UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMAKOGNOZIE

DIPLOMOVA PRACE

Studium sekundarnich metaboliti v rostlinnych

explantatovych kulturach I

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Marie Kasparova, Ph.D.

Povéten vedenim katedry: PharmDr. Tomas Siatka, CSc.

Hradec Kralové, zari 2018 Adriana BlahuSova



Uvodem své diplomové prace bych rada podékovala PharmDr. Marii Kasparové, Ph.D.
za odborné vedeni v celém priibéhu jejiho zpracovani. Zaroven dékuji za cenné rady,

pfipominky, ochotu a poskytnuti odborné literatury.



»Prohlasuji, Ze tato prace je mym ptivodnim autorskym dilem. Vesker4 literatura a dalsi
zdroje, z nichZ jsem pfii zpracovani ¢erpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury

a v praci fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskéani jiného nebo stejného titulu.*

Adriana BlahuSova



I UVOD ettt st sttt et sbe ettt st 1
2 CILPRACE ..ottt 2
3 TEORETICKA CAST .....coooviriiiriireiereiieseineseisesiesessssssessss s ssssseees 3
3.1 Jetel luéni (Trifolium pratense L., Fabaceae) ............................ccccoueeuvenenn.. 3
3.1.1 VYSKYE TOSLINY ...eoiiiiiiieiieiiecie ettt et ens 3
3.1.2 Botanicky popis TOSHNY ...cc.eeeiieriiiriieiieiie ettt 3

T 8 T 0 1¢ 4T | TSR 5
3.1.4 SDEr @ UPTava drOZY ..cccvveeeeiieeiiieeiie ettt et e e e e s 5
I R I o 04 1 (TSRS 5
3.1.6 ObSAhOVE TAtKY ...oveiiiiiiiiiiicicc e 6
3.1.6.1 FIAVONOIAY .cuvviiiiiiiiieiiieiie ettt ettt e ve e e sra e ens 6
3.1.6.2 ISOTIaAVONOIAY ..c.evieniiieiiieiie et 8

3.2 Explantatové kultury rostlin ..................cooooiiiiiiiiiie e 11
3.2.1 Obecna charakteriStiKa...........coueerierieriieiiiieeee e 11
3.2.2 ZAKIAdNT POJIMY ..eontieiiieiieeie ettt e 11
3.2.3 Vlastnosti kultur rostlinnych explantatii..........cocceeviieiiiniienieiiienceee 13
3.2.4 Odvozeni a udrzovani Kultury.......c..ccceeviriiniiiiniiniiccecccceeen 14
3.2.5 Bunétné suspenzni Kultury ..........ccoooeeiiiiiiiiiiinie e 15
3.2.6 FAZe 1UStU KUILULY ..oooviiiiiiiiccecee e 15
3.2.7 Kultivani podminky .......ccceeeeieeiiiiiiieeieeeeetee e 17
3.2.7.1 ZIVDA MEA. ..o 17

3.2.7.2 Fyzikalni podminky .......cccooeriiniiiiniiniiiinccceecececee 19

3.2.8 Biotechnologické vyuziti rostlinnych explantatli ..........cccccoeeveriencnnenee. 20
3.2.8.1 Produkce sekundéarnich metabolitil .............coeceeeiieriiiiinniiieieeeee, 20

BB ELCIEACE ..ottt ettt 22
3.3.1 Obranné reakce rOStlin..........oocuiiiiiiiiiiiieieee e 22
3.3.2 FYLOALEXINY ..ueieiiieiiieiie ettt ettt ettt et 23
3.3.3 EICIEOTY 1ottt ettt ettt et e e e eee 23
3.3.4 Mechanismus GEINKU €lICItOIU ......cc.veriiiiiriiiiiinieeeeeeceeeee e 24
3.3.5 POdminky €liCItaCE. .....cuueieiiieeiiieeiie ettt 26
3.3.0 CRILOSAN ...ttt ettt sttt 26

4 EXPERIMENTALNI CAST .....cooooiiiiiiiineeeee e 29
4.1 Pouzity material, pristroje, pomucky ..............ccccooeiiiiiniiiniiniiieeee 29

4.1.1 Rostlinny materidl.........cceevciieeeiiieiiie et 29



5

o 0 I &

4.1.2 ChREMIKALIE ..o 29

4.1.3 PFiStroje @ POMUCKY .....eeviieiieiiieiiece ettt 30
4.2 Kultivace explantatové Kultury ..............ccocccooviiiiiiiiiniiieeee e 31
4.2.1 Kultivaéni nddoby a NASIIOJe .....eevveereiieiieiieeiieeie et 31
4.2.2 Ptiprava Zivii€ho me&dia .........ccceevuieiiiiniieiieiieeie et 31
4.2.3 Pasazovani @ KUItIVACE ........c.eeeeiiieiiieeciee ettt 32
B3 ELCIEACE .....ooeiiiiiiiiiiiie ettt 33
4.3.1 Piiprava roztoKl €liCItOrt .......cccuvieiiieeiiieciee e 33
4.3.2 Elicitace @ odber Kultur..........cooouviiiiiiiiiiecieeeeeeeee e 33
4.4 Stanoveni obsahu flavonoidi................cccoooeiiniiniiin, 34
4.4.1 Princip StANOVEN......eeiuierieeiieeiieiieeieeieeeteeieesereeteeeeeeenseeseaesseesseeenseennns 34
4.4.2 POStUP STANOVEN ..eeuviieeiiieeiiieeiiieesiieeesiieeesteeeireeeeeeesareesaeeesnneeesnseeenaneees 34
4.5 Statistické zpracovani vysledKu .................coccoeiiiniiiiiiiniieeee e 36
VYSLEDKY ....ccooooooiiiiiimiiiiiieeisee ettt 38
S50 TaDULKY.....ooiiiiiiiieeeeeeeee et et e 38
I ¢ 1 i U 41
DISKUZE ......oooiiiiiee ettt ettt et sttt e b enees 44
ZAVER.......coooiiiiiieee et 49
POUZITA LITERATURA .....ccoooiiiiiiiiiiineieeeeeseee s 50
ABSTRAKT ...ttt sttt et 55



Seznam obrazku

Obr. T Jetel TUuCni. ... e 4
Obr. 2 Struktura flavanu, isoflavanu aneoflavanu..............ooooieiiiiiiieeennn. 6
Obr. 3 Struktura kvercetinu @ apigeninu. ...........o.vvueiuiiiiinieneeiieieaieeneeaneannnns 7
Obr. 4 Struktura daidzeinu a daidzinu...............oooiiiiii i 8
Obr. 5 Schématické znazornéni hlavnich vétvi fenylpropanoidové drahy................ 9
Obr. 6 Odvozeni explantatové kultury z rostliny..............coooiiiiiiiiiiiiian... 14
Obr. 7 RUStOVA KIIVKA. ...t e, 16
Obr. 8 Schématické zndzornéni signalni drahy vedouci k produkci sekundarnich
metabolitlh TOSTHN. ..o 25
Obr. 9 Deacetylace Chitinu..........o.iviiitiiiii e, 27

Seznam tabulek

Tab. 1 Produkce flavonoidl v suspenzni kultute 7rifolium pratense L. (varieta Sprint)
elicitované roztokem ChitoSanU..............cooiiiiiiiiiiii i, 38
Tab. 2 Produkce flavonoidl v suspenzni kutltute Trifolium pratense L. (varieta
Tempus) elicitované roztokem chitosanu................cooviiiiiiiiiiiiii i, 39
Tab. 3 Produkce flavonoidi v suspenzni kultute 7rifolium pratense L. (varieta DO-8)

elicitované roztokem ChitOSANU. ......ovuure ettt e, 40

Seznam grafi

Graf 1 Produkce flavonoidil v suspenzni kultute 7rifolium pratense L. (varieta Sprint)
elicitované roztokem ChitoSanU..............ooiiiiiiiiii i, 41
Graf 2 Produkce flavonoidl v suspenzni kultute 7rifolium pratense L. (varieta Tempus)
elicitované roztokem ChitoSanU..............cooeiiiiiiiiii i 42
Graf 3 Produkce flavonoida v suspenzni kultute Trifolium pratense L. (varieta DO-8)

elicitované roztoKem ChItOSANUL. .. ......uun e, 43



1 UVOD

Potencial rostlinnych metabolitii 1éCit lidské choroby je historicky zndmou a
potvrzenou skutecnosti. Dokonce dnes, v postgenomové dob¢, v dobé proteomiky a
kombinatorni chemie, se rozristd zajem o tento zdroj novych biologicky aktivnich
,malych“ molekul. Odhaduje se, ze asi 30 000 znamych ptirodnich produktt je z vice
nez 80 % rostlinného pivodu a asi tfetina vyrabénych 1é€ivych ptipravki obsahuje

biogenni latky rostlinného ptiivodu nebo z nich ziskané derivaty. [1, 2]

Rostliny jsou bohatym zdrojem sekundarnich metabolitd, které nachézeji
Siroké uplatnéni v medicing, potravinaistvi a kosmetice. U mnoha pfirodnich latek
neni ekonomicky schidnd chemickd syntéza, a musi proto byt ziskdvany izolaci
z volné rostoucich nebo péstovanych rostlin. Tento zptisob mé vsak sva omezeni, jako
jsou napft. sezénnost, zavislost na podminkach prostiedi, nebo choroby a skuidci.
Slibnou alternativu pfedstavuji rostlinné explantatové kultury. Existuje mnoho faktord,
jez mohou vést ke zvySeni produkce, napt. slozeni kultivaéniho média, typ a
koncentrace rastovych regulatort, prekurzory, svételné podminky, teplota, imobilizace,

elicitace. [3]

Spektrum obsahovych latek v jeteli lu¢nim (7rifolium pratense L., Fabaceae)
je pomérné Siroké. Zahrnuje tfisloviny, saponiny, organicke kyseliny, barviva, silici, aj.
Z hlediska mozného terapeutického vyuziti jsou nejdilezitéjsi isoflavonoidy a
flavonoidy. Jsou fazeny k nejvyznamnéjSim fytoestrogeniim. Vzhledem k tomu, Ze az
na vyjimky je charakteristickym problémem kultivace rostlinnych explantati
v kulturéach in vitro nizka produkce sekundarnich metabolit t€émito kulturami, jednou
z metod, kterou je mozné dosahnout zvySené produkce sekundarnich latek, je metoda
elicitace. Ta je zaloZena na faktu, Zze akumulace mnoha sekundarnich latek v rostlinach
1 explantatovych kulturach je soucésti jejich obranné reakce vici plisobeni stresovych

vliv - elicitort. [2-5]

V této diplomové praci je zkouman vliv elicitoru chitosanu na produkci

sekundérnich metabolit explantatovou kulturou Trifolium pratense L.



2 CILPRACE

1. Seznameni se s metodikou kultivace a elicitace rostlinnych explantatovych kultur in
vitro.

2. Sledovani vlivu ptisobeni Ctyi koncentraci roztoku chitosanu na produkci
sekundarnich metabolitl suspenzni kulturou 7rifolium pratense L. (varieta Sprint,

Tempus a DO-8).



3 TEORETICKA CAST

3.1 Jetel lu¢ni (Trifolium pratense L., Fabaceae)

3.1.1 Vyskyt rostliny

Trifolium pratense L., je rostlina znacn¢ proménliva, kterd roste z roviny az
do hor skoro v celé Evropé a v zapadni Asii, kde zasahuje na vychod az k Altaji,
Bajkalskému jezeru a do Kasmiru. V severni Africe roste v Alziru. V Severni a Jizni
Americe a na Novém Zélandu roste jen zplanéle. V nékterych pohofich stfedni a jizni
Evropy a na moftskych pobtezich tvoti morfologicky diferencované rasy, hodnocené

obvykle jako subspecies nebo variety. [6, 7]

3.1.2 Botanicky popis rostliny

Jetel luéni je vytrvald, proménliva, vice ¢i méné belavé chlupatd bylina
s mohutnym, velmi dlouhym ktilovitym kofenem, ktery sahd i ptes 60 cm hluboko do
pudy, a poc¢etnymi vedlej§imi kofeny. Rostlinu tvofi listova rizice, z pazdi ptizemnich
listh vyristaji vzpiimené, az 50 cm vysoké lodyhy o 3-5 ¢lancich. Ty jsou Casto kratce
vétvené, ryhované az hranaté, ponckud smacklé, chlupaté a ¢asto do ¢ervena zbarvené.
Trojcetné listy jsou dlouze stopkaté, horni stonkové listy témét prisedlé. Listky jsou
kratce stopkaté, obvejcCité, podlouhle kopinaté az témét okrouhlé, na obou stranach
zaokrouhlené nebo na konci slabé vykrojené, na spodu chlupaté, na svrchni strané
Casto lysé, svitivé zelené se svétle hnédymi nebo cervenohnédymi skvrnami, na okraji
brvité. Palisty trojihelnikovité, konéici tenkou ostrou $pi¢kou, horni Siroce s fapikem
srostlé. Karminové aZz masové cCervené, vzacné zlutavé nebo bilé kvéty jsou
usporadany ve vicekvétych, kulovitych nebo vejcitych hlavkach. Kalich trubkovité
zvonovity, Casto Cervené zbarveny, desetizilny, pfritiskle chlupaty, spodni zoubek
zfetelné del§i. Korunni listky jsou na bazi s tyCinkami srostlé v trubku obsahujici
nektar. Plodem je vejcity lusk se ztloustlou Spi¢kou, tence blanity, jednosemenny.

[6-8]



Trifolium pratense L.

Obr. 1 Jetel luéni [9]



3.1.3 Odrady

Tento druh je mimofadné proménlivy ve vzristu, velikosti i v odéni lodyh a
palistd podpirnych listd. V Ceské republice se nachazi t¥i poddruhy, které byvaji
nekdy hodnoceny jako odridy.

Patfi sem:

o Trifolium pratense subsp. pratense (jetel lucni pravy) - vytrvala bylina, IéCivka.
Vyznamna pro obsah glykosidd, silic, tiislovin, organickych kyselin a dal§ich
latek. Obdobné obsahové latky maji i kvetenstvi subsp. sativum.

o Trifolium pratense subsp. sativum (jetel lucni sety) - obvykle dvou az tii leta
rostlina patfici mezi nejvyznamné;jsi picniny. Vyrazné zlepsuje kvalitu pudy.

o Trifolium pratense subsp. americanum (jetel luéni americky) - vytrvala rostlina,

k ndm dovezena v 80. letech 19. stoleti, ale od pé€stovani pozdéji upusténo. [7]

3.1.4 Sbér a dprava drogy

Rostlina kvete od kvétna do zafi, mnohdy az do pozdniho podzimu. Jako
droga se pouzivaji nerozpadlé hlavky - Trifolii pratensis flos (neni uvedena v 1ékopise).
Sbiraji se v pocatku kvétu. Prekvetlé jsou bezcenné, pifi suSeni hnédnou. Kvéty
muzeme jeden den vystavit v jednoduché vrstvé ptimému slunci a pak dosusit ve stinu
a v pruvanu. Prehrabdvanim se hlavky snadno rozpadaji a davaji bezcennou drt.
Spravné ususend droga zachova piivodni barvu nebo trochu ztmavne, ale nesmi byt
rezava. Hlavni podminkou je, aby hlavky zustaly v celku a nebyly uvnitf suché. Susi-
li se uméle, nema teplota prekrocit 35 °C. Drogu chranime pii skladovani pred svétlem

a vlhkem, rychle podl¢ha zkaze. [4, 10]

3.1.5 Pouziti

V lidovém léCitelstvi se droga uplatituje nejcastéji ve forme nalevu (2 ajové
1zi€ky drogy na Salek vody) pfi prijmech, bronchitidé, revmatismu, pii oteklych
lymfatickych Z14zéach i pti cukrovce. Zevné se uziva jako kozni desinficiens na ekzémy

a hnisavé rany, do obkladl pfi piiusnicich, také pii zanétech dutiny Ustni.



Dnes se upotiebuje jako chutové a vonné korigens do cajovych smési
(aromatikum). Krom¢ toho je také soucasti potravnich doplilkli pro zmirnéni
klimakterickych obtizi a ma nezanedbatelny vyznam pii prevenci osteoporozy,
kardiovaskularnich a nddorovych onemocnéni.

Kwvli obsahu fytoestrogenti naopak neni vhodny pro pacienty, ktefi prodélali

endometridzu, rakovinu prsu, vajecnikti nebo délohy. [4, 10, 11]
3.1.6 Obsahové latky

Jak jiz bylo zminéno, spektrum obsahovych latek v jeteli lu¢nim je Siroké.
Vedle tfislovin, saponint, organickych kyselin (salicylové, stavelové, kumarové ¢i
hroznové), barviv a silice zahrnuje také salicylaty, bilkoviny, vitaminy (A, C, B-
komplex), vapnik, hot¢ik, zelezo. Nejvyznamngj$imi latkami jsou vSak flavonoidy a

isoflavonoidy. [4]
3.1.6.1 Flavonoidy

Patti mezi nejvyznamnéjSi sekundarni metabolity rostlin  diky
vSudypfitomnému vyskytu a velkému poctu zastupcti a strukturnich typti. Doposud
bylo popsano vice nez 4000 flavonoidnich latek a stale se nachazeji dalsi slouceniny.

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. Zakladem je chroman arylovany
v poloze 2 (flavany), 3 (isoflavany) nebo 4 (neoflavany). Vyskytuji se pouze
v rostlinné 181, nejCastéji jako flavany, fid¢eji pak isoflavany. Neoflavany se vyskytuji

vzacné a nemaji terapeuticky vyznam.

Obr. 2 Struktura flavanu [16], isoflavanu [17] a neoflavanu [ 18]



Podle stupné oxidace pyranového kruhu se flavany dale d€li do nékolika stupin
(flaveny, flavanony, flavanoly, flavanonoly, flavandioly, flavony a flavonoly).
Jednotlivé flavonoidy se navzajem lisi poctem a polohou hydroxylovych skupin na
obou aromatickych kruzich a napojenim cukri nebo organickych kyselin. Nejcastéji
jsou studovany flavonoly (pt. kvercetin, kempferol) a flavony (pf. apigenin, luteolin)

a jejich glykosidy.

Obr. 3 Struktura kvercetinu [19] a apigeninu [20]

Aglykony (necukerné ¢asti) flavonoidnich glykosida jsou produkty vznikajici
obéma hlavnimi cestami vedoucimi k syntéze aromatickych latek v biologickych
systétmech. Jeden 6-uhlikovy fragment téchto Ce-C3-Ce sloucenin se odvozuje
z acetatového metabolismu a zbyvajici 9-uhlikova ¢ast z kyseliny Sikimové. Jednotka
Ce-Cs, patrné ve formé kyseliny skoficové, se spojuje se 3 molekulami acetatu za
vytvoteni meziproduktu chalkonu, z né¢hoZ vznika nésledné flavanon. Derivaty se tvofi
zavedenim nebo odstranénim hydroxylovych skupin. Flavanonoly vznikaji zavedenim
hydroxylové skupiny do polohy 3, dehydrogenace poloh 2 a 3 vede ke vzniku
flavonold. Glykosylace nastava v pozdnim stadiu tvorby flavonoidu.

Flavonoidy, pro vSestranné plsobeni na organismus casto nazyvané
bioflavonoidy, se v rostlinach vyskytuji vétSinou glykosidné vazané, rozpusténé
v silicich. V zivém rostlinném organismu se flavonoidy patrné¢ ucastni oxidacné
reduk¢nich pochodt. Dalsi funkci v rostlinach je také vabeni opylovact a ochrana pred
UV zarenim.

Terapeutické vyuziti flavonoidl a flavonoidnich drog je velmi Sroké. Nékteré
maji schopnost normalizovat permeabilitu kapilar, odstrafiovat jejich lomivost, piisobit
antithemoragicky a antiedemat6zné¢ (oznaCovéno jako ,,P-vitaminovy*“ ucinek).

w7

komplexni soli a brani tak sraZeni krve a zadrzuji vépnik v téle. Vyznamna je jejich
7



antioxidacni aktivita a schopnost eliminovat volné kyslikové radikaly a reaktivni
formy kysliku pfi jejich nadprodukci v organismu. Inhibuji také nékteré enzymy, které
se ucastni biochemickych pochodu, pfi nichz vznikaji volné radikaly, chelatuji zelezo
poskozeni pii srdeCné¢ cévnim onemocnéni, nadorovém onemocnéni a starnuti
organismu. Jsou inhibitory hyaluronidazy, brani $iteni mikrobidlnich toxinti tkanémi.
Potencuji G¢inek vitaminu C, pouzivaji se proto jako podpirné prostiedky pfi léceni
infek¢nich nemoci. Nékteré podporuji tvorbu a vylucovani Zzluc€i, plsobni také
spasmolyticky.

Utinné jsou glykosidy i aglykony. PouZivaji se v ¢istém stavu (pf. rutin, smés

diosminu a hesperidinu), ¢astéji vSak jako drogy nebo jejich extrakty. [12-15]

3.1.6.2 Isoflavonoidy

Isoflavonoidy tvofi vyznamnou podskupinu pattici mezi flavonoidy. Existuje
asi 700 znamych struktur a z toho je popsano okolo 370 aglykonii. Tyto slouceniny se
odlisuji strukturné od dalsich tfid flavonoidd vazbou benzenového kruhu v pozici 3
heterocyklického systému. Jejich struktura je zaloZena na 3-fenylchromen-4-onu a lisi
se v mife hydroxylace, methylace a glykosylace.

Isoflavony jsou polohové izomery castéji se vyskytujicich flavont.
V rostlinné fisi jsou zastoupeny v mensi mife neZ dalsi flavonoidy. Tato skutecnost je
potvrzena faktem, ze isoflavony jsou zastoupeny pfevazné v omezeném poctu Celedi,
napiiklad v Celedi Fabaceae. V mensi mife se vyskytuji i v fad€ dalSich celedi jako
jsou Iridaceae, Myristicaceae nebo Rosaceae. Mezi nejznaméjsi isoflavony patii
aglykony daidzein, genistein, formononetin a biochanin A, jakoz 1 jejich glykosidy

daidzin, genistin, ononin a sissostrin. [21]

OH
HO 0
HO 0
H

Obr. 4 Struktura daidzeinu [22] a daidzinu [23]
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Isoflavonoidy vznikaji v rostlinach stejn¢ jako flavonoidy kondenzaci
polyacetdtu a aromatickych kyselin ziskanych biosyntetickou cestou kyseliny
Sikimové. Ze vzniklych meziproduktii flavanonu jsou nésledné syntetizovany migraci

arylu, tato reakce je katalyzovana enzymem 2-hydroxyisoflavanonsyntazou. [25]

COOH

fenylpropanoidy

—
= UmMANNY
HO OH .

o i styrylpyrony
ikimova kyselina
CA4H COOCH
_coon <

©/\rEDGH P @/\/ —:ﬂ @/\/

fenylalanin NH," skoficova kyselina p-kumarova kyselina L

OH
COSCoA
HO. OH 0 s - COAMP
e e P ae
HO

p-kumarovl-CoA

chalkon HGM S-I:UA\\

malonyl-CoA

\

ISOFLAVONOIDY

CHI
+CHR

flavonoly

anthokyany

dihydroflavonoly NGNS | ondenzované taniny

flavanon

Schematické znizormneni hlavnich vétvi fenylpropanoidové drihy. Enzymy a jejich kofaktory: PAL,
fenylalaninamoniaklvasa, CA4H, 4-hydroxylasa kyseling skoficové (s, cytochrom P 450, NADPH), CL,
kumaroyl-CoA ligasa (CoASH, ATP), CHS, chalkonsynthasa; CHI, chalkonisomerasa; CHR, chalkonreduktasa.
(Nakresleno v programu ACD/Chem3ketch podle Buchanan ef af , 2002, Winkel-Shirley, 2001)

Obr. 5 Schématické znazornéni hlavnich vétvi fenylpropanoidové drahy [26]

V rostlinném organismu plni isoflavonoidy funkci ochrannou a obrannou.
Posiluji imunitu rostliny a chréni ji pfed patogeny. Maji vlastnosti antioxidacni,

antiparazitarni, antivirové, antibakterialni a fungistatické. [24]
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Isoflavony patii k nejlépe probadanym fytoestrogeniim, coz jsou latky
nesteroidni povahy, jimz je vlastni estrogenni ucinek. Vykazuji riznou afinitu a vnitini
aktivitu na estrogenovych, progesteronovych ¢i androgennich receptorech, coz
pravdépodobné stoji v pozadi jejich vysSi bezpecnosti v porovnani s klasickymi
piipravky s obsahem pohlavnich hormont. Pfirodni nesteroidni isoflavony tedy
ptindseji alternativu v 1écbé klimakterickych obtizi (navaly, poceni, nespavost, pocit
unavy), také piispivaji k ptiznivému ovlivnéni a prevenci chorob majicich svij ptivod
v oxida¢nim poskozeni biologickych struktur (ateroskler6za, kardiovaskularni
onemocnéni), v prevenci osteoporozy, upraveni stavu kize, sliznic, brani zvySenému
vypadavani vlast. Epidemiologické studie prokédzaly také vyznamné sniZeni
estrogendependetnich tumort u populaci se zvy$enou konzumaci flavonoidi. Uginek
isoflavonoidi neni dan pouze jejich plisobenim na estrogenni receptory, ale jsou také
inhibitory tyrozinkindzy, reguldtory genové transkripce, modulatory transkripénich
faktori, antioxidantt, stejn¢ jako zplsobuji zmény nékterych enzymovych aktivit. [24,

27, 28]

10



3.2 Explantatové kultury rostlin

Rada rostlinnych latek je pro ¢lovéka nenahraditelna jako farmaka a
pozadavky na tyto latky rychle stoupaji. Proto jsou krom¢ zemédélské produkce
sttedem z4jmu 1 jiné, alternativni zdroje, mezi néz patii také vyuziti explantatovych

kultur rostlin. [29]

3.2.1 Obecna charakteristika

Explantatové kultury rostlin (kultury rostlinnych explantatd) znamenaji
aseptickou kultivaci izolovanych ¢ésti rostlin za umélych podminek. V praxi to
znamena oddé¢lit ze sterilné napéstované nebo povrchoveé sterilizované rostliny urcitou
¢ast, umistit ji do sterilniho prostfedi a kultivovat za vice ¢i méné definovanych
podminek. [30]

Vyhodou explantatovych kultur je, Ze 1ze dlouhodobé a v pomérné malém
prostoru kultivovat velké populace bunék, a z kazdé Ize vypéstovat novou
plnohodnotnou rostlinu. Umoznuji téz konzervovat genetickou stabilitu materialu a
vyuzit metod genového inzenyrstvi ve Slechténi rostlin.

VyuZivaji se jak pfi Slechténi rostlin, tak pii produkcei rostlinnych metabolitt.

[29]
3.2.2 Zakladni pojmy

e Kultivace in vitro — péstovani rostlinného materidlu v podminkach co
nejuplnéji definovatelnych po strance chemické 1 fyzikalni a zabrafnujicich
nezadouci kontaminaci cizorodymi Zivymi organismy a buiikami.

¢ Rostlinny explantat — kazdy fragment Zivého pletiva, cely orgadn nebo
komplex orgéanil, odebrany bud’ z intaktni rostliny, nebo z jiz existujici kultury
s cilem pé&stovat jej v podminkéch in vitro.

e Intaktni rostlina — plivodni rostlina péstovana v pfirozenych podminkéch.

e Kultura rostlinnych explantata — rostlinné explantaty péstované po urc¢itou
dobu in vitro. Tyto kultury Ize podle morfologické charakteristiky zatadit do

nekteré z nasledujicich péti kategorii:
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1. Kultura orgdnové — organové systémy, organy resp. jejich zaklady ¢i casti,

péstované v podminkach in vitro zptisobem, ktery umoziuje jejich
diferenciaci a v celku zachovava jejich stavbu a funkci.

2. Kultura tkanova — do rGzného stupné soudrzné, morfologicky

desorganizované¢ mnohobunécné komplexy tkané, pomnozované bud’ na
polotuhych ¢i pevnych nosi¢ich, nasycenych zivhym médiem nebo
vyjimecné v tekuté zivné pude.

3. Kultura suspenzni — volné bunky a bunécné shluky spole¢né pomnozované,

suspendované v tekuté zivné ptid¢, promichavané a provzdusinované.

4. Kultura bunéénd — volné jednotlivé a identifikované bunky, resp. jejich

Vv

nejblizsi potomstvo, pomnozované v tekuté ¢i polotekuté pid¢ nebo na
nosici nasyceném pudou.

5. Kultura protoplasti — kultura bunék zbavenych bunécnych stén, kde

bunéény obsah neni obalen pevnou bunécnou sténou, ale jen pruznou,
elastickou plasmolemou.
Primarni explantat — rostlinny explantat odebrany piimo z intaktni rostliny.
Primarni kultura — kultura primarnich explantati.
Subkultivace, pasaZovani — pienos celé¢ kultury nebo jeji ¢asti do Cerstvé
zivné pady scilem obnovit, zachovat ¢i zesilit rust kultury po dalsi
subkultivaéni interval.
Subkultiva¢ni interval — obdobi mezi dvéma po sobé nésledujicimi
subkultivacemi kultury.

r

Subkultivacni ¢islo — Cislo, udavajici, kolikrat byla kultura pasaZzovana od
svého zalozeni z primérniho explantatu ¢i jiz existujici kultury.

Rozpadavost kultur — schopnost tkanovych ¢i suspenznich kultur spontanné
se rozpadat na bunécné shluky a volné buiiky, schopné dalsiho rlstu, resp.
pomnozovani.

Kalus resp. zaval, svalec - v pivodnim vyznamu neorganizované pletivo,
vzniklé ¢innosti sekundarnich meristémua po poranéni rostliny, v preneseném
vyznamu pletivo, které vznikd na povrchu nenadorovych primarnich

explantata a je schopné subkultivace.

Kalusova kultura — kultura kalusu in vitro.
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o Totipotence — schopnost rostlinnych bunék kultivovanych in vitro obnovit
v prib¢hu diferencianich procesti specializované funkce a postupné
regenerovat ve fertilni rostlinu.

e Diferenciace — chemické a strukturdlni zmény v jednotlivych buiikach a
pletivech, jimiz se odliSily od tzv. eumeristematického stavu a ziskaly jinou

specializaci. Opacny proces se nazyva dediferenciace. [31]

3.2.3 Vlastnosti kultur rostlinnych explantata

e Rostlinné kultury Ize odvodit z bunky ¢i komplexu bunék pletiva kteréhokoliv
organu rostlinného téla (s vyjimkou nékterych velmi specializovanych bunék,
napf. sitkovice, tracheidy, sklereidy).

e Kulturu Ize péstovat in vitro za vhodnych kultiva¢nich podminek neomezené
dlouho.

e Tkanova resp. suspenzni kultura se v prib¢hu rustu in vitro dediferencuje,
ztraci svij pivodni morfologicky a fyziologicky charakter, neni vSak
homogenni, obsahuje bunky rizného stupné diferenciace.

e Suspenzni kultury jsou tvofeny jak volnymi buiikami, tak bunéénymi shluky
ruzné velikosti a jejich pomér se v pritbéhu kultivace miize ménit. Rozpadavost
kultury je zfejmé geneticky podminéna a lze ji ovlivnit sloZzenim media a
kultivaénimi podminkami.

e Bunky tkanovych ani bunéénych kultur nejsou schopny tvofit jednovrstevnou
kulturu (monolayer), neuchycuji se na tuh¢ ani polotuhé podklady.

e Rada rostlinnych kultur je schopna trvale rist na plné syntetickych ptidach,
¢asto velmi jednoduchych.

e Explantatové organy, resp. organové zakladny v kultufe in vitro mohou
dortstat.

e Organové, tkanové ani bunétné kultury nejsou schopny bez posSkozeni
podstoupit konzervaci mrazem.

e Vhodnou kombinaci riistové aktivnich latek a ostatnich sloZek kultiva¢niho
média lze v kulturach indukovat histogenezi nebo organogenezi. Takto Ize

odvodit z jediné somatické buniky zivotaschopnou rostlinu. [31]

13



3.2.4 Odvozeni a udrzovani kultury

Pro uspésné odvozeni sterilni kultury je dulezity vybér vhodné matecné
rostliny 1 Casti rostlinného téla. Vychozi rostlina by méla byt zdrava, péstovana
v optimalnich podminkach a pokud mozno s vysokou produkci pozadovaného
sekundarniho metabolitu. Uspéch odvozeni sterilni kultury a rist explantati je
ovliviiovan obdobim roku, kdy je explantit odebirdn — nejlepSich vysledkid je
dosahovano, je-li explantat odebran z rostliny v aktivni fazi rstu nebo ze zésobnich
organid. Pokud rostlina nebyla péstovana v aseptickych podminkach, je nutné ji pred
vlastni explantaci oplachnout vodou a povrchové dezinfikovat. Poté se odebere
fragment, ktery se umisti do kultivacni nddoby s vhodnym médiem a inkubuje se pfi
teploté 23-28°C. Po nékolika tydnech se objevi primarni kalus, ktery je schopny
neomezené proliferovat na vhodném mediu po odstranéni zbytku vychoziho organu
pii pasazovani.

U prvnich pasazi se mohou objevit morfologické (pigmentace) a
morfogenetické (regenerace) zmény. Teprve po vétsim poctu pasazi je ziskan stabilni
a homogenni rostlinny material, ovS§em pouze za ptedpokladu ptisného dodrzovani
konstantnich podminek kultivace, jako je sloZeni a zpracovani Zivné pudy, teplota,
osvétleni, prostiedi a pravidelnost pasazi.

Z kalusov¢ kultury Ize ziskat kulturu suspenzni dvéma zptsoby. Enzymovym
rozvolnénim, napf. pomoci pektindz, nebo mechanickou cestou, napi. za pouZiti
pomalobézného rolleru nebo tfepacky. Jak kalusové, tak suspenzni kultury se udrzuji
zatim vyhradn€ pomoci pravidelnych pasazi. Primérna kultivace trva 7-15 dni. [30,

31]

rostlina ofkovini na kalus izolovany sUSpenFni
pevnoy podu kalus kuliura

Obr. 6 Odvozeni explantatové kultury z rostliny [29]
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3.2.5 Bunécné suspenzni kultury

Bunééné suspenzni kultury predstavuji relativné homogenni populaci bunék
nebo malych bunéénych agregatii, které jsou kultivovany v pohybujicim se tekutém
zivném médiu. Pouziti tekutych médii umoznuje buitkam suspenze piimy kontakt
s zivnym médiem, takze jeho jednotlivé slozky jsou jim rychle ptistupné.

Pohybem tekutého zivného média se dosahuje jeho aerace, zajist'uje se lepsi
pfistup zivin k jednotlivym buitkdm a napomdha se rozpadu bunécnych shlukd, které
vznikaji pii1 déleni bunék. Pohyb je zajistovan umisténim kultivacnich nadob na roller
(v Sikmé rovin¢ se otacejici plocha) nebo na tfepacku (pohyb ban€k je v horizontalni
roving).

Pro kontinudlni kultivace bunéénych suspenzi se pouzivaji rizné typy
bioreaktort, kde je pohyb média zajistovan bud’ michadlem anebo probubldvanim
sterilniho vzduchu.

Bunééné kultury se hojné vyuzivaji jako modelovy systém pfi studiu procest
sekundarniho metabolismu, indukci enzymu, genové exprese, jako vychozi material
pro piipravu enzymu, pro mutacni Slechténi rostlin a k produkci somatickych embryi.

[30]

3.2.6 Faze ristu kultury

Rist bunééné suspenze v uzavieném systému probiha v n¢kolika fazich. Tyto
faze jsou charakterizovany tzv. rlstovou kfivkou, kterou ziskdme grafickym
znazornénim zavislosti nékteré z rlistovych charakteristik suspenze (€erstva hmotnost,

pocet bunék, susina, atd.) na case. [30]

1. Lag faze — obdobi, béhem které¢ho se naockované bunky ptizptisobuji novému
prostiedi. Po pfeneseni bunc¢k do zivné plidy zistava jejich koncentrace po
urcitou dobu konstantni, mtize vSak také doCasné poklesnout.

2. Faze zrychleni (akcelerac¢ni fize) — vSechny dulezité enzymové reakce
postupné dosahuji maximalnich konstantnich rychlosti a ptechazeji do
ustalen¢ho stavu.

3. Exponencialni faze — buniky rostou stale stejnou, maximalni rychlosti. Bunika

se z hlediska chemického slozeni neméni, replikace vSech jejich souc¢éasti musi
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probihat stejnou rychlosti. Faze trva tak dlouho, dokud maji buiiky dostate¢né
mnozstvi zivin a pokud neni rGst kultury inhibovan produkty vlastniho
metabolismu.

4. Faze zpomaleni (deklinacni fize) — s postupnym vycerpavanim zivin a
hromadénim toxickych metabolickych produkti dochazi s poklesu rastové
rychlosti. Tvar ristové kiivky se mize v této fazi velmi lisit, zavisi i na typu
rostlinné kultury.

5. Stacionarni faze — populace bun¢k dosahuje maximalni a po urcitou dobu
konstantni velikosti. Stejn¢ jako u pfedchozi faze zavisi jeji délka na zplisobu
meéfeni koncentrace bunék. Maximalni dosazenou koncentraci bunék urcuje
fada faktorti: pocatecni koncentrace energetického zdroje, zdroje dusiku i
stopovych prvkill, koncentrace kysliku, nékdy 1 zplsob upravy pH béhem
kultivace.

6. Faze odumirani — pro prub¢h této faze neexistuje zadné pravidlo, odumirani

muze byt rychlé nebo pomalé, spojené nebo nespojené s autolyzou bunék. [31]

log x 5

—_—— |

Obr. 7 Rustova kiivka: x — koncentrace biomasy; jednotlivé faze — 1) lag, 2) akceleracni,

3) exponencialni, 4) deklinacni, 5) stacionarni, 6) odumirani
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3.2.7 Kultiva¢ni podminky

Kultivace rostlinnych explantatl in vitro probihda za piesné stanovenych
podminek fyzikalnich (teplota, spektrum svétla), nutri¢nich (sacharidy, organicky

dusik) a hormondlnich (vitaminy, regulatory ristu). [32]

3.2.7.1 Zivna média

vvvvvv

Jednim z nejdilezitéjSich faktortt ovliviiujicich rGst a morfogenezi
v tkanovych kulturach je slozeni kultivacniho média.

Meédia pouzivana jak pro kultivaci bunék, tak rostlinnych pletiv ¢i organi
obsahuji obvykle nasledujici sloZky: makroelementy, mikroelementy, vitaminy,
aminokyseliny nebo dal$i zdroj organického dusiku, sacharidy, dals$i nedefinované
organické slozky, zpeviujici latku a ristové regulatory. Existuje celd fada médii

pouzivanych pro riizné druhy rostlin a pro rizné ucely kultivace. [30]

e Makroelementy — jsou nutné pro kultivaci intaktnich rostlin. Do kultiva¢nich
hot¢ik a sira. Pfidavaji se ve formée soli a jejich zastoupeni v médiu je vétsi nez
30 mg/I.

e Mikroelementy — mezi esencialni mikroelementy patfi: Zelezo, bor, mangan,
jod, molybden, méd’ a zinek. Vyznam niklu, kobaltu a hliniku pro rist
kultivovanych rostlinnych tkani je zatim sporny.

e Zdroje organického uhliku — kultivované rostlinné tkané jsou schopny
vyuzivat uhlik jako zakladni stavebni jednotku pro nové vznikajici tkan z cukrt,
alkohold a organickych kyselin. NejcastéjSim zdrojem uhliku a energie je
sachar6za, jejiz koncentrace v kultivaénim médiu je 2-3%. V nékterych
pfipadech je mozné ji nahradit glukozou ¢i fruktdzou. Z alkoholl Ize pouzit
jako zdroj uhliku glycerin, z organickych kyselin napt. kyselinu jable¢nou.

e Vitaminy — jsou pro rostlinu nezbytné jako katalyzatory fady metabolickych
procest. Exogenni zdroje vitamin® hraji v rGstu kultury vyznamnou tlohu,
nebot’ mnozstvi vitaminll tvofené samotnymi explantatovymi kulturami je
casto nedostacujici. Mezi nejCastéji pouzivané vitaminy v Zivnych médiich
patfi thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin a myo-inositol. Pro rlst
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tkanovych kultur je nepostradatelny hlavné thiamin, ktery se pouziva obvykle

v koncentraci 0,1-10,0 mg/l. N¢kdy se pouzivaji také dalsi vitaminy jako biotin,

kyselina listova, kyselina askorbova, kyselina pantotenova, riboflavin a jiné.

Jejich pritomnost v§ak v médiich neni vétSinou nezbytna.

Aminokyseliny a dalsi zdroje organického dusiku — dodéavaji se do zivnych

médii predevsim v ptipad¢ kultivace bunécnych suspenzi a protoplastti. Slouzi

bunikdm jako bezprostifedni zdroj dusiku nebo mohou byt pfimo vyuzivany

k syntéze proteini. Dusik se v organické form¢ dodava nejcastéji ve smési

aminokyselin, napf. kasein hydrolyzat v obvyklé koncentraci 0,05-0,1%. Dale

se pouziva také L-glutamin, L-asparagin, glycin a adenin.

Nedefinované organické slozky médii — rast explantatové kultury je mozné

Casto stimulovat pfidanim celé fady organickych extraktl jako napf. protein

hydrolyzatu, kokosového mléka, kvasni¢ného extraktu, sladového extraktu,

extraktu z bananli, pomerancové ¢i rajcatové S§tavy. Pouziti téchto
nedefinovanych smési je vSak I1épe vynechat pravé z divodu jejich
nedefinovaného sloZeni.

Latky pouzivané pro zpevnéni média — pro piipravu tuhych médii se

nejcasteji pouziva agar, ktery ma oproti jinym latkam fadu vyhod. Agarovy gel

je stabilni pfi teplotich pouzivanych pti kultivaci, nereaguje s ostatnimi
slozkami média a neni rozkladan rostlinnymi enzymy. Jeho tuhost je mozné
regulovat pouZitou koncentraci agaru, druhem agaru a pH média. Vedle agaru
je mozné pouzivat ke zpevnéni média také agar6zu, Phytagel a Gerlite.

V ptipadé, Ze neni pouZito pevné médium, lze explantat ,,fixovat* na miistcich

z filtraniho papiru, v polyuretanové péné, cediCove vaté nebo perforovaném

celofanu.

Riistové regulatory — rustové regulatory pouzivané v kultiva¢nich médiich je

mozné rozdélit do Ctyf zakladnich skupin: auxiny, cytokiny, gibereliny a

kyselina abscisova. O charakteru riistu explantatové kultury nerozhoduje pouze

koncentrace jednotlivych hormont, ale také jejich vzajemny pomér.

1. auxiny — v kultivatnim médiu jsou pouzivany predev§im za ucelem
stimulace riistu kalusu a bun€k, v nékterych ptipadech k indukci tvorby
prytl a zejména kotentl. Patii zde pfedev§im kyselina indolyloctova (IAA),
ze syntetickych latek pak kyselina indolylmaselnd (IBA), kyselina
dichlorfenoxyoctova (2,4-D) nebo kyselina naftyloctova (NAA).
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2. cytokiny — pouzivaji se v kultivacnich médiich za ucelem stimulace
6-dimetylaminopurin ~ (IPA) a zeatin jako nativni cytokiny,
benzylaminopurin (BAP) a furfurylaminopurin (kinetin) jako syntetické
cytokiny.

3. gibereliny — do média se ptidavaji vétSinou za ucelem stimulace rlstu
bunéénych kultur pii nizké hustoté suspenze, ke stimulaci ristu kalusu a
zakrslych rostlin. Jedna se predevSim o kyselinu giberelovou (GA3) a
giberelin (GA?7).

4. kyselina abscisova — dodava se za ucelem stimulace i inhibice rustu kalusu

(v zavislosti na rostlinném druhu, ke stimulaci proliferace pryti a k inhibici

pozd¢jsich fazi embryogeneze). [30, 31]

3.2.7.2 Fyzikalni podminky

Jednim z pfedpokladi praktického vyuziti rostlinnych bunék je jejich

adaptabilita na podminky kultivace dan¢ kultury. Z fyzikalnich faktord sem lze zatadit

teplotu, svétlo, pH zivného média, aj.

Svétlo — plsobenim svétla dochézi Casto v intaktnich rostlinach i tkanovych
kulturach ke zméné intenzity biosyntézy a akumulaci sekundarnich metabolitti.
Svétlo mize byt také induk¢énim faktorem nékterych biosyntetickych pochodi,
napf. syntézy flavonoidi ¢i anthokyanidd. Pozitivni vliv svétla byl také
prokazan u kultur produkujicich digitoxin a diosgenin. Je znam 1 vliv svétla o
riznych vinovych délkach na produkci sekundarnich metabolit. MiZe rovnéz
ovlivitovat orgdnovou diferenciaci.

Teplota — kultivacni teplota je jednim z faktorh, které ovliviiuji prabch
kultivace tkanovych kultur. VE&tSinou je zvolena empiricky v t€sném rozmezi
kolem 25 °C. Jeji hodnota ma vliv na rychlost ristu kultury a jeji zvySeni mize
indukovat organogenezi.

Acidita Zivného média — u rostlinnych tkdnovych kultur neni bezpodminecné
nutna piesnd hodnota pH zivného média. Optimalni hodnota pH Zivného média

je zavisla na typu kultury. VétSinou je pH média v rozmezi od 5,5 do 6,0. Na
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tyto hodnoty se v ptipad¢ potieby upravuji ptdy piisadou hydroxidu sodné¢ho
nebo kyseliny chlorovodikové. [31]

3.2.8 Biotechnologické vyuziti rostlinnych explantati

Vyuziti rostlinnych explantatovych kultur in vitro 1ze rozdélit na dve oblasti,
ve kterych je provadén vyzkum, ktery ma i své praktické uplatnéni. Jde o produkci
sekundarnich metabolitli t€émito kulturami a o problematiku biotechnologickych metod

v rozmnozovani a Slechténi rostlin. [33]

3.2.8.1 Produkce sekundarnich metabolitu

Vyssi rostliny jsou dilezitymi zdroji 1€¢ivych latek. Jednou z moznosti, jak se
vyhnout obtizim se zajisténim téchto latek, je kultivace rostlinnych tkani a bun¢k
v podminkach in vitro.

Hlavni vyhody bunétné kultivace oproti kultivaci celé rostliny jsou
nasledujici:

1. Vyuzivané slozky mohou byt produkovany za kontrolovanych podminek a
v prostiedi nezavislém na klimatickych zménach nebo plidnich podminkéch.

2. Péstované buitky mohou byt zbaveny mikrobil a hmyzu.

3. Bunky jakékoliv rostliny, bez ohledu na jeji geograficky pivod, mohou byt
snadno péstovany k ziskani jejich specifickych metaboliti.

4. Automatickéd kontrola bunééného rlstu a raciondlni regulace metabolickych

procest muize prispet ke snizeni pracovnich nakladi a zvySeni produktivity.

Rostliny 1 tkanové kultury syntetizuji sekundarni metabolity vétSinou jen

v uréité ontogenetické fazi, v uréitém obdobi riistového cyklu. Casto se stavé, Ze

pfevedenim do kultury in vitro a ztratou diferenciace pletiva dochédzi ke zméné ¢i

pferuSeni metabolickych drah, jejichZz dasledkem je kvalitativni zména spektra

produkovanych latek. V bunikach jsou nésledné akumulovany vedlejSi produkty
metabolickych drah, modifikované latky vychozich rostlin a latky dosud nezndmé.

V poslednich letech nastal vyznamny pokrok ve vyvoji novych technik,

kterymi je mozné dosdhnout zvySeni produkce a akumulace sekundarnich ptirodnich
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latek v bunécnych kulturdch in vitro. Jde napiiklad o pilisobeni elicitord,
biotransformaci nebo imobilizaci.

Uspésnych vysledk ve vyuZivani rostlinnych bunéénych kultur pro tvorbu
sekundarnich piirodnich latek bylo také dosazeno zejména postupy zaloZenymi na
manipulacich se slozenim zivného média (napf. s rtistovymi regulatory), dale diky
rozvoji metod klonovani.

Perspektivni je i pfenos rostlinnych genti, které koduji enzymy katalyzujici
reakce biosyntézy sekundarni latky do bakteridlni buiiky nebo do bunky
mikroskopickych hub.

Ptes dosazené uspéchy zlistava stale nevyfesena celd fada problémi stojicich
v cest¢ vyuziti tkanovych kultur pro produkeci sekundarnich metabolitd. Patrné
nejvaznéjSim je nizky obsah zadanych latek, kombinovany s Casto se vyskytujici

nestabilitou produkce. [33, 34]
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3.3 Elicitace

Elicitace je jednou z metod, kterou je mozné dosdhnout zvysené produkce a
akumulace sekundarnich ptirodnich latek v bunéénych kulturdch in vitro.

Principem elicitace je mechanismus chemickych obrannych reakei rostlin, pii
kterych dochdzi mimo jiné ke zméné transkripce gent kodujicich enzymy ovliviujici

biosyntézu sekundarnich metabolitt. [2, 33, 34]

3.3.1 Obranné reakce rostlin

Rostliny jsou v pritbéhu Zivota vystaveny velmi proménlivym podminkam
vnéjsiho prostiedi. Neptiznivé vlivy vnéjsiho prostiedi zdvazné ohrozujici rostlinu

vvvvvv

kterymi se rostliny setkavaji v ptirod¢, patii:

e Abiotické faktory
1. fyzikélni
- mechanické ucinky vétru
- nadmérné zatfeni (UV, viditelné)
- extrémni teploty (horko, chlad, mréaz)
2. chemické
- nedostatek vody (sucho)
- nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
- nedostatek Zivin v pidé
- nadbytek iontl soli a vodiku v padé
- toxické kovy a organické latky v padé
- toxické plyny ve vzduchu
e Biotické faktory
- herbivorni zivo¢ichové (spasani, poranéni)
- patogenni mikroorganismy (viry, mikrobi, houby)

- vzajemné ovlivilovani (alelopatie, parazitismus)
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Tyto stresové faktory mohou pronikat do vnitiniho prostiedi rostlin riznych
druhli nestejn¢ snadno, a to predevsim v disledku rizné vyvinutych ochrannych
struktur.

Zpusob ochrany ma prevazné pasivni a dlouhodoby charakter. Kromé
specidlnich anatomickych ochrannych struktur (napf. tlustd kutikula na listech, ostré
trny €i trichomy, vyrazna impregnace bunéénych stén nebo rezervoar vody a snadno
rozlozitelnych organickych latek tlumici jejich nedostatek) se rostliny chrani také
syntézou vice ¢i mén¢ toxickych latek (napt. kyanovodik, lignin a tanin).

Jestlize stresor pronikne k plazmatické membrané bunck a do symplastu, je
jeho negativni dopad omezen spusténim mechanismu aktivni odolnosti. V takovém
ptipadé dojde k fetézci zmen, ktery byva oznacovan jako stresova reakce. Pribch
stresové reakce a jeji konecny vysledek zéavisi jak na intenzit€¢ a délce plsobeni

stresového faktoru, tak i na geneticky vazanych predpokladech odpovédi. [36]

3.3.2 Fytoalexiny

Fytoalexiny jsou specifick¢é nizkomolekularni obranné latky, které se za
normalnich okolnosti v bunikdch nevyskytuji, ale zacnou se vytvaret az po napadeni
patogenem.

V soucasné¢ dobé je znamo vice nez 300 fytoalexinii, které po chemickeé
strance patii mezi velmi rliznorodé typy sloucenin. U systematicky pfibuznych druht
se obvykle vyskytuji také podobné druhy fytoalexind. Napf. u rostlin ¢eledi Fabaceae
prevazuji isoflavonoidy, u jinych celedi to mohou byt seskviterpeny (Solanaceae),
diterpeny (Poaceae), furanokumariny (Apiaceae) ¢i stilbeny (Vitaceae). U téze
rostliny se nékdy mohou tvofit dva i1 vice riznych fytoalexint.

VétSina z téchto sloucenin je lipofilni povahy, coZ jim usnadfiuje pronikani
pies plazmatickou membranu patogenii. PosSkozeni membranovych funkci patfi také
k nejcastéjSim mechanismiim toxického plisobeni fytoalexini. [36]

Fytoalexiny maji bakteriostatické, fungistatické a cytostatické t€inky. [30]

3.3.3 Elicitory
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Elicitor stoji na poc¢atku vSech obrannych reakci jako spoustéci faktor. Mlze
byt definovan jako latka, ktera pfi zavadéni v malych koncentracich do systému zivych
bunék iniciuje nebo zlepsuje biosyntézu specifickych sloucenin. [2, 37]

Elicitory mohou byt klasifikovany jako endogenni (slouc¢eniny produkované
rostlinami po pusobeni patogenu) a exogenni (latky patogenniho pivodu) nebo také

jako biotické a abiotické.

e Biotické elicitory — jsou latky biologického plvodu. Exogenni biotické
elicitory zahrnuji sloueniny uvoliiované¢ mikroorganismy a jinymi patogeny
nebo tvoiené plisobenim rostlinnych enzymt na mikrobidlni bunécné stény.
Patti zde naptiklad mikrobidlni enzymy, houbové a bakteridlni lyzaty,
kvasinkové extrakty a polysacharidy z bunéénych stén mikroorganismu (pf.
chitin, glukany). Mezi latky endogenniho plvodu patii polysacharidy (pf.
galakturonid, chitosan), které vznikaji pifi patogenni degradaci rostlinné
bunécéné stény, intracelularnich proteinit a malych molekul syntetizovanych
rostlinnymi bufikami v reakci na rizné typy stresu, a také rostlinné hormony
(pt. kyselina salicylova, methyl jasmonat).

e Abiotické elicitory — jsou latky nebiologického ptivodu. Patii zde zejména soli
tézkych kovi (pf. CuCl, HgCl,, MnSO4, PbNO3) a fyzikalni faktory (pf.
zmény pH, UV zafeni). [37-39]

3.3.4 Mechanismus ucinku elicitoru

VétSina obrannych reakci rostliny je zdvisla na aktivaci vhodnych gent.
Elicitory obvykle neovliviiuji genovou aktivitu pfimo, ale zprostfedkované pomoci
pfenasecl signalu (oznacovanych také jako druzi poslové, angl. second messengers).
Rozeznavame dva zékladni systémy druhych posll: systém cyklického
adenozinmonofosfatu (CAMP) a systém fosfoinozitidovy.

Oba tyto systémy jsou spustény vazbou elicitoru na receptor v membrang.
Zména struktury receptoru je pomoci guanozintrifosfat-vaziciho proteinu (G-proteinu)
pfenesena na klicovy enzym, kterym je v pfipad€¢ systému cAMP adenylatcyklaza.
Adenylatcyklaza preménuje adenozintrifosfat na cAMP, zatimco v pfipadé
fosfoinozitidového systému fosfolipaza c S$t€pi membranovy lipid fosfatidylinozitol-

4,5-bisfosfat (PIP2) na dvé signédlni molekuly: diacylglycerol (DAG), ktery jako
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lipofilni molekula zistdva v membrané, a inozitol-1,4,5-trisfostat (IP3), ktery prechazi
do cytoplazmy. VSichni tfi druzi poslové ptisobi nakonec zménu fosforylace proteinti:
cAMP a DAG piimo aktivaci proteinkindz, IP3 nepiimo, po vazbé na receptor
v endoplazmatickém retikulu a uvolnéni iontd vapniku. lonty vapniku jsou vlastné
dal$im nosi¢em signalu; vazou se na specifickou bilkovinu kalmodulin, ¢imzZ vznika
aktivni komplex schopny aktivovat proteinkindzy a nasledné i expresi gentl.

Velmi ¢astym a rychlym zplisobem pienosu signalu a aktivace genové exprese
je tvorba superoxidu a dal$ich aktivnich forem kysliku vyvolanych elicitory. ZvySené
mnozstvi peroxidu vodiku je mozZné zjistit po 5 az 10 minutach plisobeni elicitoru.
Kromé mozného ptimého ucinku peroxidu vodiku na expresi genl existuje jesté
nepiima cesta, pii které nejprve peroxidaci lipidi v membranach vznika kyselina

jasmonova a methyljasmonat a ty teprve pak ovliviiuji transkripci geni. [36]

[Linolenic nf" A
b acid

Cytosol

Cytoplasmic
acidification

Secondary
metabolism ™=

Obr. 8 Schématické znazornéni signalni drahy vedouci k produkci sekundarnich metaboliti

rostlin [38]
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Draha sekundarnich metabolitli je velmi specificka pro typ elicitoru, kterému
jsou bunky vystaveny, a existuje variabilita mechanismu u¢inku, ktery zahrnuje
Sirokou skdlu metabolickych reakci na stresové situace v rostlinach. V disledku toho
je elicitacni efekt na produkci sekundarnich metaboliti v rostlinnych buiikach velmi

empiricky. [38]

3.3.5 Podminky elicitace

Zakladnim piedpokladem uspesné elicitace je nalezeni vhodného elicitoru,
jeho koncentrace a optimalni doby jeho plisobeni na rostlinnou kulturu in vitro.
Dulezita je také volba vhodné explantatové kultury, stati kultury, slozeni kultiva¢niho
média nebo ¢as pridani elicitoru béhem urcité faze bunécného ristu. [2, 37]

Poznatky o procesu elicitace, ktery podminuje tvorbu a akumulaci
sekundédrnich pfirodnich latek v rostlinnych bunéénych kulturdch, lze shrnout
nasledovné:

e Tvorba sekundarnich pfirodnich latek po plsobeni elicitoru se vyskytuje
predevsim v buiikach, které se nachdzeji na konci rustové faze.

e Nastava v prubéhu nékolika hodin po plisobeni elicitoru (6-168 hodin).

e Probihd v bunikach suspendovanych v ristovém médiu, tak v kalusu.

e Sekundarni pfirodni latky jsou pfitomny v buiikach 1 v médiu.

e Elicitaci mizeme opakovat, aniz nastava poskozeni bunky. [33]

3.3.6 Chitosan

Chitosan (poly-D-glukosamin) patfi mezi pfirodni polymery typu
polysacharidi. Je odvozeny od pfirodniho chitinu, druhého nejrozsifenéjSiho
polysacharidu po celuléze. Ziskdva se alkalickou deacetylaci chitinu,
nékolikahodinovym varem s 50% hydroxidem sodnym nebo enzymaticky ptisobenim
N-deacetylazy. V dusledku rizného stupné deacetylace, molekulové hmotnosti, stupné
polymerace ¢i viskozity se jedna o heterogenni latku. Tato heterogenita miZe vyrazné
ovlivnit fyzikalni vlastnosti, a tak fidit jeho biologické aplikace. V prirodé se vyskytuje
jako hlavni slozka exoskeletu ¢lenovcti a pouze v malém mnoZstvi u nékolika typti hub

rodu Aspergillus a Mucor. [40, 44]
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Obr. 9 Deacetylace chitinu [41]

Chitosan je dulezitou strukturni slozkou bunécné stény nekolika patogennich
hub. Co se tyce rostlin, mize byt aplikovan in vivo jako antimikrobidlni ¢inidlo proti
houbdm, bakteriim a virim, in vitro mlze byt pouzit jako elicitor obrannych
mechanismi. Jeho elicitacni aktivita je silné ovlivnéna stupném polymerace a
acetylace. Zda se, Ze chitosan je zvlasté ucinny piti zvySovani obsahu Sirokého spektra
rostlinnych polyfenolli, jako jsou stilbeny (napf. resveratrol) a flavonoidy (napf.
anthokyany), coz jsou velmi diilezité antioxidanty pro rostliny, zvitata a lidi. [45]

Ptestoze presny mechanismus G¢inku chitosanu v rostlinach je stale neznamy,
byly navrzeny rizné hypotézy. Stimula¢ni ucinek rGznych enzymovych aktivit na
detoxikaci reaktivnich druhli kysliku naznaCuje zapojeni peroxidu vodiku a oxidu
dusnatého v signalni drdze chitosanu. Pro indukci obrannych reakci u rostlin mtze
chitosan pfimo ovlivilovat genovou expresi interakci s chromatinem anebo se muze
vazat na specifické receptory. Aby bylo mozné plné porozumét komplexnim reakcim
zprostiedkovanym chitosanem, jsou v budoucnu zapottebi dalsi studie. [44, 45]

Chitosan ma vynikajici biologické vlastnosti, je netoxicky, biokompatibilni a
biodegradabilni. Pro své vyjimecné vlastnosti se pouziva v riznych oborech
zahrnujicich predevSim biomedicinu, kosmetiku, agrochemii, fyzikdlni chemii,
konzervaci potravin, €isténi vody a impregnaci textilii. Pouziva se také jako potravni
dopln€k pro sniZzeni hladiny cholesterolu a redukci hmotnosti. Vaze na sebe tuky a

cholesterol a odvadi je ze zazivaciho traktu dfive, neZ jsou zpracovany. Jako vldknina
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zlepSuje Cinnost tlustého stfeva a snizuje pocit hladu, proto se pouziva k hubnuti.
Nékdy se mu pficita ptiliSny redukeni ucinek, ktery v§ak nebyl védecky prokazan. [40,
42, 43]

Nedavné inovativni vyuziti chitosanu zahrnuje syntézu nanocastic chitosanu
jako cenného transportniho systému pro hnojiva, herbicidy, pesticidy a mikroziviny
pro podporu ristu plodin vyvazenou a trvalou vyzivou. Navic chitosanové Castice
mohou bezpecné dodat geneticky material pro transformaci rostlin. [44]

Tato diplomova prace se zabyva chitosanem jako potencidlnim biotickym
elicitorem pro zvysSeni produkce sekundarnich metaboliti explantatovou kulturou

Trifolium pratense L.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material, pristroje, pomiicky

4.1.1 Rostlinny material

K pokusim uvedenym v této praci byla pouzita explantitova kultura,
odvozena ze sterilni kli¢ni rostliny jetele lucniho Trifolium pratense L., Fabaceae
(varieta Sprint, Tempus a DO-8). Elicitace chitosanem byla provadéna u pétileté

suspenzni kultury.

4.1.2 Chemikalie

e 0O-benzylaminopurin ¢., Lachema, Brno

e Dihydrogenfosforecnan sodny ¢., Lachema, Brno

e Dusi¢nan draselny p. a., Lachema, Brno

e Dusi¢nan amonny p. a., Lachema, Brno

e Ethanol 96%, Lachema, Brno

e (Glycin ¢., Lachema, Brno

e Chitosan (low molecular weight, from shrimp shells, >75% deacetylated,
C3646), Sigma-Aldrich, USA

e Chloramin B, Lachema, Brno

e Chlorid kobaltnaty p. a., Lachema, Brno

e Chlorid olovnaty p. a., Lachema, Brno

e Chlorid pyridoxinia €., Koch-Light Laboratories, Colnbrook

e Chlorid thiaminia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook

e Chlorid vapenaty p. a., Lachema, Brno

e Jodid draselny p. a., Lachema, Brno

e Kiyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova ¢., Lachema, Brno

e Kiyselina borita p. a., Lachema, Brno

e Kyselina chlorovodikova p. a., Lachema, Brno

e Kyselina mravenci bezvoda p. a., Lachema, Brno
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e Kyselina nikotinova ¢., Lachema, Brno

e Kyselina octova bezvoda p. a., Lachema, Brno
e Kyselina octova ledova p. a., Lachema, Brno
e Kyselina Stavelova ¢., Lachema, Brno

e Methanol p. a., Lachema, Brno

e Molybdenan sodny p. a., Lachema, Brno

e Myoinositol ¢., Sigma, St. Louis

e Sacharéza p. a., Lachema, Brno

e Siran amonny p. a., Lachema, Brno

e Siran hofecnaty p. a., Lachema, Brno

e Siran manganaty p. a., Lachema, Brno

e Siran méd’naty p. a., Lachema, Brno

e Siran zine¢naty p. a., Lachema, Brno

e Siran zeleznaty p. a., Lachema, Brno

4.1.3 Pristroje a pomucky

e Analytické vahy A 200S, Sartorius, Gottingen

e Autoklav PS 20A, Chirana, Brno

e Horkovzdusny sterilizator HS 31A, Chirana, Brno

e Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Zilina

e Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

e Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge

e Vodni lazen KL-1, Laboratorni pfistroje, Praha
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4.2 Kultivace explantatové kultury

4.2.1 Kultiva¢ni nadoby a nastroje

Kultivace suspenzni kultury probihala ve 250 ml varnych baikach z varného
skla znacky SIAL, které bylo pouzito pro své vhodné vlastnosti (odolnost vici vode,
chemikaliim a rozdilim teplot).

Pti elicitaci byly pouzity pipety, jez byly sterilizovany v autoklavu obalené
hlinikovou folii po dobu 15 minut pfi teplot¢ 121°C a tlaku pary 0,1 MPa. Kovové
nastroje byly nejprve oplachnuty 96% ethanolem, poté zabaleny do hlinikové folie a

sterilizovany 2 hodiny v horkovzdu$ném sterilizatoru pii teploté 200°C.

4.2.2 Priprava zivného média

Pro kultivaci tkanovych kultur bylo pouzito zivné médium podle Gamborga,

které ma nasledujici slozeni [46]:

KNO; 2500,00 mg.l!
CaCl> .2 H,0O 150,00 mg.l"!
MgSO4 . 7 H20 250,00 mg.l!
(NH4)2S04 134,00 mg.l!
NaH,PO4 . H>O 150,00 mg.l!
FeSO4 . 7 H,O 27,84 mgl!
Na;EDTA 37,34 mgl!
KI 0,75 mg.l?!
H3BO:s 3,00 mgl!
MnSO;4 . H0O 10,00 mg.l!
ZnSO4 . 7 H20 2,00 mgl?!
Na:MoOs . 2 H20 0,25 mg.l?!
CuSOs4. 5 H20O 0,025 mg.l!
CoCl; . 6 HO 0,025 mg.l!
myoinositol 100,00 mg.l!
kyselina nikotinova 1,00 mgl!
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pyridoxin 1,00 mgl?!
thiamin 10,00 mg.l!
sacharosa 30 000,00 mg.l!

Pro pfipravu zivného média byly pouzity substance a zdsobni roztoky.
Substance byly zvaZeny na analytickych vahach a nizké koncentrace byly pipetovany
z predem pfipravenych zasobnich roztokl. Jednotlivé slozky byly rozpustény
v destilované vodé v odmérné baiice o objemu 1000 ml a vSe bylo doplnéno
destilovanou vodou po znacku.

Jako stimulator riistu byla pouZita kombinace 2 mg.1"' 2,4-dichlorfenoxyoctové
kyseliny a 2 mg.1"! 6-benzylaminopurinu. [47]

Ptedem pfipravena plida pro kultivaci byla rozlita po 25 ml do varnych banék
pfipravenych pro suspenzni kultury. Banky byly uzavieny hlinikovou folii a

sterilizovany v autoklavu 15 minut pii teploté 121°C a tlaku pary 0,1 MPa.

4.2.3 Pasazovani a kultivace

PasaZzovani bylo provadéno v aseptickém boxu s laminarnim proudénim,
jehoZ prostor byl vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vyzaren nejméné 1 hodinu
germicidni zarivkou. PFi praci bylo pouZito sterilni sklo a nastroje, také musely byt
zachovany prisné aseptické podminky.

Suspenzni kultura byla kultivovéana pri teploté 25 °C a svételné periodé 16
hodin svétlo/8 hodin tma na pomalobéZném roleru. PasaZovani bylo provadéno vidy
po 14 dnech subkultivace prenesenim 2 ml narostlé suspenze do banék s Cerstvym

médiem. [47]
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4.3 Elicitace

4.3.1 Priprava roztoku elicitoru

K elicitaci byly pouzity 4 koncentrace roztoku chitosanu v 1% kyseliné

octové (nafedénim z nejsilngjsi koncentrace):

L. 1 mg/100 ml
II. 10 mg/100 ml
II1. 100 mg/100 ml

V. 1000 mg/100 ml

4.3.2 Elicitace a odbér kultur

Ve 14. dni kultivace byla provedena za aseptickych podminek elicitace
suspenzni kultury 4 koncentracemi roztoku chitosanu.

K experimentu bylo pouzito 72 kultiva¢nich ban¢k s explantatovou kulturou.
Soubor 8 neelicitovananych banék slouzil jako kultura kontrolni. Ke kontrolnim
kulturdm byl pfidavan 1,0 ml 1% roztoku kyseliny octové. Do ostatnich 64 ban&k
s kulturou byl napipetovan vzdy 1,00 ml elicitoru o pfislu§né koncentraci. Potom byly
elicitované kultury déle kultivovany za jiz uvedenych podminek. Po 6, 24, 48 a 168
hodinach aplikace elicitoru byly elicitované kultury odebrany. Odbéry kontrolnich
kultur byly provedeny po 6 a 168 hodinach. Buiiky suspenzni kultury byly oddéleny
od kultivaéniho média filtraci za snizené¢ho tlaku, promyty destilovanou vodou a
suSeny za laboratorni teploty.

U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni obsahu flavonoidi dle CL 2017.
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4.4 Stanoveni obsahu flavonoidu

4.4.1 Princip stanoveni

Po reakci s roztokem kyseliny borité a kyseliny $tavelové v kyseliné¢ mravenci

bezvodé byl stanoven obsah flavonoidii pomoci spektrofotometrie. [48]

4.4.2 Postup stanoveni

Zakladni roztok: 0,200 — 0,400 g upraskované kultury se ve 250ml bance

smicha se 40 ml lihu R 60% (V/V) a zahtiva se 10 minut ve vodni lazni pfi teploté 60
°C, za Castého protiepavani. Po ochlazeni se zfiltruje pfes chomacek vaty do 100ml
odmérné banky. Chomacek vaty se vlozi ke zbytku kultury ve 250ml barice, ptida se
40 ml lihu R 60% (V/V) a zahtiva se 10 minut ve vodni lazni pfi teploté 60 °C, za
Castého protiepavani. Po ochlazeni se zfiltruje do téze odmérné banky. 250ml barika i
filtr se promyji lihem R 60% (V/V) a promyvaci tekutina se ptidd do odmérné barky.
Spojené roztoky se ziedi lihem R 60% (V/V) na 100,0 ml a roztok se zfiltruje.

Zkouseny roztok: 5,0 ml zakladniho roztoku se odpaii v baiice s kulatym dnem

za snizeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dilt
methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a pfevede se do 25ml odmérné
baiiky. Baiika s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dilti methanolu R a
kyseliny octové ledové R (10 + 100) a promyvaci tekutina se prevede do téZze odmérné
banky. K tomuto roztoku se ptida 10,0 ml roztoku, ktery obsahuje kyselinu boritou R
(25,0 g/1) a kyselinu stavelovou R (20,0 g/1) v kyseliné mravenci bezvodé R a ztedi se
kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml.

Kontrolni roztok: 5,0 ml zékladniho roztoku se odpati v baiice s kulatym dnem

za snizeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dila
methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a ptevede se do 25ml odmérné
baiiky. Baiika s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dilt 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 kyseliny mravenci bezvodé R a ziedi se

kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml.
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Po 30 minutach se méfi absorbance zkousSeného roztoku pii 410 nm proti

kontrolnimu roztoku.

Obsah flavonoidll v procentech, vyjadieno jako hyperosid (C21H20012), se

vypocita podle vzorce:

A-1,235
v némz znaci:
A — absorbanci roztoku v maximu pii 410 nm;

m — hmotnost zkousené kultury v gramech.

Specificka absorbance ma hodnotu 405.
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4.5 Statistické zpracovani vysledki

Experimentem ziskané vysledky obsahu flavonoidt v kulturach Trifolium
pratense L. byly vyhodnoceny statisticky na zakladé T-testu. Jedna se o test

vyznamnosti rozdilu dvou primért pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05.

e Aritmeticky prumér

¢ Smérodatna odchylka

n
- B - n
s = e X — X)
=1

n - rozsah souboru
Xi - namefené hodnoty
X - aritmeticky pramér

s - smérodatné odchylka

e T-test

|x7 — x| nn, (ng +ny — 2)

VMS12 + nys,? n;+ n

t - testovaci kritérium
X1 - aritmeticky primér kontrolniho souboru
X, - aritmeticky soubor pokusné¢ho souboru
n; - pocet ¢lentl kontrolniho souboru
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n2 - pocet ¢lenti pokusného souboru
s1 - smérodatnd odchylka kontrolniho souboru

s2 - smerodatnd odchylka pokusného souboru

Testovacimu kritériu ptislusi t rozdé€leni se stupném volnosti (v), pocitano

podle vzorce: v=mn1+ n2—2.

Vypoctend hodnota testovaciho kritéria (t) se porovna s kritickou hodnotou
t(v)p pro vypocteny stupen volnosti (v) a zvolenou hladinu vyznamnosti (p). Je-li
hodnota (t) vétsi nez t(v)2, je rozdil |x; — x| statisticky vyznamny na hladiné

vyznamnosti (p).

Pro vypocteny pocet stupiiii volnosti v =2 a pro p(0,05) je kriticka hodnota
t(v)p = 3,182. [49]
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5 VYSLEDKY

5.1 Tabulky

Tabulka ¢. 1: Produkce flavonoidii v suspenzni kultuie Trifolium pratense L.

(varieta Sprint) elicitované roztokem chitosanu.

Ko centrace Df)ba Elicitace Kontrola
elicitoru a[?h‘kace T-test
mg/100 ml ehc(ll:;) g Prumérny | Smérodatna | Primérny | Smérodatna
obsah (%) odchylka obsah (%) odchylka

6 0,175 0,015 0,157 0,003 1,177

I 24 0,165 0,010 0,157 0,003 0,766
1 48 0,007 0,157 0,003 12,605

168 0,245 0,004 0,101 0,018 7,809

6 0,168 0,002 0,157 0,003 3,051

I 24 0,164 0,024 0,157 0,003 0,289

10 48 0,226 0,016 0,157 0,003 4,239
168 0,154 0,005 0,101 0,018 2,837

6 0,120 0,007 0,157 0,003 4,858

11 24 0,164 0,019 0,157 0,003 0,364
100 48 0,119 0,004 0,157 0,003 7,600
168 0,150 0,018 0,101 0,018 1,925

6 0,182 0,019 0,157 0,003 1,300

v 24 0,228 0,021 0,157 0,003 3,347
1000 48 0,207 0,016 0,157 0,003 3,071
168 0,192 0,022 0,101 0,018 3,201

Zelen¢ zvyraznénd hodnota oznacuje nejvyssi stanoveny obsah flavonoidua. Jedna se o

statisticky vyznamné zvySeni oproti kontrole; p = 0,05.
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Tabulka ¢. 2: Produkce flavonoidd v suspenzni kutltufe Trifolium pratense L.

(varieta Tempus) elicitované roztokem chitosanu.

Doba Elicitace Kontrola
Kon.ce.:ntrace aplikace
elicitoru . . T-test
mg/100 ml el‘c(‘lf;’r“ oirian | St | P | S
obsah (%) odchylka obsah (%) odchylka

6 0,231 0,000 0,137 0,006 15,667

I 24 0,269 0,023 0,137 0,006 5,553

1 48 0,019 0,137 0,006 7,177
168 0,175 0,015 0,145 0,009 1,715

6 0,259 0,028 0,137 0,006 4,260

1 24 0,254 0,013 0,137 0,006 8,172
10 48 0,248 0,008 0,137 0,006 11,100
168 0,136 0,003 0,145 0,009 0,949

6 0,196 0,016 0,137 0,006 3,453

I 24 0,142 0,005 0,137 0,006 0,640
100 48 0,184 0,001 0,137 0,006 7,727
168 0,170 0,008 0,145 0,009 2,076

6 0,182 0,000 0,137 0,006 7,500

v 24 0,153 0,004 0,137 0,006 2,219
1000 48 0,164 0,009 0,137 0,006 2,496
168 0,170 0,001 0,145 0,009 2,761

Zelen¢ zvyraznénd hodnota oznacuje nejvyssi stanoveny obsah flavonoidi. Jedna se o

statisticky vyznamné zvySeni oproti kontrole; p = 0,05.
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Tabulka ¢. 3: Produkce flavonoidi v suspenzni kultute Trifolium pratense L.

(varieta DO-8) elicitované roztokem chitosanu.

Dob Elicitace Kontrola
Koncentrace l?k a
elicitoru :ll; cli t:::: T-test
mg/100 ml (h) Primérny | Smérodatna | Primérny | Smérodatna
obsah (%) odchylka obsah (%) odchylka
6 0,177 0,008 0,178 0,005 0,106
I 24 0,255 0,011 0,178 0,005 6,373
1 48 0,006 0,178 0,005 25,991
168 0,324 0,009 0,186 0,009 10,842
6 0,179 0,010 0,178 0,005 0,089
I 24 0,261 0,007 0,178 0,005 9,649
10 48 0,368 0,013 0,178 0,005 13,641
168 0,277 0,008 0,186 0,009 7,557
6 0,236 0,015 0,178 0,005 3,668
I 24 0,274 0,020 0,178 0,005 4,657
100 48 0,294 0,006 0,178 0,005 14,852
168 0,270 0,009 0,186 0,009 6,600
6 0,282 0,005 0,178 0,005 14,708
v 24 0,293 0,012 0,178 0,005 8,846
1000 48 0,285 0,020 0,178 0,005 5,190
168 0,253 0,007 0,186 0,009 5,876

Zelen¢ zvyraznénd hodnota oznacuje nejvyssi stanoveny obsah flavonoidi. Jedna se o

statisticky vyznamné zvySeni oproti kontrole; p = 0,05.
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5.2 Grafy

Graf €. 1: Produkce flavonoidil v suspenzni kultuie Trifolium pratense L. (varieta

Sprint) elicitované roztokem chitosanu.
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Graf ¢. 2: Produkce flavonoidil v suspenzni kutltute Trifolium pratense L. (varieta

Tempus) elicitované roztokem chitosanu.
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Graf ¢. 3: Produkce flavonoidil v suspenzni kultuie Trifolium pratense L. (varieta

DO-8) elicitované roztokem chitosanu.
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6 DISKUZE

Vyssi rostliny jsou nejen dilezitym zdrojem potravin, dieva, vldkniny, olejt,
ale také poskytuji nejbohatsi vybér pfirodnich latek, z nichz je fada vyuzivdna
v mediciné a farmacii. Mnohé z téchto latek nelze ziskat ekonomicky unosnou
organickou syntézou a jejich vyroba pomoci genového inzenyrstvi v mikrobnich
systémech neni zatim feSitelnd, protoze vznikaji mnohostupfiovymi syntézami. Jednou
zmoznosti, jak ziskat pozadované rostlinné latky, je 1 wvyuziti rostlinnych
explantatovych kultur. [2]

Sekundéarni metabolity rostlin hraji vyznamnou roli pfi adaptaci rostlin na
podminky prostiedi a zaroven predstavuji dilezity zdroj 1é¢iv. Problémem in vitro
kultur je velmi nizkd nebo nulova koncentrace pozadovanych metabolitl. Nizké
vytézky souvisi se snizenim nebo zablokovdnim enzymové aktivity a nasledné i
metabolismu. Jednim z efektivnich zplsobu, jak zvySit produkci sekundarnich
metabolit v rostlinnych tkéanich, je vyuziti metody elicitace.

Elicitace je metoda zaloZena na faktu, ze akumulace vétSiny sekunddrnich
latek v rostlinach je soucésti obrannych mechanismi vyvolanych bud’ patogeny, nebo
vlivy prostiedi. Dosavadni poznatky naznacuji, ze se jedna o ekonomicky vyhodny
zpusob ziskavani ptirodnich latek, ktery nabyva na vyznamu. [50, 51]

Cilem této prace bylo sledovat vliv biotického elicitoru chitosanu na produkeci
flavonoidl suspenzni kulturou 7rifolium pratense L. (varieta Sprint, Tempus a DO-8).

Explantatové kultury byly kultivovany na Zivném médiu podle Gamborga
s ptidavkem 2 mg/1 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2 mg/l 6-benzylaminopurinu,
pii teploté 25°C a za stiidani svételného reZzimu (16 hodin svétlo/8 hodin tma).

VSechny tfi variety suspenzni kultury Trifolium pratense L. byly vystaveny
pusobeni roztoku chitosanu o ¢tyfech rtiznych koncentracich, a to 1 mg/100ml, 10
mg/100ml, 100 mg/100ml a 1000 mg/100ml. Vzorky se odebiraly po 6, 24, 48 a 168
hodinach. Kontrolni vzorky byly odebirany po 6 a 168 hodindch, nebot’ jejich
produkce se v takto kratkych ¢asovych intervalech vyznamné neméni. [52]

Z vysledki elicitace explantatové kultury Trifolium pratense L. (varieta
Sprint) biotickym elicitorem chitosanem (tabulka ¢. 1, graf €. 1) je ziejmé, Ze
nejlepsich elicita¢nich G¢inkd bylo dosaZeno pfi aplikaci nejnizsi koncentrace elicitoru.
Maximalni produkce flavonoidii (0,253 %) byla zjisténa pii plsobeni elicitoru o
koncentraci 1 mg/100ml po 48 hodinach, kdy doslo ke statisticky vyznamnému
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zvySeni obsahu flavonoidii o 61 % oproti kontrolni kultufe. K nejvétSimu zvySeni
obsahu flavonoid (o 143 %) oproti kontrole ale doslo pfi pouziti nejslabsi koncentrace
elicitoru po 168 hodinach jeho ptisobeni. Samotny obsah flavonoidi ve vzorku byl ale
niz8i nez v prvnim piipad¢ (0,245 %).

Pti elicitaci explantatové kultury Trifolium pratense L. (varieta Tempus)
roztokem chitosanu o ctyfech koncentracich (tabulka ¢. 2, graf €. 2) byly zjiStény
variety Sprint. Maximalni obsah flavonoida (0,280 %) byl vyvolan po 48 hodinach
pusobent elicitoru o koncentraci 1 mg/100ml. Obsah flavonoidti vzrostl oproti kontrole
0 104 %, coz predstavuje statisticky vyznamné zvyseni v porovnani s kontrolou. Pfi
pusobeni, kdy doslo ke statisticky vyznamnému zvyseni produkce flavonoidii o 96 %
oproti kontrolnimu vzorku. Obsah flavonoidi byl 0,269 %.

V ptipadé explantatové kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-8)
elicitované chitosanem (tabulka ¢. 3, graf ¢. 3) doslo k maximalni produkeci flavonoidi
(0,381 %) opét pii pusobeni nejnizsi koncentrace elicitoru 1 mg/100ml po dobu 48
hodin, kdy se produkce flavonoidli zvysila o 114 % oproti kontrole. Jedna se o
statisticky vyznamné zvysSeni produkce. Pozitivné lze hodnotit také mnozstvi
flavonoida ve vzorku po 48 hodinové aplikaci roztoku chitosanu o koncentraci 10
mg/100ml. U této koncentrace a doby plsobeni elicitoru byl zjiStén obsah flavonoidi
0,368 %, coz je o 107 % vice ve srovnani s kontrolnim vzorkem.

Porovname-li plisobeni biotického elicitoru chitosanu na suspenzni kulturu
Trifolium pratense L. vSech tfi variet (Sprint, Tempus a DO-8), je ziegmé, Ze
nejvyrazngjsi pozitivni efekt na produkci flavonoidlh ma v ptipadé 48 hodinového
DO-8 ke stanoveni maximalniho obsahu flavonoidt ve vzorku.

Pozitivni vliv chitosanu jako stimulatoru produkce sekundarnich metabolitd
1ze potvrdit také na zékladé clankl publikovanych v odbornych periodicich.

Ptikladem uspésné elicitace chitosanem je experiment zvefejnény v roce
2016, kdy byla zkoumana indukce aromatickych aminokyselin a fenylpropanoidovych
slou€enin v suspenzni kultute Scrophularia striata Boiss. V pokusu byly pouzity tfi
koncentrace chitosanu (10, 50 a 100 mg/l), které byly pfidany ke kulturam 7 dni po
subkultivaci. Elicitované kultury byly odebrany 5 dni po aplikaci elicitoru. VSechny
tit  testované  koncentrace  chitosanu  vyvolaly  vyznamnou  indukci

fenylpropanoidovych sloucenin, avSak nejvétsi nartist celkového obsahu fenold,
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flavonoidl a flavonoli byl pozorovan u koncentrace 100 mg/l. Tato studie ukazala
pozitivni vliv elicitoru chitosanu na produkci sekundarnich metaboliti v suspenzni
kultute Scrophularia striata Boiss. [53]

Dalsi studie se zaméfila na vliv chitosanovych a chitinovych oligomerii na
genovou expresi a produkci lignant v bunéénych kulturach Linum album. Bunky byly
po dobu péti dni vystaveny plsobeni oligomert chitosanu a chitinu o koncentraci 100
mg/l. Vysledky ukazaly, ze produkce lignani byla zvySena vSemi testovanymi
oligomery obou latek, avsak nejvyssi mnozstvi podofylotoxinu (73,5 pg/g susiny) a
lariciresinolu (96 pg/g suSiny) bylo dosazeno plsobenim hexameru chitosanu.
Mnozstvi podofylotoxinu tak bylo tfikrat vys$si nez u kontrolniho vzorku, obsah
lariciresinolu se v porovnani s kontrolou zdvojnasobil. [54]

Pozitivni elicita¢ni u€inek oligomeri chitosanu a chitinu byl prokazan také
v jiné préci, kterd studovala aktivitu fenylalanin amoniak-lydzy (PAL) a tyrosin
amoniak-lyazy (TAL), jakozto klicovych enzymi fenylpropanoidové drahy. Elicitory
byly aplikovany na listy s6ji (Glycine max L.) v koncentraci 100 pmol/l po dobu 12,
24, 36, 48, 60 a 72 hodin. Aplikace chitosanu a chitinu, resp. jejich oligomert,
zpusobila zvySenou aktivitu obou enzymti, PAL i TAL. Ve srovnani s kontrolami bylo
maximalni aktivity dosazeno po 36 hodinidch hexamerem chitinu a pentametrem
chitosanu. Celkovy obsah fenolickych latek v sdjovych listech po elicitaci oligomery
chitosanu a chitinu vzrostl, coZ poukazuje na pozitivni korelaci mezi enzymovou
aktivitou a celkovym fenolickym obsahem. [55]

V dalSim experimentu byla zkouSena kombinace elicitace chitosanem a
nasledného pfidani Diaion® HP-20 (styren-divinylbenzenové pryskyfice) ke
kotenovym kulturdm Plumbago indica L. s cilem zvySeni produkce plumbaginu.
Chitosan byl aplikovan v koncentraci 150 mg/l po dobu 72 hodin. Ve srovnani
s kontrolnim vzorkem se mnoZstvi plumbaginu zvySilo 6,6krat. Nasledné ptidani
Diaion® HP-20 o koncentraci 10 g/l a jeji plisobeni po dobu 48 hodin, vyrazné¢ zvysilo
obsah stanovované latky. MnozZstvi plumbaginu bylo aZ 10krat vyssi nez u neoSetiené
kotenové kultury. Schopnost chitosanu zvysit produkci plumbaginu v tak velkém
mnozstvi by mohla byt zptsobena napodobenim houbové infekce, ktera vyvolala
pfirozenou obranyschopnost, nebo zvySenim tvorby enzyml podilejicich se na
biosyntéze plumbaginu, stejné jako enzymi zahrnutych ve fenylpropanoidové draze
jinych sekundarnich metabolitl. [56]

ZvySenim produkce plumbaginu v kofenovych kulturach Plumbago indica L.

se zabyvala také dalsi studie stejnych autort jako u predchozi zminéné publikace, ktera
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posuzovala ucinky celkem 12 biotickych a abiotickych elicitort, véetné chitosanu.
Krom¢ L-alaninu a 1-naftolu byl mezi nejlepsimi elicitory k podpotfe produkce
plumbaginu také chitosan, ktery v koncentraci 150 mg/l vyznamné zvysil jeho obsah
v susiné na 10,6 mg/g, coz bylo 5,5krat vice nez u neoSetienych kofenovych kultur.
[57]

Jiny pokus studoval elicitaci chitosanem za ucelem zvySeni produkce
kurkuminu, a také stimulaci obranné reakce u kurkumy (Curcuma longa L.). Chitosan
o koncentraci 0,1 % byl sprejem aplikovan na rostlinu kazdych 30 dni (celkem 7krat).
Odbér vzork byl provadeén 5 dni po kazdém posttiku. Pouziti chitosanu jako elicitoru
vyvolalo zvySeni obsahu kurkuminu v oddencich, stejné¢ jako zvySeni celkové
produkce kurkuminu na rostlinu. V porovnani s kontrolami bylo mnozstvi kurkuminu
v rhizomech o 56 % vyssi a produkce v celkové rostliné byla zdvojnasobena. Studie
poukazuje na pouziti chitosanu jako ekologicky Setrné slouceniny pro zvySeni
produkce kurkuminu rostliny Curcuma longa L. [58]

Chitosan zvysil také produkci xanthonl v in vitro kulturach Hypericum
perforatum za soucasného snizeni produkce flavonoidl. Krom¢ xanthonii indukoval
chitosan také tvorbu 1,7-dihydroxyxanthonu (euxanthonu) a cadensinu G. Tyto latky
ovsem nebyly detekovany v kontrolnich vzorcich. [59]

Pozitivni elicitacni u¢inek chitosanu byl uveden také v praci, kterd popisuje
aplikaci chitinu a chitosanu jako potencialnich elicitorti kumarint a fluorochinolovych
alkaloid® v in vitro kulturach Ruta graveolens L. Pokusy byly provadény za pouZiti
dvou koncentraci chitinu 1 chitosanu (0,1% a 0,01%). Vysledky ukazuji, Ze obé¢
slouCeniny indukovaly vyznamny narist koncentraci téméf vSech metaboliti.
V ptipad¢ furanokumarinti, 0,1% chitosan zdvojnasobil produkci sekundéarnich
metabolitl ve srovnani s jeho niz§i koncentraci (0,01%). Jako ptiklad lze uvést
bergapten, jehoZ mnoZstvi v susing €inilo az 904,3 pg/g. [60]

Suspenzni kultura Taxus chinensis byla elicitovana chitosanem, methyl
jasmonatem a stiibrnymi ionty. Krom¢ samostatného piisobeni jednotlivych elicitorti
byla testovana také jejich kombinace. Nejvétsi produkce paklitaxelu bylo dosazeno
kombinaci chitosanu o koncentraci 50 mg/l, methyl jasmonatu o koncentraci 60 pg/l a
Ag" iont o koncentraci 30 pg/l. Stanovené mnozstvi paklitaxelu bylo pfi tomto slozeni
elicitorl 25 mg/l, coz je témet 40krat vice nez v ptipadé kontroly a 6krat vice neZ pii
elicitaci samotnym chitosanem. [61]

Jind prace sledovala elicitaéni ucinek chitosanu a pektinu v suspenznich

kulturach Morinda citrifolia L. na produkci antrachinond, fenolll a flavonoida.
47



Elicitory byly pouzivany samotné nebo ve vzajemné kombinaci. Optimalni
koncentrace chitosanu pro zvySeni biosyntézy sekundarnich metaboliti byla 0,2
mg/ml. Pfi této koncentraci elicitoru bylo mnozstvi stanovovanych latek v suSiné
103,16 mg/g v ptipad¢ antrachinond, 48,57 mg/g v piipadé fenoll a 75,32 mg/g
v ptipad¢ flavonoidu. [62]

Pozitivni vliv chitosanu na produkci sekundarnich metabolit potvrdily také
dalsi studie, napt. u kultur Mentha piperita L. [63], Cocos nucifera [64], Origanum
vulgare subsp. hirtum [65] nebo Pueraria candollei [66].

Na zaklad¢ vsech uvedenych studii a také vysledki této diplomové prace 1ze
potvrdit, Ze bioticky elicitor chitosan je vhodnym stimulatorem produkce

sekundarnich metabolitl v rostlinnych explantatovych kulturach.
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7 ZAVER

Byl sledovan vliv chitosanu jako biotického elicitoru na produkci flavonoid

v suspenzni kultute Trifolium pratense L. (varieta Sprint, Tempus a DO-8).

Vysledky této prace mohou byt shrnuty nasledovné:

1. Nejvyssi obsah flavonoidii po elicitaci roztokem chitosanu v suspenzni kultuie
Trifolium pratense L. varieta Sprint (0,253 %) byl dosazen po 48 hodinové
aplikaci elicitoru o koncentraci 1 mg/100ml, kdy doslo ke statisticky
vyznamnému zvyseni produkce o 61 % oproti kontrolni kultufe.

2. Nejvyssi obsah flavonoidi po elicitaci roztokem chitosanu v suspenzni kultute
Trifolium pratense L. varieta Tempus (0,280 %) byl dosazen po 48 hodinové
aplikaci elicitoru o koncentraci 1 mg/100ml, kdy doslo ke statisticky
vyznamnému zvyseni produkce o 104 % oproti kontrolni kultufe.

3. Nejvyssi obsah flavonoidi po elicitaci roztokem chitosanu v suspenzni kultuie
Trifolium pratense L. varieta DO-8 (0,381 %) byl dosazen po 48 hodinové
aplikaci elicitoru o koncentraci 1 mg/100ml, kdy doslo ke statisticky
vyznamnému zvyseni produkce o 114 % oproti kontrolni kultufe.

4. Zda se, Ze nejvyznamnéjsi z hlediska zvySeni obsahu flavonoidli u vSech tfi
variet suspenznich kultur je 48 hodinové aplikace chitosanu o koncentraci 1

mg/100ml.
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Nazev diplomové prace: Studium sekundarnich metabolitd v rostlinnych

explantatovych kulturach I

Zakladnim predpokladem uspésné elicitace, ktera se vyuziva ke zvySeni
produkce sekundarnich metabolitil, je mimo jiné nalezeni vhodného elicitoru, jeho
koncentrace a optimalni doby piisobeni elicitoru na rostlinnou kulturu in vitro, coz
bylo pfedmétem této diplomové prace.

Byl sledovan vliv 6, 24, 48 a 168 hodinového pusobeni roztoku chitosanu (ve
¢tyfech koncentracich) na produkei flavonoidi v suspenzni kultute Trifolium pratense
L. (varieta Sprint, Tempus a DO-8).

Kultura byla kultivovana na médiu podle Gamborga s piidavkem 2 mg/1 2,4-
dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2 mg/l 6-benzylaminopurinu, pii teploté¢ 25°C a
svételné periodé 16 hodin svétlo/8 hodin tma.

Nejlepsi elicitacni G€¢inek chitosanu na produkei flavonoida byl u vSech tii

cv v
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A principal precondition for successful elicitation used to increase the
production of secondary metabolites is, among other, finding a suitable elicitor, its
concentration and the optimal period of time of the action of the elicitor on the plant
culture in vitro, which was the aim of the present diploma thesis.

The effect was examined of a 6, 24, 48 and 168 hour action of the solution of
chitosan (in four concentrations) on the production of flavonoids in the suspension
culture Trifolium pratense L. (variety Sprint, Tempus and DO-8).

The culture was cultivated in Gamborg medium to which 2 mg/l of 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid and 2 mg/l of 6-benzylaminopurine were added, at the
temperature of 25°C and 16 hours light/8 hours dark period.

The best elicitation effect of chitosan on the production of flavonoids was the
lowest concentration of 1 mg/100ml in all three studied varieties after 48 hours of

application.
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