje organického uhliku — uhlik je zakladni stavebni jednotka pro nové
vznikajici pletiva. NejlepSim zdrojem jsou cukry (sachardza, glukdza, laktoza,
fruktoza, galaktdza a maltoza). Obvykle se pouziva sachardza v koncentraci 2 — 5
%. Dal8imi zdroji jsou alkoholy a organické kyseliny, ale ty uZz nemaji takovy
vyznam jako cukry. Jako uspokojujici zdroj mize slouzit glycerin. Organické
kyseliny plisobi stimulacné v koncentracich niZ§ich nez 2 %, ve vysSich uz je

inhibi¢ni. Jako vhodny zdroj se jevi kyselina jablecna.
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o Nedefinované smési prirodnich liatek — nejcastéji se pouziva hydrolyzat
kaseinu a pepton. Rust je ale mozné stimulovat fadou dalSich organickych
extraktl — napt. z kokosového mléka, vlasského ofechu, konského kastanu,
pSenice, kukufice, sladu nebo kvasnic.

o Prostiedky pro odpénéni Zivnych pid — pouzivaji se rostlinné oleje —
sojovy, tepkovy, kokosovy, slunecnicovy, hoicicny, déale zivoc¢isné tuky — Iij,
dezodorizovany rybi tuk, tekuta frakce vepiového sadla, silikonové oleje (ve
formé vodné emulze s obsahem 10 % silikonu).

. Latky pouzivané pro zpevnéni média — pro piipravu tuhych médii se
nejcastéji pouziva agar. Ten vykazuje fadu vyhod — stabilitu pfi kultiva¢nich
teplotach, neni rozkladan rostlinnymi enzymy a neinteraguje s ostatnimi slozkami
média. Tuhost média lze regulovat pouzitou koncentraci agaru, druhem agaru a
pH média. V piipad¢, ze neni pouzito pevné médium, lze explantét ,,fixovat” na
mustcich z filtraéniho papiru, v polyuretanové péné, cediCové vaté nebo
perforovaném celofanu.

o Rustové regulatory — rostlinné buriky jsou pfi péstovani in vitro zavislé na
rustovych regulatorech, protoze jejich endogenni syntéza neni dostatecna pro

zajiSténi rastu.

3.2.3.4 Riistové regulatory

Jedna se o specifické latky, které jsou rostliny schopny do urcité miry
syntetizovat. Ridi biosyntetické pochody v buiikach, ¢imz zajistuji optimélni rist
bunék a celé rostliny.

Diikaz existence rustovych latek provedl vroce 1926 pan Went na
koleoptilii trav (koleoptilie: soubor stejnych bunék, které jsou schopny
intenzivniho ristu, neprobiha v nich bunééné déleni). Z pokusu vyplynul zavér, ze
ve vrcholku koleoptile se tvoii latka podporujici rist bunék.

Latky, které stimuluji ve fyziologickych koncentracich rlst rostliny,
oznacujeme jako stimulatory rlstu. Naopak riistovymi inhibitory oznacujeme
regulatory, které ve fyziologickych koncentracich rlst inhibuji. Zdiraznéni

fyziologické koncentrace je dulezité, protoze stimulatory riistu mohou ve vyssich
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koncentracich inhibovat a naopak rhstové inhibitory pifi velmi nizkych
koncentracich rist stimuluji.

Rastové regulatory mizeme rozdélit na produkované rostlinou ozn. nativni
(endogenni) a exogenn¢ aplikované syntetické regulétory.

Nativni rustové regulatory (fytohormony) jsou syntetizovany zejména
v meristematickych pletivech (vrcholové meristémy stébla a kofene). Radime
mezi né auxiny, gibereliny a cytokininy (3,6).

Fytohormony ptlisobi na urovni genii a v urCitych ptfipadech stimulaci
syntézy 1-RNA umoznuji syntézu bilkovin enzymi, podilejicich se na

metabolickych a fyziologickych procesech v rostlinach. Rozd€leni pilisobeni

fytohormont (6):

J kontrola koncentrace ADP a ATP

. zména propustnosti bunéénych stén pro riizné substraty a vodu

o plUsobeni na vyuziti iontd kovil, které maji centralni ulohu v piisobeni

mnoha enzymu

o uvolnéni vazaného substratu pro pfedem vytvoreny enzym

o ovlivnéni vyuziti riznych koenzymi nebo mohou byt sami koenzymy

o regulace aktivity enzymu

o pusobeni na uvolnéni jinych hormont z jejich prekurzori

o schopnost ménit intenzitu dychani v mitochondriich

. pusobeni na proteosynteticky aparat, tj. na replikaci DNA, transkripci RNA
nebo translaci (zejména hormonalni kontrolou DNA- a RNA- polymeraz nebo

molekularnich depresortt).

Ptirodni regulatory rozdélujeme na dv¢ zakladni skupiny (1,6,54):
1. regulatory vznikajici pfi metabolismu aminokyselin, patfi mezi né auxiny,
nékteré fenolové latky, ethylen a kyselina glutamova
2.  regulatory odvozené od kyseliny mevalonové, tvofené isoprenovymi

jednotkami — cytokininy, abscisiny, gibereliny

Auxiny — latky indolového typu, jejichZ pfitomnost je dilezita pro déleni, rist a
diferenciaci bunék. Pouzivd se predev§im kyselina indolyloctova, kyselina

indolylmaselnd, kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova a kyselina naftyloctova. Nizké
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hladiny stimuluji rast kofent, oproti vysoké hladiny v kombinaci s cytokininy

indukuji tvorbu kalusu a dediferencovany rust.

Cytokininy — nazev této skupiny je odvozen od hlavniho G¢inku — cytogeneze
(stimulace bunééného déleni). Zpomaluji starnuti rostlin (tj. rozklad chlorofylu,
nukleovych kyselin a bilkovin), indukuji tvorbu pryti a kotfen. Tvoii se
Vv kofenovych Spickach, ale i v malych plodech a semenech. Zastupci jsou 6-

benzylaminopurin, 6-dimetylaminopurin, 6-furfurylaminopurin a zeatin.

Gibereliny — hlavnimi zastupci jsou kyselina giberelova (GBA) a giberelin. Jde o
terpeny tetracyklické struktury slozené ze ctyf isoprenovych jednotek. Tvoii se
v mladych listech, meristematickych castech lodyh, apikdlnich ¢astech kotend,
mladych plodech a kli¢icich semenech. Podporuji rovnomérny rust v nizSich
koncentracich a ve vysSich koncentracich prevazuje prodluzovani nad
tloustnutim, ovliviiuji kvétni indukce a indukce kliceni semen, ¢imz mohou

porusSovat obdobi vegetacniho klidu. Dale brzdi tvorbu adventivnich kotenil.

Kyselina abscisova — jde o terpenoid blizky vitaminu A, odvozeny od kyseliny
mevalonové. Mlizeme ji oznadit za antagonistu giberelinii — snizuje permeabilitu
membran, zabraniuje pronikani vody a dalSich latek do bunék, inhibuje rastové

procesy, urychluje opadavani ploda a kvétt.

Ethylen — plyn jehoZ G&inky se projevuji v fad& vyvojovych procesti rostlin, napf.
pii dozravani ploda, opadavani listi, pfi vyvoji kofenti. Siln€¢ inhibuji transport
auxinii. Pouzivaji se k urychleni nebo k inhibici kveteni. Podobné ucinky jako
ethylen maji i nékteré syntetické ptipravky, napi. fenolické kyseliny (kyselina

salicylova, derivaty kyseliny benzoove¢), herbicidy (maleinhydrazid).
Maleinhydrazid — zadrzuje rist rostliny jako celku, nebrzdi pouze déleni bunék,

ale 1 intenzitu dychani rostlin. Inhibi¢ni vliv se vysvétluje podobnosti se

strukturou uracilu, ¢imz dochézi k blokad¢ proteosyntézy v ribozémech.
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Dalsi regulatory — spermidin, jeho prekurzor putrescin, argostemin, brassiny,
fusicoccin. Nejnovéji sem patii meristimul, 3-alyl-6-nitro-2-benzothiazolinon.
Vykazuji vliv na stimulaci rustu a syntézy chlorofylu zelenych fas, jedno- a

dvoudéloznych rostlin a kalusovych tkanovych kultur.

Vznik a rist kalusovych kultur ovliviiuji hlavné auxiny a cytokininy. Pfi
vyvazeném pomeéru vznika kalus. Intenzita ristu kalusové kultury zavisi nejen na
koncentraci a druhu rastovych stimulétort, ale i1 na velikosti explantatt, citlivosti
bun¢k nebo pletiv, na fyzikalnich podminkach a dalSich faktorech. Pfi zvySené

koncentraci auxini se indukuje tvorba vyhonku (6).

3.2.3.5 Riistové faze bunécénych kultur

Rist bunééné kultury v uzavieném systému, kdy se méni podminky
kultivace, prochazi n€kolika fazemi. Kultura je po celou dobu ovliviiovdna mnoha
faktory: kromé slozeni zivného média a fyzikalnich faktorti sem lze zatadit také

typ a genetické vybaveni explantatu, sterilitu prostiedi apod.

Vynese-li se do grafu experimentdlné zjiSténé mnoZstvi biomasy za
jednotku cCasu, ziska se charakteristickd riastova krivka, na které Ize rozlisit 6

nasledujicich fazi (3):

1.  Lag faze — obdobi ptizplisobovani nao¢kovanych bun¢k novému prostiedi,
jejich koncentrace zistava konstantni, ale je mozné, ze poklesne.

2. Faze zrychleni (akceleracni faze) — obdobi, kdy vSechny dtlezité enzymové
reakce dosahuji konstantni maximalni rychlosti, buniky se mnoZi vzristajici
rychlosti, po dosaZeni maximalni rychlosti ristu pfechdzi do exponencidlni faze.
3. Exponencialni faze — charakteristicka je stale stejnd maximalni rychlost
bunécéného ristu. Buiika se z hlediska chemického sloZzeni neméni. Maximalni
rust trva tak dlouho, dokud maji buiiky k dispozici dostatecné mnozstvi Zivin a
neni inhibovan vlastnimi odpadnimi produkty metabolismu.

4.  Faze zpomaleni (deklinacni faze) — postupnym vycerpanim Zivin a

hromadénim metabolickych produkti dochazi k poklesu rstové rychlosti, tvar
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rustové kiivky se v této fazi mize velmi lisit, coz také zalezi na typu rostlinné
kultury.

5. Stacionarni faze — populace bun¢k dosahuje maximalni a po ur¢itou dobu
konstantni velikosti. Lze ji charakterizovat rovnovaznym stavem mezi délenim a
uhynem buné¢k. Maximalni dosazenou koncentraci bun¢k urcuje mnoho faktora,
napf. pocatecni koncentrace energetického zdroje, koncentrace kysliku, zdroje
dusiku a stopovych prvki, zptsob upravy pH béhem kultivace.

6. Faze odumirani — pro prib¢h této faze neexistuje zadné obecné pravidlo.
Ziviny jsou prakticky vy¢erpany, dochazi k pomalému nebo rychlému odumirani

bunék, spojené nebo nespojené s autolyzou bunek.

Obr. Rastova kiivka

1 2

¢ '

Faze rustové kiivky: 1 — lag-faze, 2 — akceleraéni faze, 3 — exponencialni faze, 4 —

deklina¢ni faze, 5 — stacionarni faze, 6 — faze odumirani
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3.2.3.6 Etapy kultivace bunéénych kultur

Vsechny vyznamné etapy kultivace 1ze rozd€lit do Ctyt fazi:

Faze 1 vychozi rostlina . organové kultury

primarni explantat

Faze 2 kalus na pevné pudé

Faze 3 suspenzni kultura

Faze 4 izolované bunky scale-up protoplasty
(klonovani) (fermentace) (fuze)
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Faze 1:

Cilem je ziskat stabilni a primarni explantat s vysokou produkci metabolitu,
proto je dualezity i samotny vybér mate¢né rostliny. Fragment nékterého organu
z povrchov¢ sterilni nebo asepticky péstované rostliny se umisti in vitro na
vhodné agarové médium, které ma piesné slozeni, volené tak aby maximalné
podporovalo rist a mnozeni bun€k. Po né€kolika tydnech kultivace se objevi

primarni kalus, ktery je schopen rlst na novém médiu.

Faze 2:

Ziskany kalus je schopen neomezené proliferace po odstranéni zbytku
vychoziho organu pfi pasazovani na vhodném médiu. Béhem prvnich pasazi se
Casto projevuji morfologické (pigmentacni) a morfogenetické (regeneracni)
zmény. K stabilnimu a homogennimu rostlinnému materidlu vede az vyssi pocet
pasazi, ov§em pouze za predpokladu ptisného dodrzovani konstantnich podminek

kultivace (slozeni zivné pudy, teplota, osvétleni a pravidelnost pasazi).

Faze 3:
Metodou enzymového (pomoci pektindz) nebo mechanického rozvolnéni

1ze ziskat suspenzni kultury, a to z tkdn€ péstované na pevném nosici.

Faze 4.
Pravidelnym pasdZovanim v aseptickych podminkdch ptedchazime

nezadouci kontaminaci suspenznich kultur (3).

3.2.4 Bunécné suspenzni kultury

Podminkou ziskani suspenzni kultury je odvozeni kalusového pletiva.
Nejvhodnéjsi je kalus rozpadavy, méné potom kalus kompaktni.

Bunécéné suspenzni kultury jsou kultivovany v pohybujicim se tekutém
zivném médiu, umisténém na tfepacce nebo roleru. Tyto kultury reprezentuji
relativné homogenni populaci bun€k nebo malych bunéénych agregat. Tekuta
konzistence média umoznuje lepsi pfistupnost svych slozek k buitkam suspenze.

Tato rychlost umoznuje velmi rychly riist bunééné suspenze (6).
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Pasazovani suspenzni kultury probiha v intervalu 4 — 14 dni. Jde o podstatné
kratsi interval nez u kultury kalusové, kde Cini asi 3 — 6 tydnti. Obecné lze fici, Ze

interval je urcen rychlosti ristu a podminkami kultivace.

3.2.5 Biotechnologické vyuziti explantatovych kultur

Vyuziti explantatovych kultur Ize rozdélit na dvé hlavni skupiny. Jde o
produkci sekundarnich metabolitli a o problematiku biotechnologickych metod
V rozmnozovani a Slechténi rostlin.

V Evrop€ muizeme nalézt vice nez 500 stiedisek biotechnologického
vyzkumu. Jedna se o instituce v Némecku, Holandsku, Anglii, Italii a Francii.

Dale jsou pracovisté soustfedéna v Japonsku, USA a Kanad¢ (34).

3.2.5.1 Tvorba sekundarnich metabolita

Vyssi rostliny jsou bohatymi zdroji 1é¢ivych latek. Jejich péstovani je ale
doprovazeno mnoha komplikacemi, proto by jednou mohlo byt fesSenim, zavedeni

systému péstovani explantatovych kultur pro produkcei 1é¢ivych latek.

Hlavni vyhody buné&cné kultivace oproti péstovani celych rostlin jsou:

o Sekundarni metabolity mohou byt produkovany za kontrolovanych
podminek a v prostiedi nezavislém na klimatickych a ptidnich podminkéch.

. Bunky kterékoliv rostliny, bez ohledu na geograficky plivod, mohou byt
péstovany k ziskani jejich specifickych metaboliti.

o Rostlinné explantaty jsou péstovany steriln€é, bez pouZiti ochrannych
prostiedkil a hnojiv.

o Kultivace mize probihat béhem celého roku. Pomoci pasdZovani jsou

kultury udrzovany za optimalnich podminek i nékolik let.

Sekundarni metabolity jsou nejastéji syntetizovany jen v urCité

ontogenetické fazi, v urcitém obdobi ristového cyklu. Casto se stava, ze
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prevedenim do kultury in vitro a ztratou diferenciace pletiva dochazi ke zméné ¢i
pferuseni metabolickych drah, ¢imz se kvalitativné zméni  spektrum
produkovanych latek. Jednd se o vedlejsi produkty metabolickych drah,
modifikované latky vychozich rostlin nebo latky nové, které nejsou v intaktni
rostling (53).

Neékteré kultury zpocatku produkuji latky stejné s vychozi rostlinou ci
organem, postupné vSak syntéza ustava. Muzeme to pozorovat napt. u Digitalis
purpurea L.. U této kultury dochazi k postupnému zuzovani spektra metabolitli a
nejpozdéji po 18. pasazi k aplnému zastaveni produkce kardenolidi. Po
regeneraci rostliny ovSem dochazi k obnoveni celého spektra metabolitti (34).

V nasledujici tabulce jsou wuvedeny piiklady tuspéSnych pokusi o
vyprodukovani sekundéarnich latek bunéénymi kulturami v mnozstvi vétSim nez

V intaktni rostling (34).

sekundarni metabolit rostlina

ajmalicin Catharanthus roseus
anthrachinony Cassia tora

Galium molugo

Morinda citrifolia
biscoclaurin Stephania cepharantha
diosgenin Dioscorea deltoidea
glutathion Nicotiana tabacum
harmin Peganum harmala
kofein Nicotiana tabacum
kyselina rosmarinova Coleus blumei
L-dopa Mucuna pruries
nikotin Nicotiana tabacum
saponiny Panax ginseng
serpentin Catharanthus
trigonelin Trigonella foenum-graecum
tripdiolid Tripterygium wilfordii
ubichinon-10 Nicotiana tabacum
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Tabulka uvadéjici latky, které byly pramyslové ziskavany z kultur in vitro (34).

produkt druh vyuZiti spole¢nost zemé
berberin Coptis japonica farmacie Mitsui JPN
Petrochemicals
Nitto DenKi
biomasa Panax ginseng dietetika Kogyo JPN
digoxin Digitalis farmacie Boehringer SRN
Mannheim
geraniol Geranium parfumerie Kanebo JPN
kyselina Coleus blumei farmacie Natterman SRN
rosmarinova
peroxidaza | Raphanus diagnostika Toyobo JPN
Sikonin Lithospermum farmacie Mitsui JPN
kosmetika Petrochemicals
barvifstvi

V poslednich letech nastavd ve vyvoji vyznamny pokrok. Jde napt. o
biotransformaci, imobilizaci, elicitaci a jejich vzdjemné kombinovani. Témito
postupy miizeme dosdhnout zvySené produkce a akumulace sekundarnich
metaboliti v bunécnych kulturach in vitro.

Budoucnost primyslového vyuziti bunéénych kultur pro produkcei
pfirodnich latek v bioreaktorech zéavisi na vyvoji postupli a technologii
zkracujicich periodu fermentace a zvySujici vytézek. Jako perspektivni se jevi i
prenos rostlinnych geni, kodujici reakce katalyzujici biosyntézy sekundarni latky

do bakterialni buiiky nebo do bunky mikroskopickych hub (34).

3.2.5.2 RozmnozZovani a Slechténi rostlin

Bunééné kultury maji dalezité vyuziti nejen ve vyzkumu, ale 1
v zemédélstvi, kde slouzi k mnozeni, Slechténi a ozdravovani rostlin.

Z ruznych aplikaci jsou nejdilezitéjsi (3,37).
1.  vegetativni mnoZeni — umoZzni rychlé ziskani tisic shodnych rostlinnych
jedinct (orchideje, karafiaty, gerbery).
2. pylové kultury — umozni ziskani haploidnich rostlin a od nich odvozenych

¢istych linii pro Slechtitelské ucely (ryze, tabak, obili).
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3. meristémové kultury — umozni ziskani ozdravenych rostlin (brambory,
karafiaty). Z kultur 1ze ziskat rostliny prosté bakteridlnich, virovych i houbovych
nakaz. Infekce je eliminovana uz pfi zakladani sterilni kultury. Nésledné
kontaminaci lze zabranit piidanim antibiotik a antivirotik do média.
K ozdravovani kultury ptispivaji i bézné slozky zivnych pud — vyrazny efekt maji
zvlasté fytohormony (napf. kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova). Nepiitomnost
cévnich svazkd pfispiva k eliminaci infekce, protoze chybi hlavni draha Sifeni
rostlinnych patogenti. Virézu mizeme také potlacit vyssi teplotou, ktera je jeste
snasena rostlinnou bunkou, ale pro viry je jiz letalni.

4.  regenerované rostliny — jejich tvorba umoziuje vyuziti polymorfismu ve
Slechtitelském programu a selekce produkénich klont na tirovni izolované buiky.
5. faze protoplasti — u téhoz nebo rizného druhu umoZziuji tvorbu
somatickych hybridi (bun¢k nebo celych rostlin) s vlastnostmi epigenetické
povahy z jiného druhu (pienos sam¢i cytoplazmatické sterility, rezistence aj.)

6. genové inZenyrstvi — pro zavedeni novych vlastnosti do rostliny.

Mikropropagace

Je druhem vegetativniho mnozeni rostlin pomoci tkanovych kultur.
Vyhodou této metody je mnohem vyssi rychlost nez u tradi¢nich metod. Primérna
teoretickd vytéZnost meristémovych kultur pfi mikropropagaci je 10° rostlin za
rok zjednoho puvodniho explantatu. Tato metodika umoziuje i produkci
bezvirovych rostlin po cely rok bez zavislosti na ro¢nim obdobi.

Mikropropagace se pouziva tam, kde nejsou pouzitelné jiné metody
vegetativniho mnoZeni, rychlost vegetativniho mnoZeni je pomald nebo je
makropropagace pfiliS nakladna. Nevyhodami mikropropagace je vysoka
pracnost, ktera neumoziuje mechanizaci, a relativné ekonomicky ndkladné

laboratorni vybaveni (3).
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3.3 Elicitace

Elicitace je proces, zalozeny na signadlem indukované expresi genil. Jeho
vysledkem je aktivace enzymii nebo vzestup jejich hladin. Elicitace vyuziva
schopnosti rostlin a rostlinnych bunék kultivovanych in vitro reagovat na rozli¢né
stresové podnéty fadou obrannych reakci, které vedou ke zvySené akumulaci
sekundarnich metabolitu.

Za stresové podnéty 1ze povazovat jakoukoliv odchylku Zivotniho prostredi
od fyziologického standardu. Obranné mechanismy rostlin jsou aktivovany pfi
prvnim kontaktu se stresovym podnétem. V tu chvili je zahdjena syntéza tzv.
fytoalexinli. Jedna se o nizkomolekularni latky, produkty sekundéarniho
metabolismu, které se u nestresované rostliny nachdzeji ve velmi nizkych
koncentracich nebo viibec. Vyhodny je jejich lipofilni charakter, ktery umoziuje
pfestup pies plazmatickou membranu patogend. K fytoalexinim fadime napf.:

flavonoidy, terpeny, steroidy (50,51).

3.3.1 Elicitory

Elicitory jsou signalni latky, které ovliviluji expresi gend, potiebnych
k syntéze fytoalexinl. Jejich pusobenim se v buiikach infikovanych pletiv
kratkodobé¢ aktivuji enzymy, které katalyzuji tvorbu fytoalexinli. Zminéné reakce

probihaji u intaktnich rostlin i v bunéénych kulturach (48).

Elicitory jsou rozdélovany na dvé skupiny:
3.3.1.1 Abiotickeé elicitory

Jsou to chemické a fyzikalni vlivy, které rostlinu stresuji a vyvolavaji tak
tvorbu fytoalexinii. Vyhodou abiotickych elicitori je schopnost chemické
identifikace. Lze je tedy aplikovat v piesné ur¢enych mnozstvich. Vétsinou se
také jedna o cenové dostupné latky (48,52).

Radime k nim:
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Soli tézkych kova
Detergenty
Inhibitory latkové vymeény (kyselina trichloroctova, 2,4-dinitrofenol)

Rostlinné ochranné prostredky (pesticidy)

V V V VYV VY

Fyzikalni vlivy (zmény pH, UV zafeni, y-zafeni, zmény osmotického

tlaku)

3.3.1.2 Biotické elicitory

Jedna se o organické slouceniny nebo pfimo organismy, které spoustéji
tvorbu fytoalexint jiz pti nepatrnych koncentracich.
Radime k nim:
» organické molekuly parazitickych mikroorganismi (oligosacharidy,
polypeptidy, glykoproteiny)
» celé intaktni patogenni i nepatogenni organismy nebo jejich Casti
(bakterie, kvasinky, mykoplasmata, viry)
» endogenni konstitutivni elicitory — organické molekuly pochazejici
z bunék napadené rostliny (chitosan, oligogalakturonidy, Kyselina
salicylova) (48).

3.3.1.3 Mechanismus uc¢inku elicitoru

Na zéklad€¢ dosavadnich znalosti se predpoklada, Ze elicitory indukovana
produkce a akumulace fytoalexinli a jinych stresovych metabolitl rostlinnych
kultur in vitro probiha stejnymi mechanismy jako V intaktni rostlin¢ (48).
Elicitory obvykle neovliviiuji expresi genti (pottebnych k obranné reakci) pfimo,
ale pomoci druhych posli — G-proteiny, Ca’*-proteiny, proteinkinasy. Ti pak
V buiice prendseji signdly pomoci transdukcnich signdlnich cest, coz vede

k expresi genil a biochemickym zménam.

Predpoklada se, Ze molekuly biotického elicitoru jsou rozpoznany

specifickymi receptory v plazmatické membrané. Po obsazeni receptoru dojde
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k aktivaci G-proteintl, otevieni Ca®*-kanalii a rychlému influxu vépenatych ionti

do buiiky.

Extracelularni vapnik je povazovan za signal, ktery dovnitt bunky pfinasi
informaci o poranéni. Dalsi zdroj Ca®" jontd pochézi z intracelularnich organel
(mitochondrie, endoplazmatické retikulum). Jednou z cest vstupu Ca”* ionti do
cytoplasmy je pies plazmatickou membranu. Zménou membranového potencidlu
je aktivovan napétove zavisly Ca2+-permeabilni kanal, ktery zvysuje koncentraci
cytosolovych Ca®* iontd. Jakmile koncentrace Ca®* jontli v intracelularnim
prostoru dosdhne 1uM, navaze se kalcium na kalmodulin. Tato bilkovina ma 4
vazebna mista pro Ca®" ionty a vznikly komplex ovliviiuje aktivitu nékterych

proteinkinéz (52).

Dalsi zplisob pfenosu signalu je zprosttedkovan pomoci fosfoinositolovému
systému. Kdy jsou hydrolyzou lipidi plazmatické membrany generovany dvé
signalni molekuly — inositol-1,4,5-trifosfat a diacylglycerol. Tyto latky pak vedou
k aktivaci proteinkinaz a expresi genu (52).

Velmi castym zplsobem pienosu signdlu je tvorba superoxidu a jinych
aktivnich forem kysliku (hydroxylové radikaly, hydrogen peroxidy). Exprese
gend je ovlivilovana 1 nepfimo, kyslikové derivaty zplsobuji peroxidaci
membranovych lipid, coz vede ke zvySeni syntézy stresovych fytohormont

(kyseliny jasminové) (52).

Abiotické elicitory se nevazi na specifické receptory, jejich plsobeni je
napf. ve spousténi peroxidace lipidi u tézkych kovt. To vede k prudkému nartstu
koncentrace signalné¢ uc€innych stresovych fytohormonid a také ke zvySené
propustnosti plazmatické membrany pro Ca?* ionty. lonty téZkych kovl aktivuji
transkripci gend tvorbu fytochelatini. Jsou to malé peptidy syntetizované
Z glutathionu, které¢ vazi kovy a vznikaji tak inaktivni komplexy. Takto se

intracelularni t€zké kovy detoxikuji (63).

38



3.3.1.4 PodminKky elicitace

Pokud ma byt vbunéné kultuie indukovana tvorba sekundarnich
metaboliti po pfidani elicitori, musi byt vybrany vhodné podminky pro

vzajemnou interakci elicitoru a bunééné kultury:

= staii kultury

= rustova faze kultury

= slozeni zivného média

= volba vhodného elicitoru

= optimalni koncentrace elicitoru

= doba ptisobeni elicitoru na bunécnou kulturu

= volba vhodného rostlinného explantatu pro kultivaci

vvvvvv

elicitoru. Existuji ptipady, kdy plsobeni elicitoru iniciovalo tvorbu latek, které
kultura nevytvaiela nebo ztratila schopnost tyto latky tvofit. Pt zvoleni
nevhodného elicitoru miize naopak dojit ke snizeni produkce sekundarnich
metabolith.

O podminkach tvorby a akumulace sekundarnich latek v rostlinnych

bunéénych kulturadch hovoti nasledujici body:

tvorba sekundarnich metabolitl probiha pod vlivem elicitoru zejména

Vv buiikéch, které jsou na konci ristové faze

probiha jak v suspenznich kulturach, tak v kalusu

» zacina v prub&éhu nékolika hodin po plisobeni elicitoru (12-48 hodin)

sekundarni metabolity jsou pfitomny v buiikéch i v médiu

= proces elicitace je opakovatelny, bez poskozeni bun¢k (34)
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3.4 Tétké kovy

3.4.1 Mineralni vyZiva

Mineralni vyziva je pro rostlinu dilezita, protoze asimilované ionty (jejich
pfeména ve struktury a ucast v procesech rostliny) jsou nezbytné ve vyvojovych
procesech.

Kvalitativné odpovida obsah prvk v rostliné slozeni kofenového substratu.
Nepfitomnost prvka v padé nebo v atmosféfe znamena i1 jeho nepiitomnost
v rostlin€. Diulezité je ovSem mnozstvi a pomér jednotlivych prvkil v rostling,
které se od mnozstvi a poméru prvkil v piadé nebo zivném médiu mohou lisit

(52,54,55).

Rostliny vyuzivaji mineralni vyzivu jako
» kofaktory enzymu
= posly k pfenosu signalt
» substraty v biochemickych reakcich

= osmotika

3.4.2 Toxicita téZkych kovi

lonty téZkych kovi predstavuji problematickou zatéz Zivotniho prostiedi.
Jejich nebezpecnost je zaloZena na pomalé akumulaci v potravnich fetézcich, jez
muze mit za nasledek vazné poskozeni vétSiny organismt. Nejcastéjsimi zdroji
kontaminace jsou doly, hutni a elektrochemicky priimysl a rovnéz také netizené

24

kadmia, médi, niklu, kobaltu, zinku a olova.
Uvoliovani iontd téZkych kovli do plidniho roztoku je zplsobeno

okyselovanim ptd. lonty jsou poté snadno pfijimany rostlinami ptes koteny, diky

nedostatecné selektivité transportnich proteini.
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Zékladni mechanismy toxicity tézkych kovii:
» vytlaceni zakladnich kovovych iontd z biomolekul
= produkce reaktivnich forem kysliku autooxidaci
= blokovani esencidlnich funk¢nich skupin v biomolekulach (reakce byla

prokazana u kovu netcastnicich se oxida¢né-redukénich déju — Cd, Hg)

Ptesto se rostliny dokazi adaptovat na zvySeny vyskyt tézkych kovi. A to
zpusoby oznacované jako:
tolerance — ionty téZkych kovi hromadici se v tkanovych burikach jsou
inaktivovany vazbou na nizkomolekularni bilkoviny, majici vysoky podil
cysteinu. Bilkoviny oznacujeme jako fytochelatiny nebo metalotioneiny.
rezistence — toxicita iontii je omezena az vyloucena diky tomu, Ze se rostlina
chrani omezenim vstupu iontti do bun¢k, hromadénim ionti ve vakuolach nebo

omezenim transportu do nadzemni ¢asti rostliny.

Rostliny se vyznacuji rozdilnym stupném tolerance a rezistence na plisobeni
iontll tézkych kovi. Zajimavé jsou tzv. akumulatory tézkych kovii, které maji

schopnost hromadit kovy ve velkém mnozstvi (52,54,55).

3.43 Méd

Meéd’ spolecné se stiibrem a zlatem patii do I.B skupiny periodické
soustavy. Cista méd’ je naGervenala. V piirodé se vyskytuje v podobé rudy
(pfevazné smés médi, siry a Zeleza). Ze sulfidovych rud se ziskdva slozitym
zpusobem — prazenim v peci.

Dale miizeme méd’ najit ve slouceninach bronz (Sn, Cu), mosaz (Zn 50%,
Cu), konstantan (Ni, Mn, Cu), alpaka (Ni, Zn, Cu) nebo dural (Mn, Cu, Mg, Al)
(17,18).

Jednou zvlastnosti meédi je — paramagnetismus — zplsobeny

nesparovanymi valen¢nimi elektrony. Projevem je, ze kovy jsou vtahovany do

magnetického pole.
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Méd reaguje s vlhkym vzduchem, pokryva se zelenou vrstvickou
hydrogenuhli¢itani m&di — mé&dénkou. Dochézi zde k redukci Cu na Cu *, coz

jsou nejstabilnéjsi slouceniny (17,18).

M¢éd’ je mikrozivina, kterd je esencialni pro aktivitu nékterych enzymu a je
soucasti molekul, které hraji klicovou ulohu pfi fotosyntetickém transportu
elektrond. Vysoké koncentrace jsou vSak toxické. V disledku toxicity muze
vrostliné dojit k nedostatku jinych esencidlnich prvki. Med inhibuje
fotosynteticky transport elektront a taky karboxylacni aktivitu enzymu. Vysoké
koncentrace médi mohou poskozovat bunécné stény a integritu plazmatickych
membran, pfic¢emz rostliny ztraceji schopnost selektivity ptijmu. Akumulace médi
V rostlin€ miiZe snizit obsah Mn a Fe v rostlinnych pletivech. Potvrdilo se, Ze Cu®
ionty maji tendenci vytlacovat Ca®" ionty z vyménnych mist a jsou silné vazané

V kofeni.

Med se mlze Vv ptirodé vyskytovat jak ve vodach sladkovodnich, tak i
moftskych, Cinnosti ¢lovéka vznikd i1 voda odpadni a to zejména z primyslu
elektrolytického, stavebniho, strojniho, vojenského a primyslu elektrolytického
pokovovani. Jeji toxicita je v koncentracich vyssich jak 100 ppm a je oznacena za
nejvetsSiho zneciStovatele podle US EPA. Podle natfizeni vlady ¢. 61/2003 Sb. je

piipustné zne&isténi pro méd’ v odpadnich vodach v CR 1 mg.dm'g.

K odstraniovani médnatych ionti se obvykle pouzivaji metody
elektrolytické, iontové vyménné, adsorpcni na aktivnim uhli, srdzeci, reverzibilni
osmoza nebo extrakéni. Ale vSechny tyto metody nejsou dostatecné efektivni pii
nizkych koncentracich. Pro tyto koncentrace se osvédCilo odstrafiovani
médnatych iontd pomoci fotokatalytického procesu, ktery vyuziva jako

fotokatalyzator oxid titanicity, lignit a jako donor elektront ethanol (19).
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4  Experimentalni Cast
4.1 PouZity materidl, piistroje, pomiicky

4.1.1 Rostlinny material

K pokusiim v této praci byla pouzita explantatova kultura, odvozena ze
sterilni kli¢ni rostliny jetele lu¢niho Trifolium pratense L., (Fabaceae) varieta
DO-9. Semena byla ziskana ze Slechtitelské stanice Domoradice. Suspenzni
kultura byla odvozena z rozpadavé kalusové kultury mechanickym rozvolnénim

na tfepacce. Elicitace byla provedena u dvouleté kalusové a suspenzni kultury.

4.1.2 Stanoveni ztraty suSenim

Ztrata susenim je ztrata hmotnosti vyjadifend v hmotnostnich procentech. Do
vazenky, pfedem vysuSené 2 hodiny pii 105 °C, byly odvazeny asi 2,000 g
explantatové kultury. Vazenka sobsahem byla zvazena. Ztrata suSenim byla
vztazena na navazku explanatové kultury a vyjadfena v procentech. Vysledna

hodnota ztraty susenim 5,43 % je aritmetickym primérem ze tii stanoveni (7).

4.1.3 Chemikalie

6-benzylaminopurin ¢., Lachema, Brno
dihydrogenfosfore¢nan sodny ¢., Lachema, Brno

dusi¢nan draselny p.a., Lachema, Brno

edetan disodny €., Lachema, Brno

chlorid kobaltnaty p.a., Lachema, Brno

chlorid pyridoxinia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
chlorid thiaminia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
chlorid vapenaty p.a., Lachema, Brno

jodid draselny p.a., Lachema, Brno

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova ¢., Lachema, Brno
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kyselina borita p.a., Lachema, Brno

kyselina mravenci bezvoda p.a., Lachema, Brno
kyselina nikotinova ¢., Lachema, Brno
kyselina octova bezvoda p.a., Lachema, Brno
kyselina octova ledova p.a., Lachema, Brno
kyselina $tavelova €., Lachema, Brno
methanol p.a., Lachema, Brno

molybdenan sodny p.a., Lachema, Brno
myoinositol ¢., Sigma, St. Louis

sacharosa p.a., Lachema, Brno

siran hotecnaty p.a., Lachema, Brno

siran zeleznaty p.a., Lachema, Brno

siran zine¢naty p.a., Lachema, Brno

siran manganaty p.a., Lachema, Brno

siran méd’naty p.a., Lachema, Brno

4.1.4 Pristroje a pomucky

¢ Analytické vahy A 200 S, Sartorius, Gottingen

e Autoklav PS 20 A, Chirana, Brno

e Horkovzdusny sterilizator HS 31 AM, Chirana, Brno

e Box s laminarnim proudénim Fatran LF, vyrobné druzstvo Pokrok, Zilina
e Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

e Vodni lazen KL-1, Laboratorni ptistroje, Praha

e Tiepacka Unimax, 2010, Heidolph

e UV-lampa CAMAG, Muttenz

e Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge

e Kapalinovy chromatograf Unicam Crystal, Cambridge

¢ Kolona LiChrosper RP-18 s predkolonkou, Merck, Darmstadt
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4.2 Kultivace explantdtové kultury

4.2.1 Kaultivacni nadoby a nastroje

Pro odvozeni a kultivaci explantitovych kultur bylo pouzito nadobi
z varného skla SIAL, které¢ vyhovuje pozadavkim pro kultivaci tkanovych kultur
a je dostate¢n¢ odolné vici rozdilam teplot, chemikéliim i vod¢. Kalusové kultury
byly kultivovany na mistcich z filtracniho papiru ve 100 ml Erlenmeyerovych
bankach. Suspenzni kultury byly kultivovany v 250 ml varnych bankach ze skla
SIAL. Pouzivané kovové pinzety byly oplachnuty 96 % ethanolem a zabaleny do
hlinikové folie. Poté byly sterilizovany 2 hodiny pti 200°C v horkovzdusném

sterilizatoru.

4.2.2 Priprava zivného média

Pro kultivaci tkanovych kultur bylo pouzito zivné médium podle

Gamborga (B5) s nasledujicim sloZenim (31):

KNO3 2500,00 mg.I*
CaCl, . 2 H,O 150,00 mg.I*
MgSO, . 7 H,0 250,00 mg.I*
(NH,)>S04 134,00 mg.I*
NaH,PO, . H,O 150,00 mg.I*
FeSO, . 7 H,0 27,84 mg.l*
Na,EDTA 37,34 mg.l*
KI 0,75 mg.I*
H3BO;3 3,00 mg.l?
MnSO, . H,0 10,00 mg.I*
ZnSO, . 7 H,0 2,00 mg.l*t
Na,MoO; . 2 H,0 0,25 mg.I*
CuS0, . 5 H,0 0,025 mg.I*
CoCl, . 6 H,0 0,025 mg.I*
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myoinositol 100,00 mg.I*

kyselina nikotinova 1,00 mg.l*
pyridoxin 1,00 mg.l*
thiamin 10,00 mg.I*
sacharosa 30 000,00 mg.I*

Jako stimuldtor rGstu byla pouzita kombinace kyseliny 2,4-
dichlorfenoxyoctové (2 mg.I™?) s 6-benzylaminopurinem (2 mg.1™) (35).

Jednotlivé substance, navdzené na analytickych vahach nebo v pfipadé
nizkych koncentraci, pipetované ze zasobnich roztoki, byly rozpustény
Vv destilované vod¢é v odmérné bance na 1000ml a doplnéné destilovanou vodou
po znacku. Az poté byly pfidany rstové stimuldtory. Nakonec se Zivné médium
rozdélilo po 30 ml do Erlenmeyerovych banék s papirovymi mistky. Banky byly
uzavieny hlinikovou folii a sterilizovany v autoklavu 15 minut pii teploté 121 °C

a tlaku 0,1 MPa.

4.2.3 QOdvozeni kalusové a suspenzni kultury

Kalusova kultura byla odvozena ze sterilni kli¢ni rostliny Trifolium
pratense L. (Fabaceae). Semena byla nejprve sterilizovana ponofenim na 3
minuty do 70 % lihu, dale ponofenim na 2 minuty do 10 % vodného roztoku
chloraminu a nakonec vloZzenim na 10 minut do 2 % chloraminu. Mezi kaZzdou
lazni byla semena dikladné oplachnuta sterilni vodou. Vysterilizovand semena
byla vysévana na mustky z filtracniho papiru do 100 ml Erlenmeyerovych ban¢k
obsahujicich 30,0 ml sterilniho Zivného média podle Gamborga (BS). Po tydnu
kultivace pfi teploté 25 °C a svételné periodé 16 hodin svétlo/8 hodin tma byly

ziskany sterilni kli¢ni rostliny.

Ze sterilni kli¢ni rostliny Trifolium pratense L. (Fabaceae) byla kalusova
kultura odvozena pasdZovanim na B5 médiu (subkultivacni interval 21 dni).
K médiu byly pfidavany riistové stimulatory kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2

mg.I™") a 6-benzylaminopurin (2 mg.I™).
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Suspenzni kultura byla odvozena zrozpadavé kalusové kultury
mechanickym rozvolnénim na tfepacce a nasledné kultivovana na pomalobézném
roleru za stejnych kultiva¢nich podminek jako kultura kalusova (subkultivacni

interval 14 dni).

4.2.4 Podminky pasaZovani a kultivace

Pasazovani kultur bylo provedeno v aseptickém boxu s lamindrnim
proudénim, jehoz prostor byl vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vyzafen nejméné
miniméln¢ 1 hodinu germicidni zafivkou. Po cely pribéh prace byly zachovany

ptisné aseptické podminky, bylo pouzivano sterilni sklo a nastroje.

4.3 Elicitace

4.3.1 Priprava roztoki elicitoru

K pokusiim byly pfipraveny ctyfi vodné roztoky siranu médnatého o

ruznych koncentracich:

*  Koncentrace 100 uM
*  Koncentrace 10 uM
*  Koncentrace 1uM
*  Koncentrace 0,1 uM

Roztoky o niz§ich koncentracich byly pfipraveny z nejsiln€jsi koncentrace
(100 uM) natfedénim destilovanou vodou. VSechny roztoky elicitoru byly
sterilizovany v autoklavu 15 minut pfi 121 °C a tlaku 0,1 MPa. Pfipravené

roztoky byly uchovavany v lednici.
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4.3.2 Elicitace a odbér kultur

Elicitace kalusové a suspenzi kultury byla provadéna rozdilnymi
koncentracemi siranu méd’natého za aseptickych podminek v boxu s laminarnim
proudénim vzduchu ve 21. dni kultivace.

Pti elicitaci se postupovalo tak, ze ke kulturam byl vzdy napipetovan 1,00
ml elicitoru o piislusné koncentraci. Byl zde také soubor ban€k bez elicitoru, které
slouzil jako kultura kontrolni. Poté byly vSechny banky peclivé uzavieny
hlinikovou f6lii a dale kultivovany za jiz uvedenych podminek.

Stejny postup byl veden 1 u suspenzni kultury.

Elicitované kultury byly odebrany po 6, 24, 48 a 168 hodinach ptsobeni
elicitoru. Odbéry kontrolnich vzorkd byly provedeny po 6 a 168 hodinach. U
kalusovych kultur byly kalusy vyjmuty pinzetou na filtracni papir a suSeny pii
laboratorni teploté. Buniky suspenznich kultur byly oddéleny od kultivaéniho
média filtraci za snizeného tlaku a suSeny pfi laboratorni teplotg.

U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni obsahu flavonoidd dle CL

2005 a statistické vyhodnoceni vysledkd.

4.4  Stanoveni obsahu flavonoidu

4.4.1 Princip stanoveni

Obsah flavonoidi se stanovi spektrofotometricky pro reakci s roztokem

kyseliny borité a kyseliny §t'avelové v kyselin€ mravenci bezvodé (7).

4.4.2 Postup stanoveni

Zakladni roztok

0,400 g praskované kultury se ve 250ml bance smicha se 40 ml lihu R 60 %
(V/V) a zahtiva se 10 min ve vodni lazni pfi 60 °C, za €astého protiepavani. Po
ochlazeni se zfiltruje pfes chomacek vaty do 100ml odmérné baiikky. Chomacek

vaty se vlozi ke zbytku drogy ve 250ml barice, piida se 40 ml lihu R 60 % (V/V) a
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zahtiva se 10 min ve vodni lazni pii 60 °C, za Castého protfepavani. Po ochlazeni
se zfiltruje do téze odmérné banky. 250ml barka i filtr se promyji lihem R 60 %
(V/V) a promyvaci tekutina se pfida do odmérné banky. Spojené roztoky se ziedi
lihem R 60 % (V/V) na 100,0 ml a roztok se zfiltruje.

ZkouSeny roztok

5,0 ml zékladniho roztoku se odpaii v baiice s kulatym dnem za snizeného
tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dild methanolu R a
kyseliny octové ledové R (10+100) a pievede se do 25ml odmérné banky. Banka
s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dili methanolu R a kyseliny
octové ledové R (10+100) a promyvaci tekutina se prevede do téze odmérné
banky. K tomuto roztoku se ptida 10,0 ml roztoku, ktery obsahuje kyselinu
boritou R (25,0 g/l) a kyselinu stavelovou R (20,0 g/l) Vv kyseliné mravenci

bezvodé R a ziedi se kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml.

Kontrolni roztok

5,0 ml zékladniho roztoku se odpaii v bance s kulatym dnem za snizeného
tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dild methanolu R a
kyseliny octové ledové R (10+100) a pievede se do 25ml odmérné banky. Barnka
s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dili methanolu R a kyseliny
octové ledové R (10+100) a promyvaci tekutina se pievede do téze odmérné
banky. K tomuto roztoku se pfida 10,0 ml kyseliny mravenci bezvodé R a ziedi se

kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml.

Po 30 minutach se méfi absorbance zkouSeného roztoku pii 410 nm proti
kontrolnimu roztoku.

Obsah flavonoidti v procentech, vyjadieno jako hyperosid (Cz1H20012), se
vypocita podle vzorce:

Ax1,235
M )

V némz znaci:
A - absorbanci roztoku v maximu pfi 410 nm,
M - hmotnost zkous$ené kultury v gramech.

Specificka absorbance ma hodnotu 405.
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4.5 Stanoveni obsahu isoflavonoidit

Methanolové extrakty suspezni kultury Trifolium pratense L. varieta DO-9
byly zkousSeny na pfitomnost isoflavonoidi. Stanoveni daidzeinu, genistinu,
genisteinu, formononetinu bylo provadéno vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii s fluorimetrickou detekei (59).

4.5.1 Princip stanoveni

Kapalinovd chromatografie je separatni metoda zaloZzend na rozdilu
v distribuci latek mezi dvé nemisitelné faze, z nichz mobilni fazi je kapalina, ktera
prostupuje stacionarni fazi naplnénou do kolony. Kapalinovd chromatografie je
zalozena zejména na mechanismu adsorpce, rozdélovani, vymény iontu,

vylucovani nebo stereochemickych interakcich (7).

4.5.2 Postup stanoveni

Priprava vzorku

Asi 0,5000 g upraskované kultury se ve 100ml banice smicha s 15 ml
methanolu 80 % a extrahuje se 30 minut na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em.
Po ochlazeni se zfiltruje pfes maly chomacek vaty do 25ml odmérné banky.
Chomacek vaty se vlozi ke zbytku kultury ve 100ml bance, piida se 15 ml
methanolu 80 % a extrahuje se jesté jednou 20 minut na vodni lazni pod zpétnym
chladi¢em. Po ochlazeni se zfiltruje do téZze odmérné banky a spojené extrakty se
ziedi methanolem 80 % na 25,0 ml. Roztok se pfevede pres mikrofiltr do vialek a
analyzuje se metodou HPLC. Obsah vSech latek byl kvantifikovan matematickou
metodou normalizace a porovnanim s kalibra¢ni kiivkou vytvofenou pomoci

externé méfeného standardu téze latky.

Parametry HPLC analyzy

Chromatograf: Jasco (autosampler AS-2055 Plus, cerpadlo PU-2089 Plus,
detektor MD-2015, MD-2020)
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Kolona: kolona LiChrospher R-18 (250 x 4 mm, velikost castic 5 pm)
s ochrannou ptfedkolonkou
Objem nastriku: 20 pl
Mobilni faze: faze A: methanolicky roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15 % m/v)
faze B: vodny roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15 % m/v)

Eluce mobilni faze probihala nejdiive gradientove. V ¢ase t = 0 bylo slozeni
30 % methanolu a 70 % vody, v ¢ase t = 9 min 80 % methanolu a 20 % vody.
Nasledovala isokraticka eluce stejnym slozenim do casu t = 15 min
Standardy: genistin, genistein, daidzein, formononetin
Prutok: 1,1 ml/min
Detekce: DAD Jasco MD-2015, A = 200 — 650 nm, vyhodnoceno pti 260 nm

4.6 Statistické vyhodnoceni

Vyhodnoceni naméfenych hodnot obsahu flavonoidt v kulturach Trifolium
pratense L. bylo statisticky provedeno na zakladé T-testu, pro zvolenou hladinu

vyznamnosti p = 0, 05 (33).

S

aritmeticky priamér i1

1 ¢ :
S=.|— (xl. - x)
smérodatna odchylka n i1
1| R rozsah souboru
Xiveerennnn naméfené hodnoty
X ooiinnn aritmeticky priamér
S eeennnn smérodatna odchylka
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T —test

T — test je test vyznamnosti rozdilu dvou pramért, vypocitany dle vzorce:

‘xl _x2‘ |, (nl +n, _2)

\/nlsl2 +1,8,° n+n,
| PO testovaci kritérium
Xjenennnn aritmeticky pramér kontrolniho souboru
Xyeouenannn aritmeticky pramér pokusného souboru
Nieevnnnn. pocet ¢lentd kontrolniho souboru
N2eeevnnnn. pocet ¢lent pokusného souboru
Sfeeeennnn. smérodatnd odchylka kontrolniho souboru
S0, smérodatnd odchylka pokusného souboru

Testovacimu kritériu pfislusi t rozdéleni se stupném volnosti (V), Vypocitaného dle
vzorce:v=n; +n,-2.

Vypoctena hodnota testovaciho kritéria (t) se porovna s ptislusnou kritickou
hodnotou t(v), pro vypocteny stupen volnosti (V) a zvolenou hladinu vyznamnosti (p).
Je-li hodnota (t) vétsi nez hodnota t(Vv)p, je rozdil statisticky vyznamny na hladiné
vyznamnosti (p) (33).

Pro dv¢ paralelni stanoveni obsahu plati, Ze pocet ¢lenti souboru kontrolniho a
pokusného souboru je shodny n; = n, = 2 a pocet stupnti volnosti v = 3.

Kritickd hodnota t(v), pro p(0,05) = 3,182.
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5 Vysledky

5.1 Tabulky

Tabulka 1

Produkce flavonoidu v suspenzni kulture Trifolium pratense L.

elicitované siranem méd’natym

koncentrace| ¢as elicitovana kultura kontrola
priumérny
elicitoru | odbéru [ primérny obsah | smérodatna obsah smérodatna | T- test
flavonoidi

(LM) (hod) | flavonoidi (%) | odchylka (%) odchylka
6 0,0744 0,0061 0,1807 0,0007 [19,0062
0,1 24 0,0876 0,0028 0,1807 0.0007 [35,6876
48 0,1338 0,0261 0,1807 0,0007 1,9680
168 0,1490 0,0084 0,1036 0,0025 5,1802
6 0,0820 0,0018 0,1807 0,0007 |57,2501
1 24 0,1218 0,0037 0,1807 0,0007 [17,2339
48 0,1082 0,0010 0,1807 0,0007 [68,9521
168 0,1438 0,0087 0,1036 0,0025 4,9279
6 0,1780 0,0069 0,1807 0,0007 0,3893
10 24 0,2972 0,0073 0,1807 0,0007 [15,8860
48 0,1276 0,0042 0,1807 0,0007 |12,4708
168 0,2105 0,0015 0,1036 0,0025 [36,6664
6 0,2410 0,0043 0,1807 0,0007 [13,8411
100 24 0,1074 0,0007 0,1807 0,0007 [74,0442
48 0,1062 0,0031 0,1807 0,0007 [23,4420
168 0,1359 0,0018 0,1036 0,0025 (10,4850

Zvyraznéné hodnoty obsahu flavonoidi jsou statisticky vyznamné vyssi nez

hodnoty kontroly; p = 0,05.
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Tabulka2  Produkce flavonoidu v kalusové kultuie Trifolium pratense L.

elicitované siranem méd’natym

elicitovana
koncentrace | cas kultura kontrola
elicitoru | odbéru | primérny obsah | primérny obsah
(LM) (hod) flavonoidiu (%) flavonoidiu (%)
6 0,0476 0,0680
0,1 24 0,0416 0,0680
48 0,0156 0,0680
168 0,0302 0,0579
6 0,0303 0,0680
1 24 0,0463 0,0680
48 0,0579 0,0680
168 0,0408 0,0579
6 0,0576 0,0680
10 24 0,1196 0,0680
48 0,0632 0,0680
168 0,0184 0,0579
6 0,0954 0,0680
100 24 0,0556 0,0680
48 0,0352 0,0680
168 0,0972 0,0579
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Tabulka 3

elicitované siranem méd’natym

Produkce isoflavonoidi v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.

koncentrace cas obsah isoflavonoidi (%)
odbéru
elicitoru (uM) (hod) genistin | daidzein | genistein | formononetin
6 0,22 0,01 0,01 -
kontrola 24 0,22 0,01 0,01 -
48 0,22 0,01 0,01 -
168 0,17 0,01 0,01 -
6 0,11 0,02 0,01 0,01
0,1 24 0,08 0,01 0,01 0,01
48 0,08 0,01 0,01 0,01
168 0,25 0,02 0,02 0,01
6 0,08 0,02 0,01 0,01
1 24 0,08 0,01 0,01 0,01
48 0,11 0,01 0,01 0,01
168 0,07 0,02 0,02 0,01
6 0,16 0,03 0,02 0,01
10 24 0,36 0,03 0,01 0,01
48 0,36 0,04 0,01 0,02
168 0,38 0,04 0,02 0,02
6 0,19 0,02 - -
100 24 0,22 0,02 - -
48 0,25 0,03 - -
168 0,36 0,03 - -

55




5.2 Grafy

Graf1  Elicitace suspenzni kultury Trifolium pratense L.
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Graf2  Elicitace kalusové kultury Trifolium pratense L.
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6 Diskuse

Soucasti lidské vyzivy jsou vedle tradi¢nich potravin i potravni dopliky.
Mezi nimi se Casto objevuji pfipravky, které obsahuji rostliny a extrakty z rostlin.
Ve farmacii se vyuzivaji fytofarmaka, obsahujici jako u¢inné slozky extrakty
z nadzemni nebo podzemni &asti rostlin. Uginné latky z Trifolium pratense
flavonoidy, isoflavonoidy ptlisobi v organismu mnoha zplsoby napi. maji
protizanétlivou, antialergickou a estrogenni aktivitu, dale antitrombotické nebo

vasoprotektivni Gcinky.

Sekundarni metabolity hraji vyznamnou roli pifi adaptaci rostlin na
podminky prostiedi. V fadé ptipadil je pii vyrobé 1é¢iv vyhodné vychazet pfimo
z rostlinného materidlu. Jindy jsou dalsim moznym zdrojem I1éc¢iv kultury
rostlinnych explantati. Problémem in vitro kultur je velmi nizkd nebo nulova
koncentrace pozadovanych metabolit. A to v souvislosti se snizenim nebo
zablokovanim enzymové aktivity a metabolismu. Efektivni zptsob pro zvySeni
produkce sekundarnich metabolitii v rostlinnych tkanich je vyuziti metaloelicitace
(56).

Experimenty provedené v minulych letech prokézaly, Ze elicitace solemi
tézkych kovli zvySuje produkci sekundarnich latek v rostlinnych tkanich.
Piikladem je kultura Ononis arvensis in vitro, kdy bylo pozorovano zvyseni
produkce flavonoida po aplikaci NiCl,, CoCl,, CrCls;, CuSO,4 a CdCl,, Hg(Cl),
(56). Obsah isoflavonoidt byl zjistovan v explantatové kultufe Lupinus albus po
elicitaci roztokem chloridu méd'natého a chitosanu. Maximalni zvyseni produkce
nastalo po pfidani 300 uM roztoku CuCl; (20).

Jinym piikladem miZze byt aplikace siranu méd’natého ke tkanové kultuie
Bupleurum sp. produkujici saponiny. Tvorbu pisatinu, fytoalexinu rostlin hrachu,
je mozné vyvolat kromé biotickych elicitorti i roztokem HgCl,, CuCl, a FeCls
(60). Obdobn¢ meéd’naté ionty stimuluji tvorbu Sikoninu v kultufe Lithospermum

erythrorhizon (61).
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Cilem této prace bylo sledovat vliv Ctyf koncentraci siranu médnatého
(0,2uM, 1uM, 10uM, 100uM) na produkci flavonoidi explantatovou kulturou
Trifolium pratense L. Sledované doby puisobeni elicitoru (6, 24, 48 a 168 hodin)
vychazely z publikovanych udajt, které udavaji zvysSeni produkce sekundarnich
metabolith v pribéhu nékolika hodin az dnl po aplikaci tézkych kovi (57,58).
Vzorky kontrolni kultury byly odebirany po 6 a 168 hodinach, nebot’ produkce

sekundarnich metabolitt se v tak kratkych casovych intervalech pfili§ neméni.

Z vysledka elicitace suspenzni kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-9)
siranem médnatym (tab.1, graf 1) je zfejmé, Ze u dvou nejnizSich koncentraci
bylo dosazeno pozitivniho elicitaéniho ucinku az po 168 hodinidch puasobeni.
S rostouci koncentraci elicitoru se sniZzovala potfebna doba aplikace elicitoru.
Maximalni produkci flavonoida (0,297 %) vykazovala suspenzni kultura po 24
hodinach ptsobeni siranu méd’natého o koncentraci 10 uM, coz piedstavuje
statisticky vyznamné zvySeni o 65 % v porovnani s kontrolou. Po 168 hodinové
aplikaci vyvolala tato koncentrace nejvyssi zvySeni produkce o 103 %. Nejsilnéjsi
koncentrace 100 uM méla nejlepsi elicitani G¢inek jiz po 6 hodinach, pak se

obsah flavonoidt vyrazné snizil (z 0,24 % na 0,10 %).

U kalusové kultury Trifolium pratense L. byla také zjisténa maximalni
koncentrace flavonoidl (0,120 %) po 24 hodindch plsobeni siranu méd’natého o
koncentraci 10 uM, kdy doSlo ke zvySeni produkce o 76 % oproti kontrole.
Pozitivni elicitacni Uc¢inek prokazala také 6hodinova a 168hodinova aplikace
nejsilngjsi koncentrace 100 pM (0,095 % a 0,097 %). U vSech zbylych vzorki se

projevil negativni vliv plisobeni elicitoru.

Porovname-li produkci flavonoidd v elicitované suspenzni a kalusové
kultufe Trifolium pratense L. (varieta DO-9), je ziejmé, Ze maximalni obsah
flavonoidl vyvolala v obou ptipadech 24hodinova aplikace siranu méd’natého o
koncentraci 10 uM. Dale je ziejmé, ze vliv abiotické elicitace siranem méd’natym
na produkci flavonoidd explantatovou kulturou Trifolium pratense L. se projevil

vyraznéji u suspenzni kultury. Bunky suspenzni kultury totiz snadnéji ptichazeji
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do ptimého kontaktu s zivnym médiem a tim je usnadnén pfistup zivin, elicitoru 1

vymeéna dychacich plynt.

V suspenzni kultufe Trifolium pratense L. (varieta DO-9) elicitované
siranem méd’natym byla metodou HPLC sledovana také produkce isoflavonoidd.
U kontrolni kultury varieta DO-9 byly zjistény isoflavonoidy genistein, genistin a
daidzein (tab.3).

Nejvetsi elicitacni ucinek méla koncentrace 10 uM a zejména 168hodinova
aplikace, ktera stimulovala produkci vSech téchto isoflavonoidii. Maximalni obsah
isoflavonoidu (0,38 %) a zvySeni produkce v porovnani s kontrolou o 124 % bylo
zjisténo u genistinu. Velmi nizky obsah daidzeinu a genisteinu v kontrolni kultute
zvysila tato elicitace o 300 % a 100 %, u formononetinu doslo dokonce 1 indukci

(v kontrolni kultute totiZ zjiStén nebyl).

Z vysledku je zfejmé, ze v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. je
produkce sledovanych sekundarnich metaboliti nizkd. Jednim z divodi miize byt
to, ze se jedna o mladou, rychle rostouci suspenzni kulturu a ta vétSinou
akumuluje jen malé mnozZstvi metabolitii. Produkci v§ak miize zvysit vliv urcit¢ho
stresu — napf. snizeni koncentrace zZivin v roztoku, vynechani ristového regulatoru
nebo aplikace elicitoru do média, coz se v pfipadé elicitace méd’natymi ionty u
explantatové kultury Trifolium pratense potvrdilo.

Elicitace je tedy jednim =z efektivnich zpusobt, jak zvysit produkci
sekundarnich metabolitli v rostlinnych tkanich. Jedna se o ekonomicky vyhodny

zpusob, ktery ma stale vétSi vyznam a bude mu vénovana dalsi pozornost.
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7 Zavér

Dosazené vysledky Ize shrnout do nésledujicich bodu:

1. Nejvyssi produkce flavonoidi (0,297 %) v suspenzni kultufe Trifolium
pratense L. byla zjisténa po 24 hodinach abiotické elicitace roztokem siranu
méd’natého o koncentraci 10 pM. V porovnani s kontrolni kulturou doslo ke

zvyseni produkce o 65 %.

2. V kalusové kultute Trifolium pratense L. bylo taktéz dosazeno nejvyssi
produkce flavonoidi (0,120 %) po 24 hodinach abiotické elicitace roztokem
siranu méd’natého o koncentraci 10 uM. V porovnani s kontrolni kulturou

doslo ke zvyseni produkce o 76 %.

3. Vysledky potvrzuji, Ze abioticka elicitace siranem méd’natym vice stimuluje
produkeci flavonoidt v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. nez v kultuie
kalusové, nebot” vSechny sledované koncentrace elicitoru zvysily produkci

V porovnani s kontrolni kulturou.

4. Sledovana abioticka elicitace suspenzni kultury Trifolium pratense L.
zvysila také produkci isoflavonoidi. Maximalni obsah byl zjistén u
genistinu (0,38 %) po 168 hodinové aplikaci koncentrace 10 uM, coz

predstavuje zvySeni produkce v porovnani s kontrolni kulturou o 124 %.
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