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1. UVOD

Rostliny jsou jiz od nejstarSich dob pro ¢lovéka dillezitym zdrojem potravy, ale
zaroven také slouzi k terapii rozliénych nemoci. Zpisob pouziti 1écivych rostlin se
postupem c¢asu velmi zménil. Zatimco diive prevladdalo piimé pouziti drog nebo z nich
zhotovenych ptipravki, pouZivaji se dnes velmi asto izolované &isté latky. (14) Rada
prirodnich ucinnych latek se stala predlohou pro synteticky vyrabéna léCiva, kterd se
pouzivaji jako takova, nebo dochazi k obménam jejich struktury za ucelem dosazeni
vyhodnéjsich terapeutickych vlastnosti. V disledku velkého mnoZstvi ptfirodnich struktur,
komplikované syntézy a Casové i ekonomické naro€nosti, neni primyslovad vyroba u
velkého mnozstvi pfirodnich latek mozna. V téchto ptipadech zistavaji 1é¢ivé rostliny
jedinym vyuzitelnym zdrojem terapeuticky ucinnych latek.

Rostlinny materidl se pro dal§i zpracovani ziskavd sbérem intaktnich rostlin ¢i
z polnich monokultur. Tyto metody maji ovSem fadu nedostatkd, jako je moznost vyskytu
skadct, chorob, sezénni sklizen, zavislost produkce na podnebi, pocasi, teploté, svétle,
ptdnich a vodnich podminkéch atd. V zavislosti na téchto faktorech mize dojit ke zménam
mnozstvi a pomérného zastoupeni jednotlivych rostlinnych metabolit. (25)

Tyto obtize vedou k hledani alternativnich zptsobt ziskévani rostlinnych metaboliti.
Jednou z moznosti je vyuziti biotechnologickych metod zalozenych na kultivaci
rostlinnych bunék a tkani. Jde o kultivaci in vitro rostlinnych explantata, kdy metabolity
mohou byt produkovany a kontrolovany za danych podminek. Kultivace probihd bez
zavislosti na ptirodnich podminkach, produkovana biomasa je sterilni a vysoce homogenni.
(20)

Mnozstvi uCinnych latek (sekundarnich metabolitil) ziskanych z explantatové kultury
byva bohuzel oproti intaktni rostlin€ niz$i. Jednim z efektivnich zptsobti zvySeni produkce
sekundarnich metaboliti je metoda elicitace. Vyuziva se zde vlastnosti rostlin a in vitro
kultur reagovat na riizné stresové podnéty kaskddou obrannych reakci s naslednym
zvysenim produkce sekundarnich metaboliti. (53,62,63)

V soucasnosti dochazi diky Sirokému spektru biologickych ucinka ke vzristu zajmu
o produkci flavonoidi a isoflavonoidi explantatovymi kulturami. Vhodnym zdrojem
téchto latek se jevi jetel luéni (Trifolium pratense L., Fabaceae)

Problematikou elicitace explantatové kultury Trifolium pratense L. kyselinou

jasminovou a chloridem rtutnatym se zabyva i tato diplomova prace.



2. CIL PRACE

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

2. Sledovani vlivu ptisobeni riznych koncentraci elicitorti kyseliny jasminové a
chloridu rtutnatého v riznych €asovych intervalech na produkci flavonoidii a

isoflavonoidii v explantatové kultute Trifolium pratense L.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Jetel luéni (Trifolium pratense L., Fabaceae)

3.1.1. Botanicky popis rostliny

Jetel lu¢ni je vytrvala (u nékterych forem jen dvou az tfiletd) bylina dosahujici vysky
15-100 cm. Druh je ve vzristu mimotfadné proménlivy. Dalsi ¢etné variability nachazime
také ve velikosti 1 v odéni lodyh a palisti podplrnych listi.

Kofen této byliny je dlouhy ktlovité rozvétveny, mnohohlavy a sah4d hluboko do
pudy (az 50 cm). Tii az péticlankové lodyhy vyrUstajici z prizemni listové riizice jsou
veétSinou mirn¢ hranaté, Cetné, pfimé, vystoupavé az poléhavé, jednoduché ¢i chudé
vétvené. Povrch lodyhy je bélaveé chlupaty, v nékterych ptipadech jsou lodyhy olysalé az
témer lysé, Casto naCervenalé. VSechny listy jsou trojcetné, spodni dlouze tapikaté, sttedni
a horni s fapiky krat$imi, az téméf pfisedlé. Listy jsou slozené z listkli maximalné 15 x 30
mm velikych, obvejCitych az téméei okrouhlych, skoro celokrajnych, na lici lysych a s
pticnou bélavou nebo ¢ervenohnédou skvrnou ve tvaru pilmeésice. Listky jsou nezietelné
rapikaté, maji jen malo vyniklé zilky, vespod jsou misty pfitiskle chlupaté a na okraji

brvité.




Kvéty se uspotadavaji do hlavek, které vyristaji zdanlivé na vrcholu lodyhy. Maji
kulaty nebo vejCity tvar a jsou vétSinou piisedlé, podepiené palisty nejhotejSich lista.
Primérna velikost hlavek je 2-3 cm. Kazda hlavka je slozena z 30-60 kvéth primérné 16-
18 mm dlouhych. Kvéty jsou piimé a prisedlé, péticetné, vzdy bez listend, slozené z
desetizilného kalichu, ktery je vné kratce chlupaty a ma dolni zub delsi, zbarveny

karminové az Cervené (ziidka bélozelené). Koruny jsou na bézi srostlé.

Plodem jsou jednosemenné lusky vejcovitého tvaru. Semena jsou nesoumérné
srdcovita, pon€kud zplostéla, 1,5-2,0 mm dlouha, 1,2-1,5 mm Sirokd, zlutd az piskové

hnéda. Trifolium pratense L. kvete od kvétna do fijna. (1,2,3.,4,5)




3.1.2 Vyskyt

Trifolium pratense L. je rozsiten témet po celé Evropé, dale pak v zdpadni Asii az po
Altaj, Bajkal a severni Indii. ZavleCeny, zdomacnély a péstovany je ovSem také ve
vychodni Asii, v jizni Africe a v Australii. Jetel luéni miizeme najit i v Severni a Jizni
Americe a na Novém Zélandu, kde ovSem roste jen plan¢. Tato bylina je péstovana na
polich jako pice, roste také Casto na lukach, pastvinach, stranich, v piikopech a okrajich
cest a lest. Je to rostlina pomérné pfizplisobiva, vyborné se ji dafi v niZindch, stejné jako

ve vysSich nadmotskych vyskach. (1,6,7)

3.1.3. Odridy

V Ceské republice rozeznivame 3 poddruhy Trifolium pratense L. Tyto poddruhy
byvaji nékdy hodnoceny jako odrudy.

o Trifolium pratense subsp. pratense (Jetel lucni pravy) - vyznacuje se husté
ptitiskle chlupatymi lodyhami a listky. Tato odriida se pouziva prevazné jako
1é¢ivka a roste pouze v nizsich nadmoitskych vyskach.

o Trifolium pratense subsp. sativum (Jetel lucni sety) — tato odrida se od
ostatnich odliSuje predevsim pficnou skvrnou na listcich a velkym
kvétenstvim. Jetel lucni sety méa velky vyznam hospodaisky, ptfedstavuje
jednu z nejvyznamnéjSich picnin.

o Trifolium pratense subsp. americanum (Jetel lucni americky) — odliSuje se
drsné& odstale rezavé chlupatymi lodyhami. Tento poddruh byl do CR piivezen
ze Severni Ameriky v 80. letech 19. stoleti, ale pozdéji se od jeho péstovani

upustilo. (1)

3.1.4. Sbér a pouZiti drogy

Jako droga se pouzivaji susené nerozpadlé kvétni hlavky - Trifolium pratense flos.
Cervené ¢&i karminové zbarvené kvétni hlavky otrhavame od kvétna do srpna. Hlavky musi
byt Cerstvé vykvetlé, piekvetlé jsou bezcenné, pii suSeni hnédnou a rozpaddvaji se. Kvéty
muzeme jeden den vystavit v jednoduché vrstvé pfimému slunci a pak dosusit ve stinu a

v pravanu. Susime-li hlavky uméle, teplota by neméla piekrocit 35°C. Pomér seschnuti je u



jetele 6:1. Hlavni podminkou suSeni je, aby hlavky ztstaly v celku a nebyly uvnitt suché.
Castym piehrabavanim se totiz hlavky snadno rozpadaji a davaji bezcennou drt’. Spravng
ususena droga si zachovava pivodni barvu, ¢i trochu ztmavne, droga nesmi byt ovSem
rezava. Droga podléha pomérné rychle zkaze, proto ji pii uchovavani chranime pted
svétlem a vlhkem. (2,3)

V lidovém lécitelstvi je jetel lucni nejcastéji uzivan ve formé nalevu (2 ¢ajové 1zicky
drogy na Sidlek vody) jako antidiarhoikum. Tradién¢ se také pouziva pii kaslich a
bronchitidach. Bylo zjisténo, Ze snizuje svalovy spasmus a pisobi jako dekongescens a
expektorans. Droga byla také Casto uzivana k ¢isténi krve. Zevné ma nalev uziti jako kozni
desinficiens na ekzémy a hnisavé rany, pouziva se také do obkladl pii priusnicich.

V soucasnosti se droga upotiebuje jako chutové a vonné korigens do ¢ajovych smési.
Nemaly vyznam ma dnes Trifolium pratense L. v nehormondlni substitu¢ni terapii Zen
v menopauze. Jeho estrogenni aktivita je dnes velmi casto vyuzivana a pfipravky
s obsahem této drogy maji u pacientek vesmés velmi pozitivni ucinky a ohlasy. V posledni

dobé byl také objeven pozitivni G€inek jetele lucniho pfti 1é€be rakoviny prsu. (2,3,8,33)

3.1.5. Obsahové latky

V Trifolium pratense L. najdeme pomérné rozsahlé spektrum obsahovych latek. Patii
sem flavonoidy, isoflavonoidy, glykosidy (tricholin), tfisloviny, kumariny, saponiny,
organické kyseliny (salicylova, stavelova, kumarova, hroznova aj.), fenolické latky, silice,
pryskyfice, tanin, bilkoviny, aminokyseliny (asparagin v listech), vitaminy, mineralni latky
(Co a Cu), antokyany a flavonova barviva. Z hlediska moderniho terapeutického pouziti se
jako nejvyraznéjsi skupina latek jevi isoflavonoidy. Mezi né fadime biochanin A a
formononetin, které se vyskytuji ve vétsi mife, dale pak genistein, genistin, daidzein,

kumestrol, ononin a trifoliol. (2,5,9,10,39)
3.1.5.1. Flavonoidy

Flavonoidy neboli flavonoidni latky patii mezi rostlinné sekundarni metabolity. Je to
velice rozsahlad skupina rostlinnych fenoldi, v soucasné dobé je zndmo vice nez 4000
flavonoidnich latek a stale se nachazeji dalsi slouceniny. Tyto latky jsou v rostlinné fisi

velmi rozsifeny, jednd se o ve vodé rozpustnd barviva (predevSim cCervend, modra a



purpurova) zodpovédna za barvu kvéth, ploda a nekdy i listd. (31) Ulozeni flavonoida v
rostlinném organismu je druhové zavislé. VSeobecné vsak plati, ze ve vodé rozpustné
glykosidy jsou nejcastéji ulozeny ve vakuoldch. Mohou byt ukladany pouze do bunck
epidermis listu nebo soucasné do epidermis i mezofylu listu. Oba typy tkdni mohou pak
kumulovat odlisné typy flavonoidi. Aglykony se nejCastéji nachdzi v kutikule listt.
Diivodem je vyssi lipofilita (hydroxylové skupiny ve struktufe slouceniny jsou ¢astecné
nebo uplné methylované) a tim paddem lepsi rozpustnost ve voskové vrstvé na povrchu
listu. V kvétech jsou flavonoidy ulozeny v bunikach epidermis. Flavonoidy mlizeme najit
také v oplodi plodi, semenech a pylovych zrnech. Flavonoidni latky najdeme také
v silicich. Zde se vyskytuji nejcastéji ve své methoxylované a methylované formé, ¢i

flavonoidy chudé na kyslik (maji vyssi lipofilitu). (11,12,14)

Chemicka struktura:

Flavonoidy jsou derivaty kyslikaté heterocyklické slouceniny fenylchromanu.
Zakladem je chroman arylovany v poloze 2 (u isoflavonoidl v poloze 3, neoflavonoidii

v poloze 4)
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T
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Bézn¢ byvaji  vSechny tii  kruhy substituovany hydroxyskupinami nebo
methoxyskupinami. Jednotlivé derivaty se pak navzijem liSi pouze poctem a polohou
hydroxylovych skupin na obou aromatickych kruzich a napojenim cukrti nebo organickych
kyselin. Dle stupné oxidace pyranového kruhu rozeznavame nasledujici zakladni struktury
flavonoidt :
flavany, flaveny, flavanony, flavanoly, flavanonoly, flavandioly, chalkony, katechiny,
leukoanthokyanidiny a anthokyanidiny. (13,12,11,31)

Pfirodni flavonoidy se nejcastéji vyskytuji ve formeé O-glykosidi. Glykosidy jsou
latky obsahujici ve své molekule cukernou a necukernou slozku (aglykon neboli genin).
Cukry se ve glykosidech vyskytuji v cyklické forme. VétSinou se aglykon kondenzuje svou
OH- skupinou s OH- skupinou cukru, vznikéd pak spojeni ptes — O — (tzv. O-glykosidy).
Flavonoidni latky se mohou také vyskytovat ve form¢ aglykont, ale to pouze velmi ztidka.
Tento jev muze nastat napf. pii technologickém zpracovani pii vysSich teplotich a v
kyselém prostfedi, kdy casto dochdzi k hydrolyze glykosidii a vzristu koncentrace

aglykont. (12,13)

Biosyntéza:

Aglykony flavonoidnich glykosidi vznikaji obéma hlavnimi cestami vedoucimi
k syntéze aromatickych latek v biologickych systémech. Jeden Sestiuhlikovy fragment se
odvozuje z acetatového metabolismu a zbyvajici devitiuhlikova ¢ast od kyseliny Sikmové.
Meziproduktem biosyntézy je patnactiuhlikaty chalkon vznikajici z kyseliny skoficové a tii
molekul acetatu. Tento meziprodukt je pozdéji pietvaien na flavon a déva tak zéklad vSem

ostatnim flavonoidum.

Funkce v rostlinném organismu:

vvvvvvv

které pomahaji lakat opylovace. Tyto latky nemusi byt vzdy barevné, ale mohou pfispivat
ke zbarveni pouze jako kopigmenty. V nékterych piipadech absorbuji zafeni blizké UV a
vysledna barva je vnimana pouze hmyzem. Flavonoidy jsou pfitomny také v kutikule listi
a epidermalnich bunkéch, kde plisobi jako antioxidanty a chrani tak pletiva pfed ni¢ivym
ucinkem UV zéfeni. Vyznam pro rostliny ma ziejmé také jejich ucast na oxidoredukcnich

pochodech a pravdépodobné i1 pii pohlavnim rozmnozovani rostlin. (11,14,15) N&které



flavonoidy maji schopnost piisobit jako inhibitory jinych rostlinnych enzymu (tyrosinazy,
glykosiddzy, diacylglycerol acetyltransferazy aj.) (16,17,18,28) Bylo objeveno, Zze
flavonoidy nékterych rostlin plisobi v rostlinném organismu jako fytoalexiny. Tyto latky
s nizkou molekulovou hmotnosti maji antimikrobialni aktivitu a rostlina je schopna jejich

syntézy po napadeni mikroorganismy. (11,19)

Biologicka aktivita:

Pro své vSestranné piisobeni na organismus byvaji flavonoidy ¢asto ozna¢ovany jako
bioflavonoidy. Jejich terapeutické uziti se zaklada na schopnosti normalizovat permeabilitu
kapilér, odstrafiovat jejich lomivost, pusobit antihemorhagicky a antiedematézné (ucinek
P-vitaminu). Jsou inhibitory hyaluronid4zy, brani Sifeni mikrobidlnich toxinl tkdnémi a
jsou proto podpturnymi prosttedky pii léceni infekénich nemoci. Nékteré flavonoidy ptisobi
diureticky, rozsifuji cévy a snizuji krevni tlak. Vazénim iontl vépniku tvoii komplexni
soli. Brani tak srazeni krve a zadrzuji vapnik v téle. Potencuji t¢inek vitaminu C a maji téZ
vlastnosti choleretické, cholagogni a spasmolytické. (13,14,26) U nékterych flavonoidd,
zvlasté u licoflavonu C, byla v posledni dobé objevena také vyrazna estrogenni aktivita

porovnatelna s u¢innosti isoflavonoidu genisteinu. (30)

3.1.5.2. Isoflavonoidy

Isoflavonoidy patii stejné jako flavonoidy do rozsahlé skupiny sekunddrnich
rostlinnych metabolitd. VSechny znamé isoflavonoidy jsou latky zodpovédné za barvu
kvéti a plodu. Isoflavonoidy se také podileji na rastu klickt, vyhonii a pupent, ve kterych
se vyskytuji v hojné mitfe. Bylo objeveno, ze tyto latky se jistym zplisobem mohou také
podilet na obrané rostlinného organismu (antimikrobidlni aktivita). (32,36)

Piirodné se vyskytujici isoflavonoidy jsou rostlinné metabolity s estrogenni aktivitou
a spole¢n¢ s kumestany a lignany tak ptedstavuji hlavni fadu aktudlné¢ pozorovanych u
fytoestrogent. Estrogenni Uc¢inky isoflavonoidii byly poprvé pozorovany roku 1940 u
australskych ovci, které trpély tzv. "jetelovou nemoci". Ovce které spasaly prevazné
jetelové pastviny trpe€ly poruchami reprodukce, abnormalni laktaci, zménami pohlavnich
organtl, permanentni neplodnosti, prolapsy uteru a velmi tézkymi porody. Problémy této

nemoci analyzoval a pti¢inu urcil veterinai Henry Bennets jiz roku 1946. (33,34,35)



Isoflavony byly prvné objeveny u celedi Fabaceae (Glycine max, Trifolium pratense,
Arachis hypogaea). Vyskytuji se také v Celedich Iridaceae, Euphorbiaceae a Asteraceae
(Helianthus spp.). V rostlinach je najdeme nejcastéji ve formé glykosida, nékteré vsak také
ve form¢ aglykont. Nejrozsitenéjsimi ptirodné se vyskytujicimi aglykony jsou daidzein,
genistein, biochanin A a formononetin. Nejucingjsimi glykosidy zastoupenymi hlavné
v ¢eledi Fabaceae jsou daidzin a genistin. Béhem zpracovani, izolace a analyzy jsou tyto
latky chemicky ¢i enzymaticky degradovany na aglykony. Po peroralnim uziti se daidzein
a genistein metabolizuji v gastrointestinalnim traktu, biochanin A a formononetin se
mohou vzdjemné béhem metabolismu pfeménovat na genistein a daidzein. (33)

Typickym izoflavonoidem jetele je formononetin. Ten je sice sdm o sobé neucinny,
ale plisobenim stfevni mikroflory se postupné méni na daidzein, dihydrodaidzein a equol.
Az posledni jmenovand latka je ucinnym fytoestrogenem, jako takova se v jeteli tedy

nevyskytuje. (35)

Chemicka struktura:

Chemicky jsou isoflavonoidy derivaty 3-fenylchromanu.

im@

Jsou strukturné vice rozmanité nez ostatni skupiny flavonoidii a tvofi n¢kolik skupin,
které se 1isi stupném oxidace pyranového kruhu. RozliSujeme tedy isoflavonoidy odvozené
od 3-fenylchromanu, 3-fenylchromonu, 3-fenylchromenu, 2-arylbenzofuranu a flavonoidy
s otevienym pyranovym cyklem. Nejrozsahlejsi skupinou isoflavonoidd jsou isoflavony,

které tvofi nejvice redukovanou formu isoflavonoida.

Isoflavon
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Biosyntéza:

Isoflavonoidy v rostlinach vznikaji v zdkladu na stejném principu jako flavonoidy,
tedy kondenzaci polyacetitu a aromatickych aminokyselin, které jsou syntetizovany
biosyntetickou cestou kyseliny Sikimové. Z béznych flavanonovych meziproduktii jsou

syntetizovany migraci arylu katalyzovanou enzymem 2-hydroxyisoflavanonsyntazou. (36)

Biologicka aktivita:

Isoflavonoidy jsou, jak jiz bylo zminéno, jednim zhlavnich fytoestrogent.
Fytoestrogeny jsou latky ptirodniho pivodu, které strukturné a funkéné napodobuji savci
estrogen. Tyto latky se hojné pouzivaji k nehormonalni substitucni terapii Zen
v menopauze. Snizuji vyskyt menopauzalnich syndromil, maji pozitivni a preventivni
ucinek na osteoporézu, snizuji riziko vyskytu kardiovaskularnich nemoci (aktivita
antiatherogenni, hypocholesteromickd a antioxidacni) a vyrazné redukuji riziko vzniku

rakoviny prsu. Byl také zjistén pozitivni vliv isoflavonoidll v prevenci rakoviny prostaty.

(33)

12



3.1.6. Fytoestrogeny v lécbé menopauzdalniho syndromu

V obdobi pfechodu ¢ihd na Zeny dvoji riziko, jez souvisi s estrogeny. Funkce
vajecnikll vyhasiné a produkce estrogenti prudce klesa. Tento jev mé dopad na fadu tkani.
Projevi se ubytek kostni hmoty (osteoporéza), ztenci se kiize i sliznice a zméni se kvalita
cév. Nepiiznivé zmény se tykaji 1 mozku a to zejména kognitivnich funkci. U tfetiny Zen
vedou tyto zmény k ¢astym zlomenindm, cévnim komplikacim a infarktim. Ani pro zbylé
dvé¢ tfetiny Zen vSak neni pfechod nijak pfijemnym obdobim a jeho pribéh se da tézko
dopiedu odhadnout. Ubytku estrogenti v menopauze je mozné piedchazet tim, Ze se
chybéjici hormony télu dodaji jako 1éky. Hormonalni substitu¢ni terapie byla zavedena uz
pied ptl stoletim a postupné se rozsifila na zna¢nou c¢ast populace zen ptislusného véku.

Starnuti ptinasi také riziko Cast&j$iho vyskytu karcinomu prsu a délohy. Pro tyto
nadory jsou estrogeny rustovym faktorem podobné jako pro tkang, od nichz jsou odvozeny.
Statistiky hodnotici zdravotni vyznam hormonalni terapie v dne$ni dobé¢ ¢asto poukazuji na

znacné riziko vzniku nadorového bujeni (nddory prsu a délohy). (35)

V dusledku zjisténi zadvaznych vedlejSich nezadoucich ucinki klasické hormonalni
substituéni terapie (HRT), v soucasnosti stale vice stoupa vyznam alternativni 1é¢by
menopauzalnich syndromi. Do poptedi se v posledni dobé dostavaji piipravky s obsahem
fytoestrogent. Pozitivni G¢inek téchto latek na klimakterické obtize byl poprvé pozorovan
u asijskych zen, které konzumovaly velké mnozstvi isoflavonii (s6ji). Tyto zeny mély
a hormon-dependentnich nadort. U¢inky téchto latek byly béhem poslednich let postupnd

ovéfeny a v soucasnosti jiZ pomdhaji velkému mnozstvi zen po celém svété. (72)

Fytoestrogeny jsou latky rostlinného ptivodu, které strukturné nebo funkéné
napodobuji ucinky estrogent a hraji tak diilezitou roli v prevenci klimakterickych obtizi,
rakoviny, srde¢niho selhdni a osteopordzy. Rozlicna biologicka aktivita fytoestrogent je
déana jejich schopnosti pilisobit jak estrogenné jako agonisté estrogenu, tak antiestrogenné
jako jeho antagonisté. Jako agonisté napodobuji u¢inky endogenniho estrogenu a jako
antagonist¢ mohou blokovat, nebo alterovat jeho receptory. Fytoestrogeny jsou diky svému

agonistickému a antagonistickému pusobeni klasifikovany jako selektivni modulatory
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receptorit pro estrogen. Tyto latky také diky své nizké molekulové hmotnosti mohou
prochéazet bunéénymi membranami.

Existuji rizné tiidy fytoestrogenl: isoflavony, kumestany, ligniny, antrachinony,
chalkony, flavony, prenylflavonoidy a saponiny. V pfirodé se také vyskytuji rostlinné
steroidy jako naptiklad estron nalezeny v palmé Elaeis guineensis, nebo [-sitosterol,
nalezeny ve velmi nizkych mnozstvich ve vét§ing rostlin. Fytoestrogeny jsou roztfidény na
zakladé chemické struktury, kterd se podoba struktute estrogent. Pro efektivni vazbu na
receptor je dilezity aromaticky kruh a hydroxylova skupina. Dilezitym rysem jsou také
sterické a hydrofobni vlastnosti, stejn¢ jako vodikova vazba mezi fenolickou hydroxylovou
skupinou a vazebnym mistem receptoru. Biologicka aktivita jednotlivych fytoestrogent se
li$i a je Casto uvadéna jako niz$i nez nativni ¢i synteticky estrogen. Rozdilnosti aktivity
jednotlivych latek mohou byt dany pravé odliSnostmi v chemické strukture. V nékterych
pripadech se aktivnimi fytoestrogeny stanou latky az po metabolizaci v ZivociSném
organismu. (33)

Predmétem hlavniho z4jmu se v soucasnosti stala skupina isoflavont. Tyto latky jsou
rozsifeny u bobovitych rostlin, zv1asté pak sdji (Glycine max), jetele luéniho (7rifolium

pratense) a podzemnice olejné (Arachis hypogaea).

Trifolium pratense L.

Jetel lucni zacal byt ve farmacii pouzivan za¢atkem dvacétého stoleti na 1écbu zilnich
onemocnéni. Estrogenni aktivita byla objevena az roku 1950 a jako estrogenni latky byly
identifikovany isoflavony formononetin, biochanin A, daidzein a genistein. Extrakty jetele
luéniho byly testovany na obsah a G¢innost isoflavontll a bylo potvrzeno, Ze tyto tyto latky
maji schopnost vazat se na estrogenové receptory v lidském téle. Jako hormondlné
nejaktivné;si latka jetele lu¢niho byl shledan genistein. Na zakladé mnoha humaénich studii
a klinickych testii byly extrakty jetele lu¢niho doporuceny jako prevence rakoviny prsu,
kardiovaskularnich chorob a vSech ostatnich klimakterickych obtizi. Bylo také zjiSténo, ze

tyto extrakty vyznamné snizuji hladinu LDL cholesterolu v séru. (33)

Jetel lu¢ni a jeho isoflavonoidy jsou v soucasnosti pfedmétem velkého zajmu mnoha
védcll, ustavi a firem. Na trhu jiz miZeme nalézt celou Skalu UspéSné pouZzivanych
ptipravki s obsahem vytazki jetele lucniho. V budoucnu bude ale zapotiebi jest¢ mnoho
studii, které¢ by oziejmily vSechny 1écebné Ucinky této rostliny jako vyznamného zdroje

fytoestrogend.
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3.2. Explantatové kultury rostlin

3.2.1. Uvod

Rada rostlinnych latek pouzivanych jako farmaka je pro ¢lovéka stale nenahraditelna
a pozadavky na tyto latky stale rychle stoupaji. Proto jsou kromé zemédélské produkce
nyni ve stfedu z4jmu jiné alternativni zdroje. Jednim z velmi seridznich zdrojii je pravé
v dnesni dob¢ jiz vysoce vyvinutd technika explantatovych kultur rostlin. (20)

Prvni pokusy zabyvajici se touto problematikou provedl Haberlandt (1902). VSechny
jeho pokusy byly provadény s vysoce diferencovanymi buitkami a tak se i pfes zasadni
zmény medii a podminek kultivace nepodafilo jemu, ani jeho nasledovnikiim, dojit
k uspéchu. Pozitivni vysledky byly dosazeny az pii vyméné bunék diferencovanych za
meristematické. Prvni Hénnign (1904) a az dlouho po ném dalsi (Ditrich 1924, Tukey
1933, La Rue 1936) tspésné kultivovali rostlinna embrya. Dal$im meznikem bylo dosazeni
neomezené rostoucich kalusovych kultur, kterého docilili nezavisle na sobé¢ Nobécourt
(1937) a Gautheret (1938). B&hem pomémé dlouhé doby byly poté realizovany
explantatové kultury nejrozmanitéjSich rostlinnych druhti a pletiv. K dal$im objevim jiz
z pozd¢jsi doby patii pak ziskavani haploidii cestou kultivace praSnik in vitro a ziskavani
rostlinnych protoplastil cestou enzymatického rozruseni bunééné stény. (21)

Tato metoda ma nezastupitelné misto ve Slechtitelstvi a v soucasné dobé se také

uplatiiuje k produkei sekundarnich metabolitt rostlin.
3.2.2. Charakteristika

Pojem kultura rostlinnych explantati in vitro (explantatovd kultura) znamena
aseptickou kultivaci izolovanych ¢asti rostlin (¢ast zivého pletiva, soubor vice organti ¢i
samotny organ, nebo jeho ¢ast a dokonce i jedinou butiku) za umélych podminek. V praxi
to znamena oddélit ze sterilné napéstované nebo povrchové sterilizované rostliny urcitou
¢ast, umistit ji do sterilniho prostoru a kultivovat za vice ¢i méné€ definovanych podminek.

Hlavni vyhodou explantatovych kultur je moznost dlouhodobé a v pomérné malém

prostoru kultivovat velké populace bun¢k a z kazdé z nich Ize vypéstovat plnohodnotnou
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rostlinu. Diky této metod¢ Ize také konzervovat genetickou stabilitu materialu a vyuzit

metod genového inzenyrstvi ve Slechténi rostlin. (20,24)

3.2.3. Zakladni terminy

e Rostlinny explantat — kazdy fragment zivého pletiva, cely organ nebo

komplex organti, odebrany bud’ z intaktni rostliny, nebo z jiz existujici

kultury s cilem péstovat jej v podminkach in vitro

e Kultivace in vitro — péstovani v podminkach co nejaplnéji definovatelnych po
strance chemické 1 fyzikalni, zabranujicich nezddouci kontaminaci
cizorodymi zivymi organismy a buitkami

e Intaktni rostlina — pivodni rostlina péstovana v pfirozenych podminkéach

e Primarni explantat — rostlinny explantat odebrany piimo z intaktni rostliny

e Primarni kultura — kultura primarnich exoplantat

e Subkultivace, pasazovani — pienos celé kultury nebo jeji ¢asti do Cerstvé
zivné pudy s cilem obnovit, zachovat, ¢i zesilit rist po dalsi subkultivacni
interval

e Subkultivacni interval — obdobi mezi dvéma po sobé nasledujicimi

subkultivacemi kultury

e [Kalus — v ptivodnim slova smyslu neorganizované pletivo, vzniklé ¢innosti
sekundéarnich meristémt po poranéni rostliny, v pfeneseném slova smyslu
pletivo proliferujici na povrchu nenddorovych primarnich explantat, které je

schopné subkultivace (20)

3.2.4. Zakladni principy

Zakladem rostlinného organismu vznikajicitho pohlavnim rozmnoZovénim je jedna
buika — zygota (vznika oplozenim vaje¢né bunky bunkou spermatickou). Zygota obsahuje
v jadie kompletni genetickou informaci a mitoticky se d€li. Zygota je totipotentni.
Totipotence je schopnost rostlinnych bun€k obnovit v pribéhu diferenciace specializované
funkce. Procesem mitotického déleni vznikaji dcefiné buiiky, které se dale diferencuji a
stavaji se stavebnimi jednotkami specializovanych pletiv. Moznost vegetativniho mnozeni

vSak ukazuje, ze rostlinné bunky touto diferenciaci nijak nedegeneruji, naopak jsou
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schopny dediferenciace a opétného dé¢leni. Proces dediferenciace je zaloZzen na tzv.
diferen¢ni genové aktivité, kdy se specializace builkky vytvafi na zaklad¢ aktivace ci
inaktivace urcitych gent pfislusného rostlinného druhu. Dediferenciaci a neorganizovany
rust je mozné navodit zménou podminek, ve kterych se dana bunka nachéazi. V rostlinném
organismu je tedy totipotentni jak zygota, tak meristematickd i jakakoliv jind buiika.
Teoreticky je tedy jakékoliv pletivo obsahujici buiiky s funkénim jadrem, vhodné pro
odvozeni explantatové kultury. (22)

Péstujeme-li rostlinny explantat po uréitou dobu v podminkéch in vitro, ziskdvame
tedy kulturu rostlinnych explantata.

Dle morfologického hlediska délime tyto kultury do péti kategorii:

o kultury organové — organové systémy, organy nebo jejich zaklady ¢i ¢asti,
péstované v podminkach in vitro zplsobem, ktery umoziiuje jejich
diferenciaci a veelku zachovava jejich stavbu a funkci

o kultury tkanové (pletivové) — do razného stupné soudrzné, morfologicky
dezorganizované mnohobunééné komplexy pletiva, pomnozované na pevnych
¢1 polotuhych nosi¢ich nasycenych zivnhym mediem nebo vyjimecné v tekuté
zivné pudé

o kultury suspenzni — volné bunky a malé bunééné shluky rozptylené
v promichané a provzduSnované tekuté Zivné ptidé

o kultury bunécné — volné jednotlivé bunky pomnozované v tekuté ¢i polotuhé
zivné pude nebo na pevném nosi¢i nasyceném zivnou pudou

e kultury protoplastii — builky zbavené pevnych bunécnych stén, obalené

pruznou, elastickou plazmalemou (20,24)

3.2.5. Kultivace rostlinnych kultur in vitro

Z parenchymatickych pletiv rozli¢nych rostlinnych ¢asti je mozno odvodit kalusové
explantaty reprezentované nediferencovanou hmotou bunék rostoucich na polotuhém
mediu a z nich potom explantaty suspenzni a bunécné, které rostou v pudach tekutych. Na
udrzovani explantatii jsou potiebné ziviny (K, Ca, Mg, zdroje dusiku, fosforu, siry,
glukéza, stopové prvky). Nevyhnutelny je také piidavek vitamini, fytohormont a

rustovych hormont, pravidelné pasdzovani do nového Zivného prostiedi, v ptipadé
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bunécnych kultur také provzdusinovani a zachovani sterility zivného media. Rist a vyvoj
rostlinnych kultur také vyznamé ovliviiuji fyzikdlni podminky kultivace.

Nediferencované bunky obsahuji také genetické informace podnécujici tvorbu
sekundarnich metabolitld. Pro maximalni tvorbu sekundarnich metaboliti je vzdy nutné

nalézt optimalni chemické i fyzikalni podminky kultivace. (26,27)

3.2.5.1. Odvozeni a udrzovani kultury

Pro spé$né odvozeni explantatové kultury je dilezity vybér mate¢né rostliny a ¢asti
rostlinného téla. U vétSiny dvoudéloznych bylin je mozné odvodit kalus zrtznych
explantatl (segmentu listl, stonki, kotfent, kouskli zdsobnich organti, vzrostnych vrchold,
embryi atd.) U rostlin jednod€loznych je vybér vhodnych pletiv mensi. Danou rostlinu ¢i
rostlinné semeno je nejprve nutno povrchové sterilizovat a dale péstovat v aseptickych
podminkach. Nasleduje odebrani vhodného fragmentu, pfeneseni na Zivnou pidu a
inkubace za optimalnich podminek (23-28 °C a vhodna perioda svétlo/tma). Po nékolika
tydnech ziskame soubor parenchymatickych nediferencovanych bunék — kalusti. Rist
kalusi je ve vétSine pripadid indukovan umisténim explantdtu na medium s vysokou
koncentraci auxinu (1-10 mg/l) v pfitomnosti niz§i koncentrace cytokininu. K ziskdni
stabilniho a homogenniho materidlu je ovSem zapotiebi provést vétsi pocet pasazi a
dodrZet konstantni podminky kultivace.

Z kalusové kultury lze odvodit kulturu suspenzni a to bud’ enzymatickym C¢i
mechanickym zpiisobem. Pro odvozeni se nejcastéji pouziva kalusova kultura rozpadava,
kalus kompaktni je nevhodny. Pfi prvnim zpisobu se jako rozvolnovaci ¢inidlo pouzivaji
pektinazy, v druhém piipade jsou kousky kalusu kultivovany na tekutém mediu na tfepacce
nebo rolleru. K ziskani jednobunécné suspenze se musi rostouci suspenzni kultura
pravidelné filtrovat ptes sitka o znamé velikosti pord. Velmi dulezité je nasledujici
pravidelné pasdzovani a zabranéni nezadouci kontaminace vzorkd pifisnym dodrzovanim

aseptickych podminek. (20,22,26,27)

3.2.5.2. Bunécné suspenzni kultury

Bunééné suspenzni kultury predstavuji relativné homogenni populaci bun¢k nebo

malych bunéénych agregatii, které jsou kultivovany v pohybujicim se tekutém zivném
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médiu. Pouziti tekutych médii umoznuje bunkdm suspenze piimy kontakt s zivnym
médiem. Jednotlivé slozky Zivného roztoku jsou tedy bunkam velice snadno a rychle
pristupné. Tento jev spolu s dobrou vyménou dychacich plynli v pohybujicim se médiu
umoziuje velmi rychly rist bunééné suspenze.

Ke kultivaci bunéénych suspenzi se pouzivaji rizné kultivacni systémy, které maji
spole¢né pouzivani pohybujicich se tekutych zivnych medii. Pohyb média zajist'uje aeraci,
usnadiiuje ptistup zivin k buiitkdm a napomaha rozpadu bunéénych shlukt, které vznikaji
pii déleni bunék. Kultivaéni nddoby (nejcastéji 100-500 ml Erlenmeyerovy banky) se
umist'uji na roller (v Sikmé rovin¢ se otacejici plocha) nebo na tfepacku (pohyb banck
v horizontalni roving€). Pocet otacek rolleru je v zavislosti na zafizeni 1-10 otaCek za
minutu, u tfepacky je to 30-150 otaek/min. pti amplitudé vykyvu 2-5 cm. Pfi pouZzivani
rolleru se mechanické separaci bun¢k napomahd specialni upravou kultivacnich ban&k
(maji rizné vystupky). Pfi uziti rolleru i tfepacky se kultivacni nddoby napliiuji médiem
pouze do jedné pétiny az jedné Ctvrtiny.

Pro kontinudlni kultivace bunéénych suspenzi se pouzivaji rtizné typy bioreaktord.
Pohyb média je zde zajistovan bud’ michadlem nebo probubldvanim sterilniho vzduchu.
Moderni bioreaktory jsou jiz pln€¢ automatizované a schopné zajiStovat stalé slozeni
zivného roztoku, stalou hustotu bunécné suspenze, regulaci pH, stalou koncentraci plynt 1

monitorovani rastu bunééné kultury. (22)

3.2.5.3. Rust a pasazovani suspenznich kultur

Roste-li bunécnd suspenze v uzavieném systému, dochdzi v pribéhu casu ke
zvySovani jeji hustoty a ke zméné slozeni média. Rust suspenzni kultury je diky
snadnéjSimu piistupu k zivinam mnohem rychlej$i nez rust kultury kalusové. Rychly rist
bunck zpisobuje rychlé odcerpdvani Zivin z kultivaéniho media a k zajisténi stalého ristu
je proto nutné bunécné suspenze pomeérn¢ cCasto pasazovat na cCerstvé médium.
Nejvhodnéjsi doba pro pasdzovani kultury je na konci exponencidlni faze rustu (jedna
z fazi ristové kiivky), kterd je charakteristickd aktivnim délenim a riastem bunck, pficemz

rust neni limitovan exogennimi faktory.
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Rist bunécné suspenze muzeme tedy charakterizovat rtistovou kiivkou. Tato kiivka

vyjadiuje zavislost mnozstvi bunck v suspenzni kultufe na dobé kultivace.

Obr. Ruastova kiivka

logx

B

.............. mnozstvi bunék

.............. doba kultivace

Kfivka je ur€ena Sesti zdkladnimi fazemi:

1.

lag faze — pomaly rlst bunécné suspenze tésné po naockovani, je dan
prizpisobovanim se bunck novému prostiredi

akceleracni faze (fdze zrychleni) — buiiky se mnozi stale stoupajici rychlosti,
maji dostatecny ptisun zivin a kysliku, vSechny dilezit¢ enzymové reakce
postupné dosahuji maximalnich konstantnich rychlosti a ptechazeji do
ustalen¢ho stavu.

exponencialni faze — velmi intenzivni narast bunécné suspenze, bunky rostou
stale stejnou, maximalni rychlosti, trvd tak dlouho, dokud maji bunky
dostatecny pfisun zivin a rist neni inhibovan odpadnimi produkty bunék
deklinacni faze (faze zpomaleni) — rychlost mnozeni se nasledkem poklesu
mnozstvi zivin a zvySovani poctu toxickych metabolickych produkta snizuje
stacionarni fdze — populace bunék dosahuje maximalni a po ur¢itou dobu
konstantni velikost, dochazi k poklesu ¢i Gplnému zastaveni rlstu bunék,

pocet novych bun€k se rovna mnozstvi bunék uhynulych, rast je inhibovan
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snizujicim se mnoZzstvim Zivin a stoupajicim mnozstvim odpadnich latek
v médiu

6. faze odumirani — ziviny jsou jiz prakticky vyCerpany, dochdzi k rtizné
rychlému odumirdni bunék, pro pribéh této faze neexistuje zadné obecné

pravidlo, je zavisla na dané kultuie (20,22)

Délka doby mezi zalozenim nové kultury a stacionarni fazi zalezi na nékolika
faktorech: pocatecni hustoté suspenze, dob¢ trvani lag faze a délce bunééného cyklu dané
kultury. Kazda buiika inokula se béhem kultivace 4-6 krat déli, ¢emuz pak odpovida nartst
bunécné masy. Primérnd inkubacni doba je 18-25 dni, pti velmi aktivnim dé€leni 6-9 dni.
Pfi pouziti velmi nizké pocéateéni hustoty bunck dochazi k prodlouzeni lag faze a
exponencialni faze. Rist bunééné suspenze je ovSem mozné stimulovat jejim kontaktem
s kulturou o vysoké hustoté bunék, resp. s metabolity, které intenzivné se dé€lici bunky
uvoliiuji do okolniho média. Intenzivné se délici bunky totiz produkuji substance, které
stimuluji rst okolnich bunék.

Pasazovani bunécné suspenze lze provadét centrifugaci ve zkumavce pii 200-1000xg
po dobu 5 minut. Supernatant se odpipetuje a sedimentované buiky se resuspenduji
v Cerstvém zivném roztoku. Nova suspenze se prefiltruje pres sterilni filtr o velikosti pora
250 pm. Tim se odstrani velké bunétné agregaty a poté se stanovi pocet bunck v 1 ml
suspenze. Suspenze se potom rozpipetuje v urcitém objemu (podle poctu bunék v inokulu)

do banék s kultivacnim médiem. (22)

3.2.5.4. Fyzikalni podminky kultivace

Pro spravny rust explantatové kultury je tfeba nalézt vhodné okolni prostiedi.
Z fyzikalnich faktorii, které maji piimy vliv na tkdnovou kulturu sem lze zatradit teplotu,

osvétleni, pH zivného média a vlhkost vzduchu.

e Teplota — teplota kultivace je vétSinou zvolena empiricky kolem 25°C. Pfili§
nizka nebo naopak pfili§ vysoka teplota by mohla inhibovat rist a sekundarni
metabolismus kultury. Jeji hodnota ma vliv na dobu zdvojeni poctu bunék a

jeji zvyseni mize indukovat organogenezi kultur.
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e Osvétleni — v zavislosti na svétle dochazi Casto ve tkanovych kulturach ke
zmén¢ intenzity biosyntézy a akumulace sekunddrnich metabolitd. Je proto
dalezité¢ zvolit u dané rostliny vhodnou periodu svétlo/tma. Pozitivni vliv
svétla byl prokdzan napft. u kultur produkujicich digoxin a diosgenin.

e pH Zivného média — na rozdil od kultivace mikroorganismii nebo
zivoci$nych tkani neni u rostlinnych tkdnovych kultur bezpodmine¢né nutna
pfesnd hodnota pH zivného media. Pouzivané roztoky byvaji obvykle slabé
kyselé. Optimalni hodnota pH je zavisla na typu kultury, vétSinou se pohybuje
mezi pH 5,5 - 6,0.

e vlhkost vzduchu - vlhkost vzduchu v kultivacnich mistnostech byva
nastavena na hodnotu v rozmezi 20 — 98% podle poZadavkl dané kultury. Je-
li vlhkost pfili§ nizka, mohlo by dojit ke zkorkovaténi povrchu tkéni ¢i jejich
uhynu. Pii pfili§ vysoké vlhkosti pary na povrchu média kondenzuji a tim

inhibuji rist kultury. (20,22)

3.2.5.5. Kultivacni médium

vvvvvv

morfogenezi tkdnovych kultur. Médium dodava bunkdm Zziviny potifebné pro rist, vyvoj,
mnozeni a uskutecnovani vsech biochemickych procesu.

Kultivaéni médium se standartné¢ skladd znasledujicich slozek: makroelementy,
mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny ¢i dal§i zdroje organického dusiku, sacharidy,
zdroje organického uhliku, dals§i nedefinované organické slozky, zpeviiujici latka a ristové
regulatory.

Vhodnych médii existuje celd fada. Rizna jsou pouzivana pro rozlicné druhy rostlin a
odlisné ucely kultivace. Mezi nejcastéji pouzivanad média patii média, ktera popsali: White
(1963), Murashige a Skoog (MS, 1962), Gamborg et al. (B5, 1968), Gautheret (1942),
Shenk and Hildebrant (SH 1968), Nitech and Nitsch (1969), Lloyd and McCown (1981).
Média MS, SH a BS5 jsou na rozdil od ostatnich charakteristickd vysokym obsahem

makroelementd.
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Makroelementy — patii sem Sest nejdulezitéjSich prvka: dusik, fosfor, draslik,
vapnik, hotc¢ik a sira. Optimalni koncentrace kazdého prvku je znacné zavisla na
rostlinném druhu, vétSinou byva vétsi nez 30 mg/l. Jelikoz pro zajisténi ristu
nekterych druhii explantatovych kultur rostlin je nutna redukovana forma dusiku,
musi byt anorganicky dusik do média dodédvan ve formé nitrati ¢i amonnych soli.
Mikroelementy — jsou latky nezbytné pro rist tkafiovych kultur. Radime k nim:
zelezo, mangan, zinek, bor, méd’ a molybden. Do médii se také nekdy dodava
kobalt, jod, sodik a chlor. Tyto latky ovSem nejsou pro rast explantatové kultury
nezbytné.

Zdroje organického uhliku — jako nejcastéjsi zdroj uhliku a energie je pouzivana
sachar6za, v nékterych pfipadech je mozné ji nahradit glukdézou ¢i fruktézou.
Obvykle pouzZivand koncentrace sachardzy v Zivném médiu je 2-5% Mén¢é Casto
jsou jako zdroje uhliku pouzivany alkoholy. Z nich se jako nejvhodnéjsi zdroj jevi
glycerin. Dal§im alternativnim zdrojem mohou byt organické kyseliny, nejsou
ovSem zdrojem idedlnim.

Zdroje organického dusiku — pfestoze kultivované rostlinné bunky si jsou
schopny vSechny aminokyseliny syntetizovat z anorganického dusiku, ptidavaji se
do média pomérné Casto nekteré aminokyseliny. Jejich pfitomnost v rostlinném
explantatu stimuluje jeho rust, slouzi jako bezprostfedni zdroj dusiku a mohou byt
piimo vyuzivany k syntéze proteint.

Destilovana voda — voda pro piipravu zivnych roztokii miize obsahovat jen
minimalni mnozstvi anorganickych latek, musi byt prosta pyrogent a organickych
necistot

Vitaminy — explantatové kultury si na rozdil od rostlin nejsou schopny sami
v dostateCném mnozstvi syntetizovat vitaminy nezbytné k ristu a vyvoji. Do médii
se tedy nejCastéji pfidava thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin a myo-inositol.
V nékterych zivnych piidich nalezneme také biotin, kyselinu listovou, kyselinu
askorbovou, kyselinu pantotenovou a riboflavin. Pfitomnost téchto vitaminli neni
vSak vétSinou nezbytné nutna.

Nedefinované organické sloZky — rist kultury je ¢asto mozné stimulovat pfidanim
celé fady organickych extrakti jako napt.: hydrolyzat kaseinu, kokosové mléko,
extrakty z kukufice, pSenice, sladu, vlasského ofechu, koniského kaStanu a kvasnic.

Nékdy se pridava aktivni uhli, které ma za kol absorpci latek inhibujicich rtst ¢i
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naopak absorpci rastovych medidtora. Zapfic¢inuje tak jak stimulaci, tak inhibici
rustu rostlinnych kultur.

e Latky pouZzivané pro zpevnéni media — nejcastéji se pro piipravu tuhych medii
pouziva agar. Agarové gely jsou stabilni pfi kultivacnich teplotdch, nereaguji
s ostatnimi slozkami média a nejsou rozkladany rostlinnymi enzymy. Tuhost média
1ze regulovat pouzitim riznych koncentraci agaru.

e Ristové regulatory — jsou latky stimulujici rast rostlinnych bun¢k. V podminkach
in vitro je buiiky nejsou schopny v dostate¢né mife samy syntetizovat, musi byt

tedy do Zivného média dodavany. (20,22)

3.2.5.6. Rustové regulatory

Ristové reguléatory jsou specifické latky stimulujici ¢i inhibujici rist rostlin. Kazda
rostlina mé schopnost si tyto latky sama do urcité miry syntetizovat. Riistové regulatory
jsou spolu s podminkami prostfedi nutné k dosazeni harmonického rastu rostlinného
organismu, miizeme jim tedy pfisoudit funkci absolutniho organizatora a regulatora rastu
rostlin. (20)

Dukaz existence riistovych latek provedl Went (1926) na koleopatii trav (koleopatie
je soubor stejnych bunék schopnych intenzivniho rtstu, ve kterych neprobiha bunééné
dé€leni). Z pokusu vyplynul zavér, ze na vrcholu koleoptie existuje latka podporujici riist
bunék. (27)

Za stimulatora ristu se povazuje latka, kterd podnécuje rostlinu, piipadné tkan k vétsi
zivotnosti. Rostliny jsou pak schopny intenzivnéji a 1épe vyuzivat ziviny a jejich asimilacni
pochody probihaji mnohem intenzivnéji nez u rostlin nestimulovanych. Naopak rastovymi
inhibitory oznacujeme latky, které ve fyziologickych koncentracich riist zpomaluji.
Zduraznéni fyziologické koncentrace je podstatné, jelikoz stimulatory rGstu mohou ve
vysSich koncentracich rtst kultury inhibovat a naopak, inhibitory rGstu v nizSich
koncentracich mohou rast stimulovat. (22)

Ristové regulatory se déli jednak dle ucinku, na stimulatory a inhibitory ristu, a dale

pak dle piivodu, na regulatory piirozené a syntetické.
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e Auxiny — jsou vkultivatnim médiu pouzivany piredevSim za tucelem
stimulace ristu kalusu a bun¢k, v nékterych piipadech k indukci tvorby prytt
a zejména kotentl, k indukci somatické embryogeneze a stimulaci ristu pryt.
Jsou odvozeny od kyseliny indolyloctové (IAA), kterd predstavuje nativni
auxin.  Ostatni  latky, jako  kyselina  indolylmaselnd  (IBA),
dichlorfenoxyoctova (2, 4-D) a naftyloctova (NAA), jsou latky syntetické.
Rizné druhy auxinli maji riznou fyziologickou aktivitu, pohybuji se riiznou
rychlosti pletivy, jsou vazany na jiné receptorové bunky a jsou jinym
zptisobem metabolizovany. (22)

e Cytokininy — v kultivaénich médiich se pouzivaji za ucelem stimulace
bunééného déleni a stimulace tvorby axilarnich pryti. Mezi bézné pouzivané
cytokininy patfi pfedevSim benzylaminopurin (BAP), 6-dimethylaminopurin
(IPA), furfurylaminopurin (kinetin) a zeatin. Zeatin a IPA jsou povazovany za
nativni cytokininy, zatimco kinetin a BAP pfedstavuji skupinu syntetickou.
Dalsi nativné vyskytujici se latkou s podobnou chemickou strukturou jako
cytokininy, je adenin. V néktererych ptipadech byla i u adeninu pozorovéana
cytokininova aktivita.

e Gibereliny — stimuluji rGst bunénych kultur pfi nizké hustoté suspenze,
skupiny patti kyselina giberelova (GBA 3) a giberelin. GBA 3 v nizsi
koncentraci podporuje rovnomérny rast, v koncentraci vyS$i vyvolava
pievahu prodluzovaciho rustu nad tloustnutim. Tato kyselina také podporuje
syntézu [AA.

e Kyselina abscisova — v zavislosti na rostlinném druhu mutze tato latka
stimulovat 1 inhibovat riist kalusu, stimulovat proliferaci prytl a inhibovat
pozdéjsi faze embryogeneze. Chemicky se jednd o seskviterpenickou

kyselinu. (22,27)

Rist explantatovych kultur ovlivituji hlavné auxiny a cytokininy. O charakteru ristu
kultury nerozhoduje pouze koncentrace jednotlivych hormonti, ale €asto jejich vzajemny
pomér. Slozeni a koncentraci regulatorti ristu je tedy vzdy tieba citlivé prizptsobit

naroktim kazd¢ kultury. (20,22)
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3.2.6. Biotechnologické vyuZiti explantdtovych kultur

Vyuziti explantitovych kultur lze rozdélit na dvé oblasti. Jde o produkci
sekundarnich metabolitd témito kulturami a problematiku biotechnologickych metod
v rozmnozovani a S$lechténi rostlin. V obou skupinich je velmi intenzivné provadén
vyzkum, ktery ma dnes 1 své praktické uplatnéni.

Béhem 90. let 20. stoleti byla v Evrop¢ zalozena tada stedisek biotechnologického
vyzkumu, které se vénuji jednak vyzkumu a také komer¢nimu vyuzivani rostlinnych kultur

in vitro. (37)
3.2.6.1. Tvorba sekundarnich metaboliti

Tkanové kultury rostlin se mohou v priimyslové produkci sekundarnich metabolitt
uplatnit na n¢kolika Grovnich. Pfedné je mozné vyuzit explantitovych kultur k vlastnimu
mnozeni rostlin vyznamnych zhlediska produkce sekundarnich metaboliti, dale
k ziskavani produkti obsazenych v nesnadno péstovatelnych rostlinach a ziskadvani novych
¢1 veétstho mmnozstvi znamych latek v disledku zmén metabolismu explantatovych
rostlinnych bunék. (20,22)

Hlavni vyhody bunééné kultivace oproti kultivaci celé rostliny jsou nésledujici:

e Produkce sekundarnich metaboliti probihd za kontrolovanych podminek a
v prostiedi nezavislém na klimatickych zménach ¢i pudnich podminkach

e V kultufe jsou vylouceny negativni biologické vlivy jako jsou mikrobi a
hmyz, ktefi v pfirodé¢ méni produkei sekundarnich metabolit

e Bunky kterékoliv rostliny, bez ohledu na geograficky ptivod, mohou byt
snadno péstovany k ziskani jejich specifickych metabolitt

e Kaultivace probihd za sterilnich podminek, nehrozi zadné bakteridlni nebo
houbové onemocnéni

e Automatizace fizeni bunééného rlstu a raciondlni regulace metabolickych
procesi muze prispet ke snizeni pracovnich nékladd a zvysit produktivitu
(22,37)

Syntézu a akumulaci sekundarnich metaboliti je mozné povaZovat za aspekt
diferenciace, jev, ktery je charakterizovan biochemicky, histochemicky a morfologicky.

Bylo demonstrovano, ze v rychle rostoucich rozpadavych suspenznich kulturdch se
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akumuluje jen malé mnozstvi sekunddrnich metaboliti. Oproti tomu v procesech
cytodiferenciace, bunéné agregace a morfologické organizace dochazi ke zpomaleni riistu,
coz pifimo koreluje se vzestupem syntézy sekundarnich metabolit, pfedevSim cestou
omezeni primarniho metabolismu. Stimula¢né na produkci sekundarnich metaboliti mtze
ptsobit i vliv ur¢itého stresu, jako napf.: sniZeni koncentrace zivin v Zivném roztoku,
vynechéni rastového regulatoru, vliv zareni, nebo aplikace elicitort. Elicitory jsou agens
biologického plivodu, které ptisobi jako aktivatory enzymil v pletivech rostlin a vyvolavaji
obrannou odpovéd’ bunék zalozenou na produkci sekundarnich metabolitii. Produkce miize
byt vedle biotickych elicitorii stimulovana také elicitory abiotickymi (UV zafeni, chlad,

vysoka teplota, soli tézkych kovili, zmény pH atd.) (22,37)

Rostliny 1 tkanové kultury syntetizuji vétSinou sekundarni metabolity jen v urcité
ontogenetické fazi, v uréitém obdobi ristového cyklu. Casto se stava, e prevedenim do
kultury in vitro a ztratou diferenciace pletiva dochazi ke zméné ¢i preruSeni metabolickych
drah, ¢imZ se kvalitativn€ zméni spektrum produkovanych latek. Objevi se vedlejsi
produkty metabolickych drah, modifikované latky vychozich rostlin, ¢i latky nové, které se

daji vyuzit k riznym farmaceutickym t¢elim. (37)

V néasledujici tabulce jsou uvedeny pfiklady uspéSnych pokusi o vyprodukovani
sekundarnich metabolitl rostlinnymi kulturami v mnozstvi vyznamné vét§sim nez v intaktni

rostling. (38)

Sekundarni metabolit Rostlina Pouziti

ginsenosid Panax ginseng Potravinovy doplnék
antrachinon Rubia tinctorum, R akane Pigment,potr.dopinék,farmacie
diosgenin Dioscera deltoides Farmacie

vinkristin Catharanthus roseus Farmacie

ginkolidy Gingo biloba Farmacie

digoxin Digitalis lanata Farmacie

kapsaicin Capsicum frutescens Ochucovadlo

taxol Taxus cuspidata Farmacie
imperatorin Angelica dahurica Farmacie

morfin a kodein Papaver somniferum Farmacie
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Pres velké mnozstvi tuspéchii dosazenych v oblasti rostlinné biotechnologie
v produkci uziteényh sekundarnich metabolitl, ziskané poznatky stile v dostatecné mite
nedosahuji komer¢ni aplikace. Z velkého mnoZstvi uziteCnych metaboliti ziskanych
pouzitim tkanovych kultur dosahlo Sirokého komercéniho pouziti pouze malé mnozstvi
latek. Patii sem shikonin z rostlinné kultury Lithospermum erythrorhizon, purpurin ziskany
z explantatové kultury Rubia akane a pomérné zndmy taxol, ktery se ziskavéa z kultury

Taxus cuspidata. (38)

Budoucnost primyslového vyuziti bunéénych kultur pro produkci pfirodnich latek
v bioreaktorech zavisi pfedevSim na vyvoji postupii a technologii zkracujicich periodu
kultivace a zvySujicich vytézek. Perspektivni je 1 pienos rostlinnych gent, které koduji
enzymy katalyzujici reakce biosyntézy sekundarni latky do bakteridlni bunky ¢i bunky

mikroskopickych hub. (37)

3.2.6.2. Rozmnozovani a Slechténi rostlin

V pribéhu 90. let 20. stoleti se objevily nové perspektivy pro Slechténi rostlin. Byl
podan pifimy diikkaz o tom, Ze systém nediferencované bunécné a pletivové kultury je
mimotadné vhodny pro rozsifeni genetické proménlivosti rostlin a ze vytvaii moznosti
selektovat agronomicky vyznamné vlastnosti na urovni in vitro. DoSlo tak k propojeni
genetického studia rostlinné buriky s klasickou mendelistickou hybridologickou analyzou.

V dne$ni dobé maji tedy tkanové kultury rostlin své nezastupitelné misto nejen ve
vyzkumu, ale také vprimyslu a zemédé€lstvi, kde slouzi k mnozeni, Slechténi a
ozdravovani rostlin. (20,23)

Z raznych aplikaci jsou nejdilezité;si:

e Vegetativni mnozeni — umoznuje rychlé ziskavani tisicti shodnych rostlinnych
jedinci (orchideje, karafiaty, gerbery)

e Meristémové kultury — umoziiuji ziskdvani ozdravenych bezvirovych rostlin.
Postup je zaloZen na ptredpokladu, Ze viry neinfikuji meristematické pletivo a
tudiz izolované vrcholy ke kultivaci jsou viruprosté (pfiinou je intenzivni
déleni bun¢k meristémi). Vétsinou tento zékladni predpoklad splituje pouze
vlastni vzrostny vrchol, ktery neni vaskularizovan a tutiz je chranén pied

systémov¢ se §ifici virovou infekci.
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e Pylové kultury — umoziuji ziskani haploidnich rostlin a od nich odvozenych
Cistych linii pro Slechtitelské ucely (ryze, tabak,obili)

e Flze protoplastli — u téhoz ¢i rozdilného rostlinného druhu umoznuji tvorbu
somatickych hybridii (buné¢k nebo celych rostlin) s vlastnostmi epigenetické
povahy z jiného druhu (pfenos samci cytoplasmatické sterility, rezistence aj.)

e Tvorba regenerovanych rostlin — umoziiuje vyuziti polymorfismu ve
Slechtitelském programu a selekeci produkénich klonti na trovni izolované
buiky

e Genové inzenyrstvi — pouziva se k zavedeni novych vlastnosti do rostlin

(20,23)

Dalsi oblasti je vyuziti tkanovych kultur k mikropropagaci rostlin. Jedna se o zptisob
vegetativniho mnoZeni rostlin pomoci explantatovych kultur, ktery ma ale oproti tradicnim
zpisoblim fadu vyhod:

o Kultura se odvozuje zvelmi malych ¢asti rostlin (explantati), znichz
regeneruji malé rostliny

o RozmnoZovéani se provadi ve sterilnich podminkach. Po odvozeni kultury
nedochézi k thynu rostlin vlivem onemocnéni, rostliny jsou bez houbovych a
bakterialnich nakaz

o Je mozna produkce bezvirovych rostlin

o Podminky mnoZeni jsou piesné¢ definovany, je moZné zvysit koeficient
mnoZzeni. Rychlost mikropropagace je mnohem vyssi nez u metod klasickych.

o Rostliny je mozné mnozit po cely rok bez zavislosti na rocnim obdobi

o Odpadaji naroky na velké sklenikové plochy

Vv v

o Rostliny in vitro mezi pasazemi nevyzaduji témét zadnou péci

Hlavnimi nevyhodami mikropropagace je relativné drahé laboratorni vybaveni a
pomérné vysoka pracnost metody neumoziujici vyuziti mechanizace.

Metoda mikropropagace naléza v soucasné dob¢ uplatnéni tam, kde neni mozna jina
metoda vegetativntho mnozeni, rychlost mnoZeni tradicnimi metodami je pomald a
v ptipadech, kdy je makropropagace velmi ndkladnd. Pouziva se pro ziskani bezvirového
materidlu a ve Slechtitelskych programech, kde vyslechténych jedinct je velmi omezeny

pocet. (37)
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3.3. Elicitace

Jednim z efektivnich zplsobii jak zvySit produkci sekundarnich metaboliti
v rostlinnych tkénich je vyuziti metody elicitace. Strategie je zalozena na faktu, Ze
akumulace vétSiny sekundarnich latek je souc¢asti obrannych mechanismu rostlin. Rostliny
produkci sekunddrnich metaboliti odpovidaji na utok patogenti a vlivl prostiedi a to jak
faktort fyzikalnich (UV zafeni), tak faktorii chemickych. (62,67)

Elicitace je zalozena na signalem (elicitorem) indukované expresi genil, coz vede
nasledné ke zvySeni syntézy sekundarnich metabolitii v rostlinnach i v kulturach in vitro.
Elicitory obvykle neovliviiuji genovou aktivitu piimo, ale zprostiedkované pomoci

prenasecii signalu. (63)

3.3.1. Elicitory

Elicitory jsou latky chemického, ¢i jiného ptvodu, které imituji v ptirodé se
vyskytujici stresové faktory. Mohou tak v rostlinném organismu spustit obranné reakce
jako napiiklad produkci reaktivnich forem kysliku, reakei hypersenzitivity, nebo produkci
fytoalexinti (antimikrobialnich sekundarnich metabolitli). (68) Elicitory jsou uziteCnym
nastrojem ke zvySeni produkce cennych rostlinnych latek.

Bézné se dnes pouzivaji u rostlinnych systémt, jako napt.: soja (Glycine max), hrach
(Pisum sativum) a rajce (Lycopersion esculentum). (38,67) Jiz roku 2001 Tebayashi poprvé
testoval vliv elicitoru chloridu méd’natého a chitooligosacharidii na Trifolium pratense L.
Kofeny sazenic jetele lu¢niho obsahovaly po aplikaci téchto elicitorti zvySené mnozstvi
formononetinovych aglykonti. Bylo zjisténo, Ze elicitory maji schopnost ovliviiovat
enzymy zapojené do sekundarniho metabolismu isoflavont a stimulovat tak rostlinu ke
zvySené produkci téchto latek. (67)

Elicitory nemaji zadnou spolecnou chemickou strukturu, patfi k Siroké paleté riznych

tfid sloucenin, zahrnujici také oligosacharidy, peptidy, proteiny a lipidy. (70)

3.3.1.1. Klasifikace elicitoru

Elicitory mizeme délit dle riznych hledisek, na fyzikdlni a chemické, exogenni a

endogenni a biotické ¢i abiotické. (68,69)
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Biotické elicitory:

Jedna se o latky biologického plivodu odvozené od patogennich organismi ¢i rostlin
samotnych. Biologické slouceniny mohou byt definované¢ho slozZeni, jestlize je zndma
molekularni struktura, nebo mohou byt komplexni slouceninou zahrnujici rizné tiidy
molekul, které 1ze pouze obtizn¢ definovat. (38)

K biotickym elicitoriim fadime:

e Latky pfimo uvolfované mikroorganismy, které jsou dobie rozpoznavany
rostlinou (enzymy, fragmenty bunécnych stén)

e Substance vytvofené cinnosti mikroorganismii v rostlinné bunécné sténé
(fragmenty pektinu aj.)

e Latky vytvorené interakci rostlinnych enzymi a mikrobidlni bunécné stény
(chitosan, glukany)

e Slouceniny endogenniho plivodu a latky vyskytujici se v ptirod¢, vytvarené ¢i
uvoliiované rostlinnymi bufikami jako reakce na rizné stimuly (proteiny,
glykoproteiny, oligosacharidy, rostlinné hormony — kyselina salicylova a

kyselina jasminova) (68)

Abiotické elicitory:

Jsou to latky, které nemaji biologicky ptvod. Tyto latky miizeme dale rozd¢lit na
fyzikélni faktory a chemické slouceniny. Biotické elicitory mohou byt také klasifikovany
na zaklad¢ interakce rostlina — elicitor na dvé skupiny: obecné elicitory, schopné spustit
obrannou reakci v hostitelské i vSech jinych rostlinach, a druhové specifické elicitory, které
indukuji odpovéd’ vedouci ktvorbé sekundarnich metabolith pouze v specifickych
hostitelskych kultivarech. (38)

Radime k nim:

Fyzikalni faktory

e UV zafeni, y-zareni

e Tepelny stres — prili§ vysoké ¢i nizké teploty
e Osmoticky stres

e Mechanické poranéni

e Zmény pH
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Chemické faktory

e Jonty té¢zkych kovi

e Latky s vysokou afinitou k DNA
e Detergenty

e Fungicidy

e Herbicidy (68,69)

3.3.1.2. Mechanismus ucinku elicitoru

Vzhledem k dosavadnim znalostem se piedpoklada, Ze produkce a akumulace
fytoalexinli a jinych stresovych metabolit, navozena aplikaci elicitort, je v rostlinnych

kulturéach in vitro regulovéana stejnymi mechanismy jako v pfipad¢ intaktni rostliny. (53)

VétsSina obrannych reakci rostliny je zdvisla na aktivaci vhodnych gent. Elicitory
obvykle neovliviiuji genovou aktivitu pifimo, ale zprostiedkované pomoci pienasect
signdlu (druhych poslit). Rozezndvame dva zakladni systémy druhych posli: systém
cyklického adenozinmonofosfatu (cAMP) a systém fosfoinositidovy. (54)

Oba tyto systémy jsou spoustény vazbou elicitoru na receptor v membrané. Zména
struktury receptoru je pomoci guanozintrifosfat-vaziciho proteinu (G-proteinu) pienesena
na klicovy enzym, kterym je v piipad¢ syst¢ému cAMP adenylatcyklaza. Adenylatcyklaza
pak preménuje adenozintrifosfat na cAMP. V piipadé fosfoinositidového systému dochazi
ke stépeni membranového lipidu fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP,) fosfolipazou c na
dvé signalni molekuly: diacylglycerol (DAG) a inozitol-1,4,5-trisfosfat (IP3). DAG ziistava
jako lipofilni molekula v membran¢, zatimco IP; pfechazi do cytoplasmy. VSichni tfi druzi
poslové plisobi nakonec zménu fosforylace proteini: cAMP a DAG piimo aktivaci
proteinkindz, na kterou navazuje exprese genl, IP; nepfimo, po vazbé na receptor
v endoplazmatickém retikulu a uvolnéni iont vépniku. lonty vépniku jsou vlastné dal$im
nosi¢em signalu. Vazi se na specifickou bilkovinu kalmodulin, ¢imz vznika aktivni

komplex schopny aktivovat proteinkinazy a posléze 1 expresi gent. (54)
Velmi ¢astym a neobycejné rychlym pfenosem signalu a aktivace genové exprese je

tvorba superoxidu a dalSich aktivnich forem kysliku. ZvySené mnozstvi peroxidu vodiku je

mozné zjistit po 5 az 10 minutach ptisobeni elicitoru. Krom¢ mozného piimého ucinku
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peroxidu vodiku na expresi gentii existuje jeSté cesta nepiima. Pfi ni nejprve peroxidaci
lipidi v membranich vznikd kyselina jasminova a methyljasmonat a ty pak teprve
ovliviuji transkripci. Peroxidaci lipidi dochazi také ke zvyseni propustnosti membrany pro
vapenaté ionty, které nasledné vnikaji dovnité bunky a zprostiedkuji tak expresi gend.

Timto mechanismem spousti transkripci genti napiiklad tézké kovy. (54,55)

3.3.2. Faktory ovliviiujici elicitaci

Uspé&snost elicitace jako nastroje pro zvyseni produkce sekundarnich metabolitii
z4visi na souboru interakci mezi elicitorem a rostlinnou bunikou. Hlavni faktory ovliviujici
tuto interakci a proto i odpoveéd na pasobeni elicitoru jsou: specifita elicitoru, koncentrace
elicitoru a podminky rastu tkanové kultury (stddium ristu, slozeni zivného média,

osvétleni).

Specifita elicitoru

Je dokéazano, ze stejny elicitor mize stimulovat sekundarni metabolismus raznych
rostlinnych kultur. Elicitace jednotlivych kultur rlznymi elicitory ma za nasledek
akumulaci stejnych latek, které jsou pro danou rostlinu typické. Obecné tedy plati, Ze typ
sekundarniho metabolitu je typicky pro danou rostlinnou kulturu, ale neni zavisly na

skuping elicitoru.

Koncentrace a doba pusobeni elicitoru

Koncentrace elicitoru je faktor, ktery siln€¢ ovliviiuje intenzitu odpovédi a efektivni
davku, kterd se 1isi dle rostlinného druhu a mutze byt nalezena vyhradné¢ empiricky.
Naptiklad u elicitoru chitosanu dochazi pii davce 200 mg/l k maximalni produkci
antrachinonit v Rubia tinctorum a oproti tomu koncentrace 20 mg/l velmi vyrazné
stimuluje produkci antrachinonll v R. akane. Doba plisobeni elicitoru je také zavisld na
konkrétnim rostlinném druhu a odviji se od zvySeni aktivity jeho metabolickych enzymd.

Stejné jako koncentrace, se optimalni doba piisobeni elicitoru zjistuje vyhradné empiricky.

Podminky péstovani kultury:

Mezi tyto faktory zahrnujeme stadium rustu, slozeni zivného média a osvétleni. Ve

vetsing piipadd literatura uvadi, ze nejvhodnéjSi doba k aplikaci elicitoru je b&hem
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exponencialni faze rustu, kdy vétSina enzymatickych pochodt je dostatecné aktivni, aby
odpovédéla na ptritomnost elicitoru. DalSim dulezitym faktorem je pfitomnost rastového
regulatoru v médiu, ktery muze znatelné ovlivnit elicitaci sekundarnich metaboliti.
Napriklad explantatové kultury mrkve bez auxinu v médiu neodpovidaji na elicitaci,
kdezto kultury s ptidavkem auxinu ano. Také svételné podminky kultury mohou hrat
podstatnou roli. U Hypericum perforatum dochazi ke zvySené tvorb& hypericinu, jestlize

jsou inkubovany za tmy. (38)
Z dtvodu raznorodosti odpovédi rostlin a rostlinnych kultur na elicitaci je vzdy

dalezitym aspektem této metody optimalizace slozeni média a vSech ostatnich podminek

péstovani rostlinné kultury. (38)
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3.4. Te&zké kovy

V disledku znecistovani zivotniho prostiedi se jak do ovzdusi, tak do pudniho
roztoku stale ¢astéji uvolnuji ionty tézkych kovi. Tézké kovy jsou definovany jako kovy
s hustotou vy$3i nez Sg/cm’. 53 z 90 piirozend se vyskytujicich prvki jsou t&zké kovy, ale
ne vSechny maji biologicky vyznam. Na zdkad¢ jejich rozpustnosti ve fyziologickych
podminkach miize byt dostupnych pro zijici buiky 17 tézkych kovii, které mohou mit takeé
vyznam pro organismus a ekosystém. Mezi t€émito kovy se nachdzi dilezité mikroziviny,
jako napt. Fe, Mo a Mn. Dalsi skupinou jsou toxické latky vice ¢i mén¢ vyuzivané jako
stopové prvky. Patii sem Zn, Ni, Cu, V, Co, W a Cr. Tteti skupinou jsou prvky As, Hg,
Ag, Sb, Cd, Pb, a U. Tyto prvky nemaji Zadnou znamou funkci jako Ziviny a v rostlinach
pusobi viceméné toxicky. (54,56)

Mechanismy toxicity tézkych kovli mizeme rozd¢lit do tii skupin:

1. Produkce reaktivnich forem kysliku autooxidaci — Vnik tézkych kovl do
buiiky zptisobi postupnou redukci molekularniho kysliku z vody na reaktivni
formy kysliku (O,, HO a H,0,). Tyto reaktivni formy mohou vést
k nespecifické oxidaci proteini a membranovych lipidi, nebo mohou
zpusobit poskozeni DNA. Tento mechanismus je typicky pro pfechodné kovy
jako napftiklad Zelezo a méd’

2. Blokovani esencidlnich funk¢énich skupin v biomolekuldich — Kadmium a
neékteré dalsi kovy, které se nezapojuji do oxidacné-redukénich déja (rtut’)
zpiisobuji pfechodnou ztratu glutathionu (GSH) a inhibici antioxidacnich
enzym, zvlasté glutathion-reduktazy. Dostupnd data ukazuji, Ze jestlize neni
kadmium dostate¢né rychle detoxifikovano, mlze spustit sekvenci reakci
vedoucich k inhibici rustu, stimulaci sekundarniho metabolismu a nakonec
k bunécné smrti.

3. Vytla¢eni zakladnich kovovych iontli zbiomolekul — mnoho enzymu
obsahuje kov v pozici dulezité pro jejich aktivitu. Nahrazeni jednoho kovu
jinym obvykle vede k inhibici, ¢i ztraté enzymové aktivity. Bivalentni kationy
jako Co*', Ni*" a Zn*" nahrazuji Mg”" vribuldze-1,5 bifosfat-
karboxylaze/oxygenaze, coz vede ke ztratd jeji aktivity. Zaména Ca*" za Cd*"

v proteinu kalmodulinu, dilezité ¢asti bunééné signalizace, vede k inhibici
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kalmodulin-zavisl¢  fosfodiesterazové  aktivity v iedkvicce.  Tento

mechanismus se vyskytuje u riznych druht tézkych kovi. (56)

3.4.1. Rtut

Rtut’ patii spolecné se zinkem a kadmiem do kovii 12. skupiny periodické tabulky
prvki. Vyskytuje se v oxidacnich Cislech I a II. Za bézné teploty je to kapalny stiibroleskly
kov. Pary rtuti jsou jedovaté. V pfirod¢ se vyskytuje nejcastéji vazana ve slouceninach.
Mezi rudy rtuti se fadi coloradoit HgTe, kalomel Hg,Cl, a cinabarit neboli rumélka HgS,
ktera je nejvyznamng;jsi.

Vyroba rtuti je zaloZena na prazeni sulfidu rtutnatého v proudu vzduchu. Uvoliiuje se
pfi tom oxid sifi€ity a pary rtuti, které ochlazenim kondenzuji. Rtut’ se také mize vyrabét

prazenim sulfidické rudy se Zeleznym odpadem nebo s oxidem vapenatym. (60,61)

Vlivem znecistovani prostiedi se jak do pudy, tak do atmosféry dostdvaji urcita
mnozstvi rtutnatych iontd, které maji nasledné schopnost pronikat do rostlinnych
organismi. V rostlinném téle ma rtut’ ziskand z pidniho roztoku tendenci akumulovat
v kotfenech, coz ukazuje, ze kofeny slouzi jako bariéra piijmu rtuti. Koncentrace rtuti
v rostlin€ je vzdy zavisla jednak na mife zneciSténi prostredi, a také na povaze vazby rtuti.
Hladiny rtuti v rostlin€ jsou vzdy vyssi, jestlize je kov pfiveden v organické formé. Rtut’ je
rostlinou také vstfebavana z atmosféry a to prevazné listy. Opadavajici listy mohou byt tak
nasledn¢ zdrojem kontaminace humusu. Nahromadéni, toxicka odpovéd’ a distribuce rtuti
se vzdy lisi u rostlin vystavenych kontaminaci ptidni, ¢i atmosferické. Mozné mechanismy
toxicity rtuti jsou: zména permeability bunééné membrany, reakce -SH skupin s kationy,
afinita pro reakci s fosfatovymi skupinami a aktivnimi skupinami ADP ¢i ATP a vytlaceni
zakladnich kovovych iontl z biomolekul.

Rtut’ v rostliné ovliviiuje jak svételnou, tak temnostni fazi fotosyntézy. Nahrada
centralniho atomu chlorofylu, Mg”’, rtutnatym iontem vede ke kolapsu fotosyntézy. U
rostlin obsahujicich akvaporiny hrozi nebezpe¢i naruSeni systému piijmu vody, jelikoz
akvaporiny jsou ke rtuti vnimavé. Expozice rtuti mize také vést ke zvysené frekvenci

chromozomovych aberaci. (59)
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3.5. Kyselina jasminova

Kyselina jasminova dostala své jméno po prvnim zdroji z vysSich rostlin, ze kterého
byla izolovana — z esencialnich oleji Jasminum grandiflorum. Dnes je znamo, Ze kyselina
jasminova (JA) a jeji methylester (MeJA) jsou obsazeny ve vSech organech mnoha
rostlinnych druht, a to v relativné vysokych mnoZzstvich. Kyselina jasminova je chemicky
3-0x0-2-(2 cis-pentenyl)cyklopentan-1-octova kyselina a vyskytuje se ve formé 4 izomeri,
z nichZ je nejaktivnéjsi (-)-jasmonat. Aktivnéjsi nez JA byva jeji methylester, patrn¢ diky
své tékavosti a neschopnosti disociovat. (54)

Biosyntéza kyseliny jasminové vychazi zkyseliny o-linolenové, kterd je
oxygenovana lipoxygenazou a pies né¢kolik meziproduktii vznikd JA. O degradaci JA je
znamo malo, prednostné¢ se zabudovava do konjugatd s glukézou a nékterymi
aminokyselinami. Nejdéle znamym fyziologickym t¢inkem JA je jeji urychlujici G¢inek na
starnuti listovych segmentt a dale ma také rGstové inhibi¢ni vlastnosti. Nejvyznamnéjsi
ulohou JA je jeji funkce endogenni signélni latky, kterd se podili na zménéach v genové
expresi. (54)

Elicitace JA ¢i MeJA ovlivituje sekundarni metabolismus rostlin. Gundlach popsal
indukci vzniku sekundarnich metabolith po elicitaci MeJA v bunéénych suspenznich
kulturach 36 druhti jednod€loznych a dvoudéloznych rostlin. JA siln€¢ indukuje produkci
ryzovych fytoalexini a sakuranetinu v listech a bunéénych kulturach této rostliny. (44)

Pozitivni elicitacni uCinek JA byl pozorovan také v suspenzni kultufe Hypericum
perforatum. Zde kyselina jasminova indukovala zvySenou produkci hypericinu a zvySeny
rust bun¢k kultury. Tento efekt se projevil u elicitace probihajici za tmy. (57)

Elicitace MeJA vyvolal také zvySenou akumulaci antrachinonli v kalusové kultuie
Rubia cordifolia a to i u genové upravené kultury. (58)

Elicitacni ucinek kyseliny jasminové na sekundarni metabolismus byl také sledovan
u pétidennich sazenic Trifolium pratense L. Byla zaznamenana indukce vzniku Ctyf
sloucenin, které byly nalezeny v kotenech rostliny po elicitaci JA. Jednalo se o clovamid,
caffeoyltyrosin, p-kumaroyl DOPA a p-kumaroyltyrosin, z nichz clovamid mnozstevné

znacn¢ pievazoval. (44)
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3.6. HPLC

HPLC — High Performance Liquid Chromatography (vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie) je v soucasné dobé¢ jedna z nejprogresivnéjSich metod analytické chemie.
Patfi mezi chromatografické metody, které jsou dnes velmi Siroce vyuZzivany v anylyze
léciv jak syntetického, tak ptirodniho piivodu. HPLC a chromatografie viibec patii mezi
metody separacni, umoznujici analyzu smési s moznosti kvalitativniho a Casto téz
kvantitativniho hodnoceni separovanych slozek smési.

Chromatografie vyuziva déleni analyzovanych latek mezi dvéma fazemi, z nichz
jedna je stacionarni — nepohyblivd a druhd je mobilni — pohybliva. V prib¢hu
chromatografického procesu dochazi k postupnému, mnohokrat opakovanému vytvareni
rovnovaznych stavi délenych latek mezi stacionarni a mobilni fazi. V ptipadé¢ HPLC je
stacionarni faze upevnéna v kolon¢ a mobilni faze (kapalina) pak unasi separované latky.
Pfi styku stacionarni i mobilni faze s délenymi latkami dochdzi k vzajemnym interakcim,
které jsou zakladnim ptedpokladem pro jejich separaci. K separaci tedy dochédzi na zaklade¢

ruzné afinity délenych latek ke stacionarni a mobilni fazi.

HPLC je vdneSni dob& Siroce vyuzivana ve vSech modernich Iékopisnych
monografiich. Hlavni pfednosti této metody:
e Umoziuje kvalitativni i kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési
e Analyza je oproti jinym metodam velice rychla, citliva
¢ Pro analyzu postacuje jen minimdlni mnozstvi vzorku
e Moznost automatizace — moderngjSi HPLC chromatografy, vybavené
automatickymi davkovaci, mohou po naprogramovani provadét analyzy bez

obsluhy

HPLC chromatografické kolony pro analytické ucely jsou nejcastéji 10 — 25 cm
dlouhé o vnitinim riméru 3 — 5 mm. Kolony jsou zpravidla zhotoveny z nerezové oceli
nebo skla a jejich ndpli tvofi vhodné sorbety. Jako sorbety se nejcastéji pouzivaji tzv.
chemicky vadzané staciondrni faze. Jedna se o zrnka silikagelu na jejichz hydroxylové
skupiny jsou vhodnym zplsobem navéazany ruzné radikdly (nejcastéji uhlovodikové
fetézce, Ci kratké fetézce s funkéni skupinou). Jako HPLC sorbety se rovnéz pouzivaji

silikagel a oxid hlinity, 1 kdyz v daleko mens$i mife nez chemicky vazané faze.
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HPLC analyzu lze realizovat za konstantniho slozeni mobilni faze v pritbé¢hu celé

analyzy, tzv. isokraticka eluce. Je-li v pribéhu analyzy programov€ ménéno slozeni

mobilni faze, jednd se o tzv. gradientovou eluci. Pfedpokladem uspésné HPLC analyzy je

optimalizace chromatografickych podminek tak, aby jednotlivé separované slozky smési

poskytovaly ostré a symetrické chromatografické piky.

Citlivost a selektivita chromatografické analyzy zavisi vzdy na pouZzitém detektoru.

Spektrofotometrické detektory — proméiuji absorbanci elektromagnetického
zateni urcité vlnové délky. Jsou nejcastéji pouZivané, vyznacuji se znacnou
citlivosti a Ize je pouzivat i pii gradientové eluci.

Fluorimetrické detektory — jsou vyborné pouzitelné v piipadech, kdy
analyzované 1é¢ivo, rozkladny produkt ¢i metabolit vykazuje fluorescenci.
Tyto detektory jsou sice mén¢ universalni, ale daleko citlivéjsi a selektivngjsi
nez detektory spektofotometrické. Pti gradientové eluci je 1ze pouzit také.
Elektrochemické detektory — uplatiiuji se pfi hodnoceni 1éCiv, u nichz lze
vyuzit déja souvisejicich s elektrochemickou reakci, ktera probihd na rozhrani
elektroda — eluent. Jsou znacné citlivé, ale vétSina z nich je nepouzitelnd pii
gradientové eluci.

Refraktometrické detektory — méfi rozdilny index lomu mezi €istou mobilni
fazi a eluatem, ktery vytéka z kolony a obsahuje analyzovanou latku. Jsou
univerzalni, ale pro malou citlivost se pouzivaji jen ojedinéle.

Spojeni HPLC a hmotnostniho spektrometru (HPLC — MS) — u této metody je
nutno nejprve z eluentu odstranit mobilni fazi a molekuly 1éCiva jsou pak
analyzovdny v hmotnostnim spektrometru dle hmotnosti. Tato metoda je
vysoce selektivni, vysoce citlivd a poskytuje mnoho udajii potfebnych pro
identifikaci 1é¢iv. Nevyhodou tohoto zptisobu detekce je velmi vysoka

finan¢ni naroc¢nost.

wewv

Stanoveni obsahu a Cistoty 1é¢iv

Identifikace 1éCiv

Stabilita 1éCiv, stabilitni studie

Anylyza ptirodnich 1é¢iv v rostlinném materialu

Problematika monitorovani 1€¢iv a jejich metabolitti v té€lnich tekutinach (71)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzity material, pristroje, pomicky

4.1.1. Rostlinny materidl

K veskerym experimentim v této praci byla pouzita explantatova kultura, odvozena
ze sterilni kli¢ni rostliny jetele lu¢niho Trifolium pratense L., (Fabaceae) varieta Tempus.
Semena byla ziskdna ze S$lechtitelské stanice Domoradice. Pokusy byly provadény na
suspenzni kultute, kterd byla odvozena zrozpadavé kalusové kultury mechanickym

rozvolnénim na tfepacce. Elicitace byly provedena u tfileté suspenzni kultury.

4.1.2. Stanoveni ztrdaty suSenim

Ztrata suSenim je ztrata hmotnosti vyjadiena v hmotnostnich procentech. Do pfedem
vysusené vazenky byly odvéazeny asi 2,000 g explantatové kultury. VaZenka s obsahem
byla zvazena a suSena 2 hodiny vsusarné pifi 105°C. Po vysuSeni a vychladnuti
v exsikatoru byla zvazena. Ztrata suSenim byla vztazena na navazku explantdové kultury a
vyjadiena v procentech. Vyslednd hodnota ztraty suSenim 5,53% je aritmetickym

primérem ze tii stanoveni. (40)
4.1.3. Chemikalie

6 — benzylaminopurin ¢., Lachema, Brno
dihydrogenfosforecnan 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
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jodid draselny p.a., Lachema, Brno

kyselina 2,4 — dichlorfenoxyoctova ¢., Lachema, Brno
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 ledové 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 hotec¢naty p.a., Lachema, Brno

siran manganaty p.a., Lachema, Brno

siran méd’naty p.a., Lachema, Brno

siran zinec¢naty p.a., Lachema, Brno

siran zeleznaty p.a., Lachema, Brno

4.1.4. Pristroje a pomicky

Analytické vahy A 200 S, Sartorius, Gottingen

Autoklav PS 20 A, Chirana, Brno

Horkovzdusny sterilizator HS 31 AM, Chirana Brno

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

Ttepacka Unimax, 2010, Heidolph

Vodni lazen KL — 1, Laboratorni pfistroje, Praha

Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge

Kapalinovy chromatograf Unican Crystal, Cambridge

Kolona LiChrosper RP — 18 s ptedkolonkou, Merk, Darmstadt

41



4.2. Kultivace explantatové kultury

4.2.1. Kultivacni nadoby a nastroje

Pro odvozeni a kultivaci explantatovych kultur bylo pouzito nadobi z varného skla
SIAL (material odolny vacéi vod€, chemikdliim a rozdilim teplot), které vyhovuje
pozadavkim pro kultivaci tkadnovych kultur. Kalusové kultury byly kultivovany na
mustcich z filtraéniho papiru ve 100 ml Erlenmeyerovych bankach. Suspenzni kultury
byly kultivovany ve 250 ml varnych bankach ze skla SIAL. Kovové pinzety, pouzivané
pro tento pokus, byly oplachnuty 96% ethanolem a po zabaleni do hlinikové folie

sterilizovany 2 hodiny pii 200°C v horkovzdu$ném sterilizatoru.
4.2.2. Priprava Zivného média

Pro kultivaci tkanovych kultur Trifolium pratense L. bylo pouzito zivné medium

podle Gamborga ( BS ) nasledujiciho slozeni: (41)

KNO; 2500,00 mg.l”
CaCl, . 2 H,0 150,00 mgl’
MgSO0, . 7 H,O 250,00 mg.l’
(NH4),SO4 134,00 mgl’
NaH,PO, . H,O 150,00 mg.l’
FeSO, . 7 H,0 27,84 mgl’
Na,EDTA 37,34  mgl’
KI 0,75 mgl’
H;BO; 3,00 mgl’
MnSO, . H,O 10,00 mg.l"
ZnSO, . 7 H,0 2,00 mgl’
Na,MoOy . 2 H,0 025 mgl’
CuSO; . 5 H,0 0,025 mgl’
CoCl, . 6 H,O 0,025 mgl’
myoinositol 100,00 mg.l"
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kyselina nikotinova 1,00 mgl’

pyridoxin 1,00 mgl!
thiamin 10,00 mgl’
sacharosa 30 000,00 mg.l”

Jako stimulator rlstu byla pouzita kombinace kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové
(2 mg.l'l) s 6-benzylaminopurinem (2 mg.l'l) (39)

Jednotlivé substance byly navdZeny na analytickych vahach, v pfipadé nizkych
koncentraci pipetované ze zasobnich roztoki. VSechny latky byly rozpustény v destilované
vodé v odmérné bance na 1000 ml a doplnéné destilovanou vodou po znacku. Az poté byly
pfidany ristové stimulatory. Zivné medium bylo rozdéleno po 25 ml do varnych bangk.
Bailky byly uzavieny hlinikovou folii a sterilizovany v autoklavu 15 minut pii teploté

121°C a tlaku 0,1 MPa.

4.2.3. Podminky pasdZovani a kultivace

Suspenzni kultura byla odvozena z rozpadavé kultury kalusové mechanickym
rozvolnénim na tfepacce. Nasledné byla kultivovana ve varnych bainkach na médiu podle
Gamborga na pomalobézném roleru pii teploté 25°C a svételné period¢ 16 hodin svétlo/8
hodin tma. Subkultiva¢ni interval byl 14 dni. (39) Pasédzovani kultur bylo provedeno
v aseptickém boxu s lamindrnim proudénim, jehoZz prostor byl vymyt roztokem Ajatinu
(1:10) a vyzafen minimalné 1 hodinu germicidni zativkou. Po celou dobu pasazovani byly

zachovany piisn¢ aseptické podminky, bylo pouzivano sterilni sklo a nastroje.
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4.3. Elicitace

4.3.1. Priprava roztoku elicitoru

K pokustim byly pouzity dva druhy elicitori — kyselina jasminova a chlorid rtutnaty.

U elicitoru chloridu rtutnatého byly pfipraveny ¢Etyfi vodné roztoky o nasledujicich

koncentracich:
Koncentrace I 0,1 umol
Koncentrace II I umol
Koncentrace 111 10 umol

Koncentrace IV 100 umol

V druhém pftipad¢ byly k elicitaci pouZity ¢tyii roztoky kyseliny jasminové v 96%

ethanolu o nasledujicich koncentracich:

Koncentrace I 5 umol
Koncentrace I1 50 umol
Koncentrace III 500 pmol

Koncentrace IV 5000 pmol
Z nejsilngjsi koncentrace daného elicitoru byly nafedénim piipraveny roztoky o nizsi

koncentraci. Vodné roztoky chloridu rtutnatého byly sterilizovany v autoklavu 15 minut

pii 121°C a tlaku 0,1 MPa. Ptipravené roztoky byly uchovavany v lednici.

4.3.2. Elicitace a odbeér kultur

Elicitace suspenzni kultury byla provadéna rozdilnymi koncentracemi kyseliny
jasminové a chloridu rtutnatého ve 21. dni kultivace. (39) VSechny prace byly uskutecnény

za aseptickych podminek v boxu s laminarnim proudénim vzduchu.
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Postup elicitace byl nasledovny:

Do 64 banck s kulturami byl vzdy napipetovan 1,00 ml elicitoru o pftislusné
koncentraci. Osm ban€k bylo vyhrazeno pro vzorky kontrolni, do nich nebyl napipetovan
zadny elicitor. VSech 72 ban¢k bylo fadné oznaceno a peclivé uzavieno hlinikovou folii.
Nasledovala kultivace za jiz uvedenych podminek.

Po 6, 24, 48 a 168 hodinach plsobeni elicitoru byly elicitované kultury odebrany.
Odbéry kontrolnich vzorkii byly provedeny po 6 a 168 hodinach. Bunky suspenznich
kultur byly oddéleny od kultivaéniho média filtraci za sniZzeného tlaku a susSeny pfi
laboratorni teplotg.

U kazdého vzorku byla provedena dvé paralelni stanoveni obsahu flavonoidi dle CL
2005 a statistické vyhodnoceni vysledkt. V ptipadé chloridu rtutnatého jako elicitoru, bylo

provedeno také stanoveni obsahu isoflavonoidi dle CL 2005.

4.4. Stanoveni obsahu flavonoidu

4.4.1. Princip stanoveni

Obsah flavonoidil se stanovi spektrofotometricky po reakci s roztokem kyseliny borité a

kyseliny §tavelové v kyselin€ mravenci bezvodé. (40)

4.4.2. Postup stanoveni

Zakladni roztok:
0,200 g — 0,400 g praskové kultury se ve 250 ml baiice smicha se 40 ml /ihu R 60%

(V/V) a zahtiva se 10 minut na vodni lazni pii 60°C, za Castého protfepavani. Po ochlazeni
se zfiltruje pfes chomacek vaty do 100ml odmérné bailkky. Chomacek vaty se vlozi ke
zbytku drogy ve 250ml bance, ptida se 40 ml lihu R 60% (V/V) a zahtiva se 10 minut na
vodni lazni pfi 60°C, za Castého protiepavani. Po ochlazeni se zfiltruje pfes vatu do téze
odmérné banky. 250ml barika i filtr se promyji lihem R 60% (V/V) a promyvaci tekutina se
pfida do odmérné baiiky. Spojené roztoky se ztedi lihem R 60% (V/V) na 100,0 ml a roztok

se zfiltruje.
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ZkouSeny roztok:

5,0 ml zdkladniho roztoku se odpaii v banice 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 ptevede se do 25ml odmérné baiky. Banka s kulatym dnem se
promyje 3 ml smési objemovych dilti methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a
promyvaci tekutina se pievede 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)

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

Kontrolni roztok:

5,0 ml zdkladniho roztoku se odpaii v banice s kulatym dnem za snizeného tlaku do
sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dilh methanolu R a kyseliny octové
ledové R (10 + 100) a ptevede se do 25ml odmérné baiky. Banka s kulatym dnem se
promyje 3 ml smési objemovych dilti methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a
promyvaci tekutina se pievede 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.

Po 30 minutich se méii absorbance zkouSeného roztoku pii 410 nm proti
kontrolnimu roztoku.

Obsah flavonoidi v procentech, vyjadieno jako hyperosid (C;1H20012) se vypocita
podle vzorce:

A4.1.235
M

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. Stanoveni obsahu isoflavonoidu

Methanolové extrakty suspenzni kultury Trifolium pratense L. varieta Tempus byly
zkouseny na pritomnost isoflavonoidi. Stanoveni daidzeinu, genisteinu, genistinu,
formononetinu a biochaninu A bylo provadéno vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii. (42)

4.5.1. Princip stanoveni

Kapalinova chromatografie je separacni metoda zalozena na rozdilu v distribuci latek
mezi dvé nemisitelné faze, z nichZz mobilni fazi je kapalina, kterd prostupuje stacionarni
fazi naplnénou do kolony. Kapalinova chromatografie je zaloZena zejména na mechanismu

adsorpce, rozdélovani, vymény iontl, vylucovani nebo stereochemickych interakcich. (40)

4.5.2. Postup stanoveni

Pfiprava vzorku:

Asi 0,2000 g — 0,4000 g upraskované kultury se ve 100ml bance smicha s 15 ml
methanolu 80% a extrahuje se 30 minut na vodni lazni pii 80°C pod zpétnym chladic¢em.
Po ochlazeni se zfiltruje pfes maly chomacek vaty do 25ml odmérné baiky. Chomacek
vaty se vlozi ke zbytku kultury ve 100ml bance, ptida se 15 ml methanolu 80% a extrahuje
se jesté jednou 20 minut na vodni 1azni pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se zfiltruje
do téze odmérné banky a spojené extrakty se ziedi methanolem 80% na 25,0 ml. Roztok se
pievede pres mikrofiltr do vialek a analyzuje se metodou HPLC. Obsah vSech latek byl
kvantifikovan matematickou metodou normalizace a porovnadnim s kalibra¢ni kiivkou

vytvofenou pomoci externé¢ meteného standardu téze latky.

Parametry HPLC analyzy
Chromatograf: Jasco (autosampler AS—2055 Plus, ¢erpadlo PU- 2089 Plus, detektor MD-
2015, MD-2020)

Kolona: kolona LiChrosper R-18 (250 x 4 mm, velikost ¢astic 5 pum) s ochrannou

piedkolonkou
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Objem nastriku: 20 pl
Mobilni faze: faze A: methanolovy roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15% m/v)
faze B: vodny roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15% m/v)

Eluce mobilni faze probiha nejdiive gradientové. V case 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 ¢asu t = 15 minut.

Standardy: genistin, genistein, daidzein, formononetin
Pritok: 1,1 ml/min.

Detekce: DAD Jasco MD-2015, A =200 — 650 nm, vyhodnoceno pfi 260 nm

4.6. Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky obsahu flavonoidii ve sledovanych kulturach Trifolium pratense L.

byly statisticky vyhodnoceny na zaklad¢ T-testu, pro zvolenou hladinou vyznamnosti
p=0,05

e aritmeticky pramér

e smérodatna odchylka

n i=1
N rozsah souboru
) TR naméiené hodnty
Xovorinnn aritmeticky prameér
Sureeinaann smerodatna odchylka
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T-test

T-test je test vyznamnosti rozdilu dvou priméra, vypocitany dle vzorce:

‘JCP"'.?C;:

nlnz(nl =l 7= 2)
= ;
2 2
Vs + ms; i+ ns

| PO testovaci kritérium
Xbeeennnnn. aritmeticky pramér kontrolniho souboru
Xa.-........ aritmeticky primér pokusného souboru
Nleeenennnn. pocet ¢lent kontrolniho souboru
N.......... pocet ¢lentt pokusného souboru
Slevrnannnnn smerodatna odchylka kontrolniho souboru
$2eeniannnns smérodatnd odchylka pokusného souboru

Testovacimu kritériu piislusi t rozdéleni se stupném volnosti (v), vypocitano dle
vzorce: v=n;+n;—2

Vypoctend hodnota testovaciho kritéria (t) se porovnad s pfislusnou kritickou
hodnotou t(v), pro vypocteny stupeni volnosti (v) a zvolenou hladinu vyznamnosti (p). Je-li
hodnota (t) vétsi neZ hodnota t(v),, je rozdil statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti
(p). (43)

Pro dvé paralelni stanoveni obsahu plati, ze pocet Clenii souboru kontrolniho a
pokusného souboru je shodny ny = n, = 2 a pocet stupiiti volnosti v = 3.

Kriticka hodnota t(v), pro p(0,05) = 3,182
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5. VYSLEDKY

S5.1. Tabulky

Tabulka 1
Produkce flavonoidii v suspenzni kultuie Trifolium pratense L. elicitované kyselinou

jasminovou

elicitovana kultura kontrola
koncentrace | ~ Cas pramérny pramérny
elicitoru odberu obsah smérodatna obsah  |smérodatna| T-test
(umol) (hod) | fiavonoidt | odchylka | flavonoidd | odchylka
(%) (%)
6 0,1326 0,0616 0,1057 0,0434 0,505
5 24 0,2221 0,0633 0,1057 0,0434 2,151
48 0,1826 0,0606 0,1057 0,0434 1,459
168 0,2446 0,0608 0,1760 0,0025 1,594
6 0,0970 0,0532 0,1057 0,0434 0,231
50 24 0,1672 0,0542 0,1057 0,0434 1,603
48 0,1974 0,0537 0,1057 0,0434 1,864
168 0,0771 0,0491 0,1760 0,0025 2,845
6 0,1591 0,0471 0,1057 0,0434 1,179
500 24 0,1091 0,0462 0,1057 0,0434 0,076
48 0,1405 0,0489 0,1057 0,0434 0,579
168 0,0805 0,0498 0,1760 0,0025 2,709
6 0,0866 0,0534 0,1057 0,0434 0,393
5000 24 0,0571 0,0580 0,1057 0,0434 0,949
48 0,1362 0,0596 0,1057 0,0434 0,585
168 0,1200 0,0561 0,1760 0,0025 1,410
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Tabulka 2
Produkce flavonoidii v suspenzni kultuie Trifolium pratense L. elicitované chloridem

rtut’natym

elicitovana kultura kontrola
koncentrace |  Cas pramérny pramérny
elicitoru odberu obsah smérodatna obsah  |smérodatna| T-test
(umol) (hod) | fiavonoida | odchylka | flavonoidd | odchylka
(%) (%)
6 0,1217 0,0517 0,1436 0,0270 0,529
0.1 24 0,2116 0,0508 0,1436 0,0270 1,674
48 0,1473 0,0515 0,1436 0,0270 0,092
168 0,1833 0,0518 0,1976 0,0010 0,390
6 0,1839 0,0534 0,1436 0,0270 0,952
1 24 0,1844 0,0549 0,1436 0,0270 0,943
48 0,1810 0,0262 0,1436 0,0270 1,406
168 0,2356 0,0583 0,1976 0,0010 0,926
6 0,1343 0,0591 0,1436 0,0270 0,202
10 24 0,1051 0,0590 0,1436 0,0270 0,839
48 0,2151 0,0531 0,1436 0,0270 1,697
168 0,2529 0,0548 0,1976 0,0010 1,280
6 0,1664 0,0538 0,1436 0,0270 0,536
100 24 0,1439 0,0568 0,1436 0,0270 0,007
48 0,2158 0,0552 0,1436 0,0270 1,662
168 0,2964 0,0634 0,1976 0,0010 2,204
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Tabulka 3
Produkce isoflavonoidii v suspenzni kulture Trifolium pratense L. elicitované

chloridem rtut’'natym

Koncentrace DOba Obsah iSOﬂavonOidﬁ
o aplikace %
elicitoru L (%)
elicitoru
(umol) rod — — .
(hod) genistin | daidzein | genistein formononetin
6 0,26 0,01 0,01 -
24 0,26 0,01 0,01 -
kontrola
48 0,26 0,01 0,01 -
168 0,19 0,01 0,01 -
6 0,11 0,02 0,01 0,01
01 24 0,08 0,01 0,01 0,01
’ 48 0,08 0,01 0,01 0,01
168 0,2 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 0,23 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 0,39 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 - -
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5.2. Grafy
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Grafy produkce isoflavonoida v suspenzni kulture Trifolium pratense L. elicitované

chloridem rtut'natym
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6. DISKUZE

V poslednich letech je vénovana stale vétsi pozornost kultivaci rostlinnych tkani a
bunck v podminkéch in vitro. Problémem téchto kultur je Casto velmi nizk4 koncentrace
pozadovanych metabolitl. Jednim z efektivnich zpiisobl jak zvysit produkci sekundarnich
metabolitil v rostlinnych tkanich je vyuziti metody elicitace. Strategie je zaloZena na faktu,
ze akumulace vétSiny sekundarnich latek v rostlinach je soucasti obrannych mechanismt
vyvolanych bud’ patogeny, nebo vlivy prostfedi. Rada téchto mechanism@ neni dosud
presné objasnéna. Vi se vSak, Ze vétSina obrannych reakci rostlin 1 kultur in vitro zavisi na
aktivaci vhodnych gent, pficemz elicitory neovliviiuji genovou aktivitu pfimo, ale

zprostiedkované pomoci pienasect signalu. (39,62,63)

Kyselina jasminové, vyskytujici se v mnoha rostlinnych druzich, se kromé jinych
ucinkl projevuje v rostliné jako endogenni signdlni latka. (54) Pozitivni Gcinky elicitace
kyselinou jasminovou na sekundarni metabolismus rostlin byly ovéfeny v mnoha
experimentech, napft.: u explantatovych kultur Hypericum perforatum, Rubia cordifolia,
Catharanthus roseus a Rubia tinctorum (44,57,58,65,66)

Experimenty provedené v minulych letech prokézaly, Ze po elicitaci solemi tézkych
kovi dochazi ke zvyseni produkce sekundarnich latek v rostlinnych tkénich. Naptiklad u
kultury Ononis arvensis in vitro bylo pozorovano zvysSeni produkce flavonoida po aplikaci
NiCl,, CoCl,, CrCl;, CuSO4, CdCl, a HgCl,. (62) Pozitivni elicitaéni G¢inek rtutnatych

iontl byl také pozorovan u kotenit Medicago sativa. (64)

Cilem této prace bylo sledovat vliv dvou riiznych elicitorit — kyseliny jasminové a
chloridu rtutnatého ve ctyfech riznych koncentracich na produkei flavonoidii
explantatovou suspenzni kulturou Trifolium pratense L. U elicitoru chloridu rtutnatého byl
sledovan také vliv na produkci isoflavonoidi (genistinu, daidzeinu, genisteinu,
formononetinu). Sledované doby plisobeni elicitoru (6, 24, 48 a 168 hodin) vychazely
z publikovanych udaji, které uvadeji zvySeni produkce flavonoidi v rozmezi nékolika
hodin az dni po elicitaci kultur té¢zkymi kovy. (44,45,46,56,64) Vzorky kontrolni kultury
byly odebirany po 6 a 168 hodinach, jelikoz produkce sekundarnich metaboliti se v tak

kratkych Casovych intervalech vyznamné neméni. (44,45,47,48)
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Z vysledkt elicitace suspenzni kultury Trifolium pratense L. (varieta Tempus)
kyselinou jasminovou (tab.1, graf 1) je patrné, Ze nejvyssiho elicitacniho G¢inku bylo
dosazeno u koncentrace elicitoru 5 pumol. Uginek se s&asem postupné zvySoval (s
vyjimkou aplikace 48 hodin) az do 168 hodin, kdy bylo dosazeno maximalni produkce
flavonoidi (0,245%). Nejvyssi zvySeni produkce zptsobila vSak 24 hodinova aplikace této
koncentrace, coZ predstavuje statisticky vyznamné zvysSeni produkce flavonoidi o 110 %
v porovnani s kontrolou. U koncentrace elicitoru 50 pmol se Uc¢inek taktéz s Casem
zvySoval, po 168 hodinach, doslo ov§em k inhibici produkce flavonoidi. Koncentrace 500
umol méla nejvyssi elicitaéni tcinek pti dobé plisobeni 6 hodin, poté se elicitacni ucinek
mirn¢ snizoval. Nejsilngjsi koncentrace elicitoru produkci flavonoidi, s vyjimkou

48hodinové aplikace, spiSe inhibovala.

Pii elicitaci suspenzni kultury Trifolium pratense L. (varieta Tempus) chloridem
rtutnatym (tab.2, graf 2 ) byla produkce flavonoidi s rostouci koncentraci elicitoru naopak
stimulovana. Nejvy$§iho elicitatniho ucinku bylo dosazeno pii pouziti elicitoru o
koncentraci 100 pmol. Elicitaéni ucinek se s dobou pusobeni elicitoru také zvySoval.
Maximalni produkce flavonoidt (0,2964%) byla zjisténa pti plsobeni chloridu rtutnatého
100 pmol po dobu 168 hodin, kdy doSlo ke zvySeni produkce o 50 % oproti kontrole. U
koncentrace elicitoru 10 pumol bylo pozitivniho u€inku dosazeno po 48 hodinach plsobeni,
poté se uclinek mirn¢ snizoval. Koncentrace 1 pmol stimulovala produkci ve vsech
sledovanych dobach pusobeni. Chlorid rtutnaty 0,1 pmol mél pozitivni G€inek pouze pti

dobé¢ aplikace 24 hodin, jinak produkci flavonoidl spiSe inhiboval.

Porovname —li ptsobeni obou elicitorti na suspenzni kulturu Trifolium pratense L.
(varieta Tempus), jako vyhodnéjsi elicitor se jevi kyselina jasminova. Oproti chloridu
rtutnatému zde doSlo k statisticky vyznamnému zvySeni obsahu flavonoidd o 110 %
v porovnani s kontrolou a o jiz pii nizké koncentraci kyseliny jasminové (5 pmol) a kratké

dobé¢ ptisobeni (24 hodin).

U suspenzni kultury Trifolium pratense L. (varieta Tempus) elicitované chloridem
rtutnatym byla metodou HPLC sledovédna také produkce isoflavonoidi. U kontrolni
kultury byly zjistény isoflavonoidy genistein, genistin a daidzein ( tab. 3, graf 3, 4, 5).

Nejsilnéjsi elicitacni u¢inek méla koncentrace 10 umol a to zejména pii dobé

aplikace 168 hodin. Obecné se elicitacni G¢inek u vSech koncentraci s dobou plisobeni
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zvySoval. Maximalni obsah genistinu (0,39 %) byl zjistén pfi elicitaci chloridem rtutnatym
10 umol a dobé ptisobeni elicitoru 168 hodin, kdy doslo ke zvySeni o 205 % oproti
kontrole. Velmi nizky obsah daidzeinu a genisteinu v kontrolni kultufe zvysila elicitace o
300 % a 100 %. U formononetinu doslo v pfipadé nekterych koncentraci i k indukci

tvorby, u kontrolni kultury totiz zjiStén nebyl.

Na zaklad¢ vysledkl je zifejmé, Ze produkce sekundarnich metabolitl v suspenzni
kultute Trifolium pratense L. (varieta Tempus) je pomérné nizka. Pravdépodobné je tento
produkuje jen malé mnozstvi metabolitl. Produkce sekundarnich metaboliti v§ak mutze byt
zvySena urcitym druhem stresu, coZ se ndm v piipadé aplikace elicitorii kyseliny jasminové
1 chloridu rtutnatého podafilo potvrdit. I dalsi studie svéd¢i o tom, Ze zejména kyselina
jasminova patii k vyznamnym signélnim latkam rostlinnych obrannych reakci, které vedou
ke zvysené produkci sekundarnich metabolitt. (49,50,51,52,65,66)

Elicitace se tedy projevila jako jeden z efektivnich zplsobli zvySeni produkce
sekundarnich metabolitli v rostlinnych tkanich. Jde o U¢inny a ekonomicky vyhodny

zpusob, jehoz vyznam déle stoupa.
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7. ZAVER

Vysledky dosazené v této praci 1ze shrnout do nésledujicich bodu:

1.

Maximalni produkci flavonoidi ( 0,222% ) vykazovala suspenzni kultura Trifolium
pratense L. (varieta Tempus) pii pusobeni biotického elicitoru kyseliny jasminové
5 umol po dobu 24 hodin. V porovnani s kontrolou doslo k velmi vyznamnému

zvySeni produkce flavonoidi o 110 %.

Pii pouziti abiotického elicitoru chloridu méd’natého bylo u suspenzni kultury
Trifolium pratense L. (varieta Tempus) dosazeno nejvysi produkce flavonoidi
(0,296 %) za 168 hodin plsobeni elicitoru o koncentraci 100 pmol. V porovnani

s kontrolni kulturou zde doslo ke zvySeni produkce o 50 %.

Z vysledkii je patrné, Ze jako vyhodnéjsi z obou elicitori se jevi kyselina
jasminova. Oproti chloridu rtutnatému zde doslo k statisticky vyznamnému zvysSeni
produkce sekundarnich metaboliti pii pouziti nejslabsi koncentrace elicitoru (5

umol) a kratké dobé pasobeni (24 hodin).

U abiotického elicitoru chloridu rtutnatého byla sledovana také produkce
isoflavonoidi. Nejvyssi zvySeni produkce bylo v suspenzni kultute Trifolium
pratense L. (varieta Tempus) zjiSténo u genistinu. Po 168hodinové elicitaci 10
pmol chloridem rtutnatym byl zjistén maximalni obsah genistinu 0,39 %, coz

predstavuje zvyseni produkce o 205 % oproti kontrolni suspenzi.
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9. SOUHRN

Explantatova kultura Trifolium pratense L.

Souhrn

Cilem prace bylo sledovat vliv elicitorti kyseliny jasminové a chloridu rtutnatého na
produkci flavonoidii u suspenzni kultury Trifolium pratense L. (varieta Tempus). U
elicitoru chloridu rtutnatého byl sledovan jeho vliv také na produkci isoflavonoidl vyse
zminénou suspenzni kulturou.

Kultury byly kultivovany na Zivném mediu podle Gamborga s piidavkem 2 mg.I”
2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny a2 mg.l" 6-benzylaminopurinu pii teploté 25°C a
svételné period€¢ 16 hodin svétlo/8 hodin tma. U elicitovanych a kontrolnich vzorki bylo
provedeno fotometrické stanoveni flavonoidéi dle Ceského lékopisu 2005 a stanoveni
isoflavonoidi metodou HPLC.

Z vysledkl elicitace suspenzni kultury Trifolium pratense L. obéma elicitory je
patrné, ze jako vyhodné&jsi z obou elicitorti se jevi kyselina jasminova. Oproti chloridu
rtutnatému zde doslo k statisticky vyznamnému zvyseni produkce flavonoidii pfi pouziti
koncentrace elicitoru 5 pmol a dobé plsobeni 24 hodin. Metodou HPLC byly zjistény
isoflavonoidy genistin, genistein a daidzein. Pozitivné 1ze hodnotit zvlast¢ 168 hodinovou

aplikaci 10 umol chloridu rtutnatého, ktera stimulovala produkci vSech téchto flavonoidu.
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Explant culture of Trifolium pratense L.

Summary

The objektive of this work was to observe the effect of the elicitors of jasmonic acid
and mercuric chloride on the production of flavonoids by the Trifolium pratense L.
suspension culture (variety Tempus). By the elicitor of mercuric chloride was observed
also its effect to the production of isoflavonoids in the same culture.

The cultures were cultivated in Gamborg nutriet media with the addition of 2 mg.I”
2,4-dichlorphenoxyacetic acid and 2 mg.l" 6-benzylaminopurine, at the temperature of
25°C and 16-hours light/8-hours dark period. The elicited and control samples underwent
the photometric determination of flavonoids in accordance with the Czech Pharmacopoeia
2005 and the determination of isofavonoids via the HPLC method.

From the results of the elicitation of Trifolium pratense L. by both elicitors we can
see, that more profitable of these is jasmonic acid. Compared to the mercuric chloride there
was found a significant incerase of flavonoid production while using a concentration of 5
pmol and operating time 24 hours. Via the HPLC metod were found out the isoflavonoids
genistin, genistein and daidzein. We can positively evaluate mainly 168-hours aplication of

10 umol mercuric chloride, which stimulated the production of all these flavonoids.
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