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1. UVOD

Vyssi rostliny jsou dulezitymi zdroji 1éCivych latek. Rostlinné ¢asti (drogy) se
pouzivaji bud’ ptfimo jako 1écivé piipravky nebo slouzi neptimo k ziskdvani acinnych
latek. Material se ziskdva z polnich monokultur nebo z plané rostoucich rostlin.
V poslednich letech se vsSak stile vice projevuji obtize pfi zajiStovani ptirodnich
surovin. Jejich ceny vzrlstaji a soucasné stoupaji naroky farmaceutického primyslu.
Sbér 1 polni péstovani 1éCivych rostlin je navic sezénni zalezitost, jejiz vytézek je
zavisly na mnoha cinitelich a nelze jej pfili§ dale zvySovat.[19,22]

Vzrlstajici obtize pifi zajisStovani prirodnich surovin vedou k hledani
alternativnich zpasobi ziskdvani rostlinnych metabolitl. Jednou z moznosti by
mohlo byt vyuziti bunéénych kultur, jejiz hlavni vyhody spocivaji v tom, ze
produkce je nezavisld na podnebi, na vykyvech pocasi, kvalit¢ pidniho fondu
a ekonomické situaci. Takto ziskany material dosahuje stupné homogenity, ktery je
u nativnich rostlin nedosazitelny, biomasa je sterilni a neobsahuje insekticidy,
fungicidy ani herbicidy.[19]

Casto se stava, ze pievedenim do kultury in vitro a ztratou diferenciace
pletiva dochdzi ke zméné ¢i preruseni metabolickych drah. Mnozstvi
vyprodukovanych sekundarnich metabolitl byva oproti intaktni rostliné niz8i.[22]

Jednou z metod, kterou je mozné dosahnout zvySeni produkce a akumulace
sekundarnich piirodnich latek v kulturach in vitro je elicitace bunécnych kultur.
Jedna se o metodu zaloZenou na signalem (elicitorem) indukované expresi gentl, coz
vede k nartstu hladiny metabolicky aktivnich enzymu a nasledné i k zesileni syntézy
sekundarnich metabolitti.[24]

Ziejmy je stoupajici zajem o produkci flavonoidu a isoflavonoidl rostlinnymi
explantaty, coz souvisi s bohatym spektrem jejich biologickych ucinki.

Vhodny zdroj téchto sekundarnich metaboliti predstavuje jetel luéni
(Trifolium pratense L., Fabaceae).[24]

Problematikou elicitace explantatovych kultur Trifolium pratense L.

abiotickym elicitorem chloridem rtutnatym se zabyva i tato diplomova prace.



2. CIL PRACE

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

vitro.

2. Sledovéani vlivu ¢ty riznych koncentraci abiotického elicitoru chloridu rtutnatého
na produkci sekundarnich metabolitd kalusovou a suspenzni kulturou Trifolium

pratense L. v zavislosti na délce jeho plisobeni.



3. TEORETICKA CAST

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

3.1.1. Botanicky popis rostliny, vyskyt

Trifolium pratense je ve své anatomické stavbé velmi proménlivy druh.
Odlisnosti nachazime ve vzrastu, velikosti i v odéni lodyh a palistli podptrnych listt.
V Ceské republice se na celém tizemi vyskytuje velmi hojné, od niZin po horské
oblasti. Rozsifen je témét po celé Evropé. Zavleceny, zdomacnély a péstovany je ve
vychodni Asii, v Severni i Jizni Americe, v Australii, na Novém Zélandu a v jizni
Africe. V né¢kterych pohotich Evropy a na motskych pobiezich tvoii morfologicky
diferencované rasy, obvykle oznacované jako subspecie nebo variety.[1,2,3]

Je to vytrvala (u nékterych kulturnich forem jen 2 az 3letd) bylina
S mohutnym kofenovym systémem, jehoz zakladem je silny ktlovity kofen sahajici
I ptes 60 cm do pudy. Z trsnatého oddenku bez vybézkl vyrusta ptizemni rizice
listd. Lodyhy majici 3-5 ¢lankl jsou pifimé, vystoupavé az poléhavé, jednoduché
nebo spofe rozvétvené, 20 az 50 cm vysoké, vétSinou trochu hranaté. Jsou bélavé
chlupaté nebo témér lysé, Casto nacervenalé. Listy jsou trojcetné stiidavé, spodni
dlouze tapikaté, hotejsi s fapiky kratSimi az ptisedlé, s palisty. Listy jsou slozené
z listkdt v priméru 7-15 X 15-30 mm velikych, vejc¢itych az Siroce elipcitych, skoro
celokrajnych, na lici lysych a s pfi€nou bélavou nebo cervenohn&dou skvrnou ve
tvaru pilmésice. Na spodni strané jsou pfisedle chlupaté a na okraji brvité. Palisty
jsou vejéité kopinaté, ostie Spicaté, s fapikem listu vysoko srostlé a vné chlupaté. Na
stonku vyrustaji hlavkovita kvétenstvi métici v priméru 2 az 3 cm. Na jedné lodyze
byvaji 1-3 kvétenstvi rozmisténd tak, Ze postranni vyriistaji v pazdi listi a hotejsi je
zdanlivé vrcholové. Tato kvétenstvi jsou kulata nebo vejcitd, polozakryta velikymi
palisty podptrnych listd. Skladaji se z drobnych, cervenych, karminové razovych
nebo mén¢ cCasto vybledlych az bilych kvitkii v poctu 30 az 60. Péticetné
oboupohlavné kvitky jsou pfisedlé, bez listencti, 13 az 18 mm dlouhé, piimé, slozené
z desetizilného kalichu a ze spodu srostlé motylovité koruny. Kalich trubkovité

zvonovitého tvaru je zbarveny bélozelené nebo nacervenale, vné je kratce chlupaty



a ma dolni zub delsi. Koruna ma horni platek (pavéza) delsi nez oba postranni platky
(ktidla) a ty jsou delsi nez dva spodni srostlé v tupy ¢lunek. Plodem je drobny,
nepukavy, vejcity, tence blanity, jednosemenny lusk otevirajici se vickem. Semena
jsou nesoumérné srdcovita, ponc¢kud zplostéla, hladka, leskld, zluta az piskoveé hnéda,
dlouha 1,5-2,0 mm a §iroka 1,2-1,5 mm. Maji zietelné vyznacenou ryhu.[1,2,4,5,6]
Jetel lucni roste ve svétlych lesich, na okrajich lesii a na loukéach, kde indikuje
mirn¢ vlhké ptdy, protoze tézko sndsi sucho i vétsi vlhko. Je rovnéz péstovan na
polich v riiznych S$lechténych odriidach. Tento druh je dobrd picnina bohata na
bilkoviny a zaroven duilezitd medonosnd rostlina. Kvuli dosti hluboko ulozenym

mednikiim mohou jetel luéni opylovat jen ¢melaci nebo motyli.[3,4,7]
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3.1.2. Odrudy

V Ceské republice nachizime tii poddruhy, které byvaji nékdy hodnoceny
jako odridy. Jedna se o Trifolium pratense subsp. pratense, vytrvala bylina
s vyznamem 1é¢ivé rostliny; subsp. sativum, obvykle 2-3leta bylina pfedstavujici
jednu z nejvyznamnéjsich picnin a subsp. americanum. Posledné zmifnovany vytrvaly
poddruh k nam byl dovezen v 80. letech 19. stoleti, ale od jeho péstovani bylo
pozdéji upusténo.[1]

3.1.3. Sbér a uprava drogy

Jako droga se pouzivaji nerozpadlé hlavky — Trifolii pratensis flos. (Droga
neni oficinalni v CL 2005 ani v jeho Dopliicich.) Rostlina kvete od kvétna do Fijna.
Pfi sbéru je nutno odstranit z kvétnich hlavek palisty podplirnych listii. Piekvetlé
hlavky pfti suSeni hnédnou, proto jsou bezcenné. Kvéty je mozno vystavit jeden den
vV jednoduché vrstvé pifimému slunci a pak dosusit ve stinu a v pravanu.
Piehrabavanim se hlavky snadno rozpadaji a davaji bezcennou drt’. Spravné ususena
droga zachové piivodni barvu nebo trochu ztmavne, ale nesmi byt rezava. Hlavni
podminkou je, aby hlavky ztstaly v celku a nebyly uvniti suché. Susi-li se uméle,
teplota nesmi piekrocit 35°C. Drogu je pii skladovani nutno chranit pted svétlem

a vlhkem, rychle podléha zkaze.[4]

3.1.4. Pouziti

Jetel luéni se vnitin€ uziva ve formé& nalevu (2 ¢ajové 1Zi€ky drogy na Salek
vody). Lidové 1éCitelstvi drogu vyuziva pii pifiusnicich, dale je uZzivana k upravé
stolice pti prijmech, pti bronchitidach, pti cukrovce a revmatismu. Zevné je uzivana
jako kozni dezinficiens na ekzémy a hnisavé rany ve formé¢ koupeli. Je soucasti
mnohych potravnich doplitkli na zmirnéni projevli menopauzélnich potiZi. Dnes se
pouzivd hlavné jako korigens chuti a viiné do Cajovych smeési. Mladé listy jsou
pfipravovany jako zelenina podobné jako Spendt. V Irsku a Skotsku se vyrabi ze

susenych kvétt péchovany chléb zvany ,,thambrak*.[2,4,6,7]



3.1.5. Obsahové latky

Spektrum obsahovych latek Trifolium pratense zahrnuje flavonoidy,
isoflavonoidy, tfisloviny, saponiny, kumariny, kyanogenni glykosidy, fenolické
glykosidy, organické kyseliny (salicylova, oxalové, kumarova, hroznova), mineralni
kyseliny, barviva, silice, salicylaty, B-sitosterol, cholin, lecitin, vitaminy (vitamin A,
C, B-komplex), vapnik, hoicik, zelezo.

Z hlediska potencialniho vyuziti v terapii se jevi jako nejzajimavejsi skupina
isoflavonoidii zahrnujici formononetin a biochanin A, které jsou v rostliné
zastoupeny nejvice a dale daidzein, genistein, genistin, kumestrol, ononin,
trifoliol.[8,9]

3.1.5.1. Flavonoidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou latky nalezici mezi rostlinné
sekundarni metabolity. V soucasnosti je zndmo vice nez 4000 flavonoidnich latek
a stale se nachazeji dalsi slouceniny tohoto typu.

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. Zékladem je chroman arylovany
v poloze 2 (flavany), 3 (isoflavany) nebo 4 (neoflavany). Nejcastéji se vyskytuji
flavany, méné casto isoflavany. Neoflavany se vyskytuji vzidcné a nemaji
terapeuticky vyznam. VSechny tfi kruhy byvaji hydroxylovany a methoxylovany,
jednotlivé derivaty se lisi pouze stupném substituce a oxidace. Podle stupné oxidace
pyranového kruhu se flavonoidy déli do nékolika skupin (flaveny, flavany, flavanoly,
flavanony, flavanonoly, flavandioly, flavony, flavonoly). Flavonoly jsou nejhojnéjsi
skupinou flavonoida zastoupenych v ovoci a zelening, nejbéznéjSimi zastupci jsou
potom kvercetin a kemferol.

Ptirodni flavonoidy se nejcastéji vyskytuji ve formé 0-glykosidi, obsahuji ve
své molekule necukernou soucast (aglykon) a cukernou slozku. Volné aglykony se
vyskytuji pouze ziidka. V nékterych piipadech (pfi technologickém zpracovani pfi
vysSich teplotaich a v kyselém prostfedi) mize dochazet k hydrolyze glykosida
a vzristu koncentrace aglykonti.

Flavonoidy se vV rostlinaich vyskytuji rozpusténé v bunéfné S§tavé vakuoly.

Methoxylované derivaty jsou lipofilni a nachdzeji se v silicich. V zivém rostlinném



organismu se flavonoidy patrné ucastni oxida¢né redukcnich pochodii. Dalsi funkei
flavonoidi je vabeni opylovact a ochrana rostlin pted UV zafenim.

Aglykony flavonoidnich glykosidii vznikaji dvéma hlavnimi cestami.
Sestiuhlikovy fragment je odvozen z acetitového metabolismu a zbyvajici
devitiuhlikova ¢ast zkyseliny Sikimové. Meziproduktem biosyntézy je
patnactiuhlikovy chalkon (vznikly z kyseliny skoficové a tfi molekul acetatu), ktery
je pretvaren na flavanon a tak dava zédklad i1 dal§im strukturam flavonoidu.

Terapeutick¢ vyuziti flavonoidii je =zalozeno na jejich schopnosti
normalizovat permeabilitu  kapilar, odstraiiovat jejich lomivost, pulsobit
antihemorhagicky a antiedematosné (P-vitaminovy 1cinek). Jsou inhibitory
hyaluronidasy, brani Sifeni mikrobialnich toxint tkanémi, jsou proto podplrnymi
prostfedky pii 1é€eni infekénich nemoci. Vykazuji téZ antimikrobiélni a antivirovou
ionty tvoii komplexni soli a brani tak srazeni krve a zadrzuji vapnik v téle. Potencuji
ucinek vitaminu C. Maji téz vlastnosti choleretické, cholagogni a spasmolytické.
Utinné jsou glykosidy i aglykony. Pouzivaji se v &istém stavu, Cast&ji viak jako
drogy nebo jejich extrakty.

Flavonoidy jsou vyznamnou soucasti antioxida¢niho systému, zabranuji
peroxidaci lipidt, likviduji volné kyslikové radikaly, mohou vézat a inaktivovat
nékteré prooxidacni kovové ionty (zelezo, méd’). Antioxidacni aktivita flavonoidu je
zavisla na poctu a poloze hydroxylovych skupin v molekule, vliv ma i jejich
glykosylace. Optimalni radikdlové likvidacni vlastnosti byly nalezeny pro o-
dihydroxy strukturu v kruhu B, 2,3 dvojnou vazbu a 4-oxo funkéni skupinu v kruhu
C a 3 a 5-hydroxyskupiny na kruzich A a C. Tuto strukturu maji pravé flavonoly.
Ukazuje se, ze pfirodni flavonoidy s popsanymi vlastnostmi mohou vyznamnym
zpuisobem pusobit pfi prevenci chorob majicich sviij piivod v oxidaénim poskozeni
biologickych struktur (atheroskler6za, kardiovaskularni onemocnéni). Vhodny
zplisob stravovani a pifijem potravin s vy$§im obsahem flavonoidi by mohl pomoci

pii 1é¢bé téchto chorob a piedchazeni jim.[9,10,11]



3.1.5.2. Isoflavonoidy

Isoflavonoidy jsou odvozené od 3-fenylchromanu, jevi tedy podobnost
s flavonoidy (derivaty 2-fenylchromanu), k nimz jsou také fazeny jako zvlastni
skupina. Na rozdil od flavonoidt jsou vSak u rostlin mnohem mén¢ zastoupeny. To je
dano pfitomnosti specifického enzymu zodpovédného za preménu 2-
fenylchromanového cyklu na 3-fenylchroman. Isoflavonoidy jsou tak téméf
specifickymi obsahovymi latkami celedi Fabaceae. Vzacné je lze nalézt
I vnekterych dalsich celedich, jako naptiklad Iridaceae, Myristicaceae,
Rosaceae.[12,13]

Nejcastéji se vyskytujici skupinou téchto sekundarnich metaboliti rostlin jsou
isoflavony, které se v rostliné nachazeji cCastéji ve volné form& a méné Casto
glykosidicky vazané. Nejvyznamnéj$imi zastupci z vice nez 360 zatim popsanych
isoflavont jsou biochanin A, formononetin, daidzein a genistein.[13]

O vyznamu isoflavonoida v rostlin€ se zatim pfili§ nevi. Pravdépodobné jsou
produkovany jako odpovéd’ na infekei patologickym agens (fytoalexiny) a mohou tak
piedstavovat jeden z obrannych mechanismu rostliny.[12] Isoflavonoidy Ize izolovat
z vétSiny rostlinnych tkani, pficemz v pupenech, mladych vyhoncich a kliccich se
vyskytuji vice. Z toho se usuzuje, Ze by mohly zasahovat do regulace fyziologickych
procesu dulezitych pro rust rostlin.[14,15]

Nejvyznamngj§im zdrojem isoflavonoidi je sdja a sojové produkty. Ostatni
lusténiny (fazole, hrach) tyto latky obsahuji také, v kvantitativnim vyjadieni je jich
tady vSak mnohem méné.[13] Dale byly nalezeny v olejnatych semenech, obilninach,
zeleniné, ovoci, ¢aji nebo kaveé. Obsah isoflavonoidii byl v malé mife zjistén
I v takovych vyrobcich z rostlin, jakymi je bourbon ¢i pivo.[9,16]

Isoflavonoidy se vazi na estrogenni receptory a plsobi tak jako slabé
estrogeny (hormone like effect), ovSem zdrovenn mohou naruSovat funkci
endogennich estrogenli v lidském organismu. Princip antiestrogenniho plisobeni je
zaloZen také na stimulaci biosyntézy SHBG (sexudlni hormony vazajici globulin)
v jatrech. VyS$§i hladiny SHBG jsou protektivnim faktorem proti nadmérnému
pusobeni estrogenli i androgenl v cilové tkdni. Ani u maximalnich koncentraci
dosazitelnych pifijmem potravy neni estrogenni a antiestrogenni ucinek pfilis

dramaticky. Isoflavonoidy mohou téz ovliviiovat rizné enzymy, syntézu proteint,



transport vapniku, oxidaci lipida, diferenciaci bun¢k nebo ucinek ristovych faktori.
Vykazuji tedy Siroké spektrum biologické aktivity, z n¢hoz je mozné jmenovat
napftiklad aktivitu antioxidacni, antiosteoporotickou, antikarcinogenni,
antiatherogenni, hypocholesterolemickou, antivirovou, antibakteridlni, insekticidni,
antifungalni a imunosupresivni. Piisobi také jako antidotum proti nékterym hadim

a pavoucim jedim.[9]

Struktury nejvyznamnéjsich isoflavonoidu

HO O HO O
| e | ol
COH O J\DH CH © %/H\D,CHS
genistein biochanin A

daidzein formononetin



3.2. Rostlinné explantaty

Prvni pokusy zabyvajici se problematikou rostlinnych explantati provedl
Haberlandt (1902), ktery bohuzel pracoval s diferencovanymi bunikami. Negativni
vysledky jeho pokust vedly k riznym modifikacim média a podminek kultivace.
Teprve volba meristematickych bunék misto vysoce diferencovanych dala pozitivni
vysledky. Prvni Hannig (1904) a az dlouho po ném dalsi — Dietrich (1924) , Thukey
(1933) — uspésné kultivovali rostlinna embrya. Prvni neomezené rostouci kalusové
kultury odvodili z kambia Nobecourt (1937) a Gauthered (1938). Téchto vysledki
dosahli nezavisle na sobé¢.

V 50. letech 20. stoleti doSlo k vyvoji aparatur. Byly pouzivany rtizné druhy
tiepacek (Muir, 1954), White (1953) vyvinul roler, Nickell a Tulecke (1960)
pracovali se suspenzemi rostlinnych bunék ve fermentacnich aparaturach.[17]

V soucasné dobé¢ lze vyuziti kultur in vitro rozdélit na dvé oblasti, v nichz je
provadén vyzkum, jenz ma své praktické uplatnéni. Jde o problematiku
biotechnologickych metod vrozmnozovani a Slechténi rostlin a o produkci
sekundarnich metabolitti témito kulturami, kterou lze ovlivnit naptiklad vyuzitim
prekurzori pozadovanych metaboliti, biotransformaci nebo procesem elicitace

kultur.[18]

3.2.1. Obecna charakteristika

Kultivace in vitro — péstovani rostlinného materialu v podminkach co
nejuplnéji definovatelnych po strance chemické 1 fyzikalni a zabranujicich nezddouci

kontaminaci cizorodymi zivymi organismy a bunikami.
Rostlinny explantiat — kazdy fragment Zivého pletiva, cely organ nebo
komplex organti, odebrany bud’ z intaktni rostliny nebo zjiz existujici kultury

s cilem péstovat jej v podminkach in vitro.

Intaktni rostlina — ptivodni rostlina péstovana v pfirozenych podminkach.
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Kultura rostlinnych explantati — rostlinné explantaty péstované po urcitou

dobu v podminkach in vitro. Kultury rostlinnych explantati 1ze podle morfologické

charakteristiky zatradit do nékteré z néasledujicich péti kategorii:

1.

Kultura organova — organové systémy, organy resp. jejich zaklady nebo casti

péstované v podminkach in vitro zpusobem, ktery umoznuje diferenciaci

a castecné zachovava i jejich stavbu a funkci.

Kultura tkdnovd — do ridzného stupné soudrzné, morfologicky
dezorganizované mnohobunécné komplexy tkan€, pomnozované bud na
polotuhych ¢i pevnych nosi¢ich, nasycenych zivnym médiem nebo vyjimecné
v tekuté zivné pudé.

Kultura suspenzni — volné buiiky a bunééné shluky spolecné pomnozované,

suspendované V tekuté zivné ptid¢, promichavané a provzdusiované.

Kultura bunééna — volné jednotlivé bunky, resp. jejich nejblizsi potomstvo,
pomnozované v tekuté ¢i polotekuté ptidé nebo na nosi¢i nasyceném zivnou

pudou.

Kultura protoplastii — kultura bunék zbavenych bunéénych stén, kde bunéény
obsah je obalen nikoliv pevnou bunécnou sténou, ale jen pruznou elastickou
plasmalemou.

Primarni explantat — rostlinny explantat odebrany pfimo z intaktni rostliny.

Primarni kultura — kultura primarnich explantatii.

Subkultivace, pasazovani — pienos celé kultury nebo jeji ¢asti (inokula) do

cerstvé Zivné pudy s cilem obnovit, zachovat nebo zesilit rist kultury po dalsi

subkultivaéni interval.

Subkultiva¢ni interval — doba mezi dvéma pasazovanimi.

Subkultivacni ¢islo — udava, kolikrat byla kultura pasazovana.

Rozpadavost kultur — schopnost tkanovych ¢i suspenznich kultur spontanné

se rozpadat na bunécéné shluky a volné bunky, schopné dalSiho ristu, resp.

pomnozovani.
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Kalus, zaval — v plivodnim vyznamu neorganizované pletivo, vzniklé
¢innosti sekundérnich meristémti po poranéni rostliny; v pfeneseném vyznamu
pletivo, které vznikd na povrchu nenddorovych primarnich explantati a je schopné

subkultivace.

Kalusova kultura — kultura kalusu in vitro.

Totipotence — schopnost rostlinnych bunék kultivovanych in vitro obnovit
Vv prub¢hu diferenciacnich procesii specializované funkce a postupné regenerovat ve
fertilni rostlinu; umoziuje realizace genetickych zmén vyvolanych v jednotlivych

bunkach na Grovni celého organismu.

Diferenciace — chemické a strukturalni zmény v jednotlivych bufikach
a pletivech spocivajici v aktivaci ¢i inaktivaci urcitych genti, jimiz se odlisily od tzv.
eumeristematického stavu a ziskaly jinou specializaci. Opacny proces je nazyvan

dediferenciace.[17,19]

3.2.2. Vlastnosti rostlinnych kultur

e Rostlinné kultury je mozno odvodit z bunky ¢i komplexu bunék pletiva
kteréhokoliv organu rostlinného téla (S vyjimkou né&kterych velmi
specializovanych bunék, napf. sitkovice, sklereidy).

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

e Tkanova a suspenzni kultura se v pribéhu ristu in vitro dediferencuje, ztraci
svij ptuvodni morfologicky a fyziologicky charakter, neni vS§ak homogenni,
obsahuje buiky rizného stupné¢ diferenciace.

e Suspenzni kultury, které¢ Ize z tkané péstované na pevné pudé ziskat bud’
enzymovym rozvolnénim (napf. pomoci pektinaz) nebo mechanickou cestou,
jsou tvoteny jednotlivymi bunéénymi shluky rizné velikosti, jejichz tvorbu se
dosud nepodafilo vyloucit. Rozpadavost kultury je zfejmé geneticky

podminéna a Ize ji ovlivnit sloZenim média a kultivacnimi podminkami.
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e Buiky tkanovych ani bunéénych kultur nejsou schopny tvofit jednovrstevnou
kulturu (monolayer), neuchycuji se na tuh¢ ani na polotuhé podklady.

e Rada rostlinnych kultur je schopna trvale rist na plné syntetickych ptidach.

e Organové, tkanové ani bunééné kultury nejsou schopny bez poskozeni
podstoupit konzervaci mrazem.

¢ Vhodnou kombinaci ristové aktivnich latek a ostatnich slozek kultivacniho
média lze v kulturach indukovat histogenezi nebo organogenezi, takto je

mozné odvodit z jediné somatické bunky zivotaschopnou rostlinu.[19]

3.2.3. Odvozeni a udrzovani kultury

Pro uspésné odvozeni stabilni kultury je duilezity vybér vhodné matecné
rostliny 1 ¢asti rostlinného téla. Pied vlastni explantaci je nutné rostlinu povrchové
sterilizovat nebo péstovat v aseptickych podminkach. Poté se odebere fragment
aprenese se na tuhou zivnou pudu a inkubuje v teplotnim rozmezi 23-28°C. Po
nékolika tydnech kultivace se objevuje primarni kalus. Jedna se o pletivo vzniklé
délenim povrchovych vrstev primarnich explantatl, jehoz builkky jsou pfi
pravidelném pasézovani schopny trvalé proliferace.

U prvnich pasazi se mohou objevit morfologické a morfogenetické zmény.
Teprve po vétSim poctu pasazi se ziskd stabilni a homogenni rostlinny material,
ovsem pouze za piedpokladu piisného dodrzovani konstantnich podminek kultivace,
jako je slozeni a zpracovani Zivné pudy, teplota, osvétleni, prostiedi a pravidelnost
pasazi.

Z kalusové kultury 1ze enzymatickym nebo mechanickym zpiisobem odvodit
kulturu suspenzni. V prvnim piipadé se pouzivaji vhodné pektindzy, ve druhém
pomalobézné rolery a tfepacky. Ziskané kultury lze udrzovat za podminek in vitro
neomezené¢ dlouho. Kultura musi byt pravidelné pasdzovana za aseptickych

podminek, aby se zabranilo nezadouci kontaminaci rostlinného explantatu.[19]
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3.2.4. Kultivaéni podminky

Kultivace rostlinnych explantati probiha za piesné definovanych podminek.

Jedna se pfedev$im o sterilni prostfedi, vhodné fyzikalni podminky, optimalni

slozeni zivného média a opatfeni zabranujici kontaminaci kultury.

3.2.4.1. Zivna média

Zivné médium tvoii prostiedi, které obsahuje viechny latky dileZité pro rist

kultury. Muaze byt tekuté nebo tuhé (s piisadou agaru). Jednotlivé zastoupeni

komponent, jak kvantitativni tak kvalitativni, mé rozhodujici vyznam nejen pro rist

explantat, ale napiiklad i pro rozpadavost kalusu pii pievadéni do suspenzni

kultury.

Slozky Zivnych plid se podle mnozstvi v pudé resp. svého charakteru nebo

fyziologickych uc¢inkt rozdeluji do nésledujicich skupin:

*
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Destilovana voda — S minimdlnim obsahem anorganickych latek, prosta
pyrogent, plynd a organickych necistot.

Makroelementy — dusik, sira, fosfor, hot¢ik, vapnik a draslik jsou nutné pro
kultivaci intaktnich rostlin. Pfidavaji se do zivné pudy ve formé soli, jejich
koncentrace v médiu je vys§i nez 30 mg.l™.

Mikroelementy — Zelezo, mangan, méd, zinek, bor, jod, molybden jsou
nepostradatelné pro spravny vyvoj. Jsou pfitomny v malych mnozstvich ve formé
soli.

Zdroje organického uhliku — kultivované rostlinné tkané jsou schopny vyuzit
uhlik jako zakladni stavebni jednotku z cukrii, alkoholli a organickych kyselin.
Nejlepsim zdrojem jsou vSak sacharidy (nejcastéji sacharéza v koncentraci
2-5 %, kterou je mozné nahradit gluk6zou, laktozou ¢i skrobem).

Vitaminy — explantatové kultury nejsou schopny produkovat dostate¢né
mnozstvi vitamind pro svij rist a vyvoj. Nejcastéji se dodava pyridoxin, thiamin,
kyselina nikotinova a myoinositol. V kultivacnich médiich se nékdy pouzivaji
dalsi vitaminy jako biotin, kyselina listova, kyselina askorbova, kyselina

pantotenova, riboflavin a dalsi. Jejich pfitomnost vSak vétSinou neni nezbytna.
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X/
L X4

Nedefinované smési prirodnich latek — Casto se pouziva hydrolyzat kaseinu,
kokosové mléko a extrakty z pSenice, kukufice a kvasnic.[19,20]
Latky pouZivané pro zpevnéni média — pro pfipravu tuhych médii se nejCastéji
pouziva agar, jenz ma oproti jinym latkam fadu vyhod. Agarové gely jsou pfi
kultiva¢nich teplotach stabilni, agar nereaguje s ostatnimi slozkami média a neni
rozkladan rostlinnymi enzymy. Tuhost svarového gelu je mozno regulovat
pouzitou koncentraci agaru, druhem agaru a pH média. Neni-li pouzito pevné
médium, je mozné explantity fixovat na mistcich z filtracniho papiru,
polyuretanové péné, ¢edi¢ové vaté nebo perforovaném celofanu.[17]

Prostiedky pro odpénovani zivnych pid — tyto prosttedky jsou dulezité

zejména ve vyrob¢. Jedna se o rostlinné oleje (sojovy, tepkovy, kokosovy,

slune¢nicovy, hoic¢i¢ny), zivocisné tuky (l4j, dezodorizovany rybi tuk, tekuta
frakce veptového sadla) a silikonové oleje (jako vodna emulze s obsahem 10 %
silikonu).

Aminokyseliny — slouzi bunkam jako bezprostfedni zdroj dusiku nebo mohou

byt pfimo vyuzivany k syntéze proteinil. Jejich pfirozené smési pisobi piizniveé

na rist a vyvoj explantatu, podporuji téz organogenezi. Dodéavaji se do Zivnych
médii pfedevs§im v ptipadé kultivace bunéénych suspenzi a protoplasti.[19]

Riistové regulatory (fytohormony) — rostlinné buiiky jsou pfi péstovani in vitro

vétSinou zavislé na pfitomnosti rastovych reguldtord, protoze syntéza

endogennich fytohormont neni pro zajisténi ristu dostate¢na. Pro ucely kultivace
je lze rozdélit do tii zakladnich skupin:

- Auxiny: v tkanovych kulturach rostlin se pouziva ptedevS§im kyselina -
indolyloctova (IAA), kyselina B-indolyl-4-méaselna (IBA), kyselina 2,4-
dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina a-naftyloctova (a-NAA).
V kultivaénim médiu jsou pouzivany predev$im za ucelem stimulace ristu
kalusu a bungk, v nékterych ptipadech k indukci tvorby prytu a zejména
kotend.
izopentenylaminopurin a syntetickymi 6-furfurylaminopurin (kinetin) a 6-
benzylaminopurin (BA). Pouzivaji se ke stimulaci bunécného d¢€leni

a k indukci tvorby axilarnich prytu.
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- Gibereliny: hlavnimi zastupci jsou kyselina giberelova (GBA) a giberelin.
Pridavaji se do média vétSinou za Ucelem stimulace riistu bunéénych kultur,

kalust a zakrslych rostlin.[17,19]

3.2.4.2. Fyzikalni podminky kultivace

s Svétlo — Vv zavislosti na svétle dochazi casto v intaktnich rostlinach
I tkanovych kulturach ke zméné intenzity biosyntézy a akumulace
sekundarnich metabolitti. Dilezita je intenzita a kvalita svétla, jakoz
| ptipadna fotoperioda. Doba a zptsob osvétleni se 1isi dle objektu a typu
kultivace. Nejbéznéjsi je pii nepietrzitém osvétleni 500-1000 luxi a pii
fotoperiodé (8-16 hodin) osvétleni nad 2000 luxa.

% Teplota — je jeden z dulezitych faktorti ovliviiujici rychlost metabolismu, rist
a déleni bun¢k a tim 1 priibéh kultivace tkadnovych kultur. Jako nejvhodné;si
se jevi kultivace v teplotnim rozmezi 23-28°C. Je-li teplota pfili§ nizka,
rychlost metabolismu se zpomali az zastavi, pokud je teplota vysoka, dojde
k poskozeni bunék.

¢ Acidita Zivného média — u rostlinnych tkéni neni bezpodmine¢né nutna
pfesnd hodnota pH Zivného média. Optimalni hodnota pH zavisi na typu
kultury. Pro vétSinu kultur in vitro se doporucuje hodnota pH od 5,5 do 6,0.
Na tyto hodnoty se v piipadé potifeby upravuji pudy ptisadou kyseliny
chlorovodikové nebo hydroxidu sodného.

% Vlhkost vzduchu — podle pozadavkid dané kultury byva nastavena na
hodnoty v rozmezi 20-98 %.[19,21]

3.2.5. Faze rustu kultury

Rostlinna kultura prochazi béhem ristu nékolika fazemi, které jsou
charakterizovany ristovou kiivkou vyjadfujici zavislost koncentrace biomasy na
case. Délka faze zavisi na sloZeni Zivného média, fyzikalnich faktorech a na typu

a stafi bunék, jejich mnozstvi a genetickém vybaveni.[17,19]
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lag faze — obdobi piizpisobeni se naockovanych bunék novému prostiedi. Po
umisténi bun¢k do zivného média je jejich koncentrace po urcitou dobu
konstantni nebo mtize prechodn¢ klesnout.

faze zrychleni (akceleracni) — vSechny dilezité enzymové reakce postupné
dosahuji maximalnich konstantnich rychlosti a pfechazeji do ustadleného
stavu.

exponencialni faze — bunky rostou stale stejnou maximalni rychlosti, bunika
se Z hlediska chemického slozeni neméni. Faze trva tak dlouho, pokud maji
bunky dostatecné mnozstvi zivin a pokud neni rist kultury inhibovéan
produkty vlastniho metabolismu.

faze zpomaleni (deklinaéni) — Vv dusledku postupného vycerpani Zzivin
a hromadéni metabolickych produkti dochéazi k poklesu rhstové rychlosti.
Tvar rastové kiivky se v této fazi mize velmi liSit, coz zalezi také na typu
rostlinné kultury.

stacionarni faze — populace buné¢k dosahuje maximalni a po urcitou dobu
konstantni velikosti, doba této faze zavisi stejn€ jako u piedchozi faze na
zpusobu méteni koncentrace bunék. Maximalni dosazenou koncentraci bunék
urcuje fada faktorti, napt. poc¢ate¢ni koncentrace energetického zdroje, zdroje
dusiku a stopovych prvki, koncentrace kysliku, zptisob upravy pH béhem
kultivace.

faze odumirani — pro prub¢h faze neexistuje Zadné pravidlo, odumirani muize

byt pomalé ¢i rychlé, spojené ¢i nespojené s autolyzou bunék.[19]
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Rustova krivka

log x 5

Xo

Faze riistove kiivky: 1) lag-faze, 2) akceleracni faze, 3) exponencidlni faze,

4) deklina¢ni faze, 5) stacionarni faze, 6) faze odumirani

3.2.6. Biotechnologické vyuziti rostlinnych explantatovych

kultur

Vyuziti kultur in vitro Ize rozdé¢lit na dvé oblasti, v nichZz je provadén
vyzkum, ktery ma své praktické uplatnéni. Jde o problematiku biotechnologickych
metod Vv rozmnozovani a Slechténi rostlin a o produkci sekundarnich metabolitd

témito kulturami.[18]
3.2.6.1. Produkce sekundarnich metabolitii
Vyssi rostliny jsou bohatymi zdroji 1éCivych latek. Jednou z moznosti, jak se
vyhnout obtizim se zajisténim téchto latek, by mohlo byt zavedeni systému

bunéénych kultur pro jejich produkci. Hlavni vyhody bunécné kultivace oproti

kultivaci celé rostliny jsou nésledujici:
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e Vyuzivané slozky mohou byt produkovany za kontrolovanych podminek
a Vprostredi nezavislém na klimatickych zménach nebo pldnich
podminkach.

e Pé&stované bunky mohou byt zbaveny mikrobii a hmyzu.

e Bunky jakékoliv rostliny, bez ohledu na jeji geograficky ptivod, mohou

byt snadno péstovany k ziskani jejich specifickych metaboliti.

e Automatickd kontrola bunécného rustu a raciondlni regulace

metabolickych procesi muze pfispét ke snizeni pracovnich nékladt
a zvyseni produktivity.

V poslednich letech nastal vyznamny pokrok ve vyvoji novych technik,
kterymi lze dosahnout zvyseni produkce a akumulace sekundéarnich ptirodnich latek
Vv bunécnych kulturach in vitro. Jde naptiklad o elicitaci, biotransformaci
a imobilizaci.

Uspé&snych vysledkii ve vyuzivani rostlinnych bun&énych kultur pro tvorbu
sekundérnich ptirodnich latek bylo také dosazeno zejména postupy zaloZzenymi na
manipulacich se slozenim zivného média (zejména s ristovymi regulatory), dale diky
rozvoji metod klonovani.

Perspektivni je také prenos rostlinnych genti, které koduji enzymy
katalyzujici reakce biosyntézy sekundarni latky do bakteridlni bunky ¢i do bunky
mikroskopickych hub.

Ptes dosazené ispéchy ziistava stale nevyresena celd fada problému stojicich
Vv cesté vyuziti tkdnovych kultur pro produkci sekundarnich metabolitl. Patrné
nejvaznéj$im je nizky obsah Zadanych latek, kombinovany s ¢asto se vyskytujici

nestabilitou produkce.[22]
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3.3. Elicitace

Elicitaci Ize charakterizovat jako induk¢ni proces, ktery vede ke zvySeni
hladiny enzymut nebo jejich aktivaci, ¢imz dochézi k vyssi produkci sekundarnich

metabolitu.

3.3.1. Obranné reakce rostlin

Rostliny se stejné jako ostatni organismy musi vyrovnat s nepiiznivymi vlivy
vnéjSiho prostfedi. Nepiiznivé vlivy zavazné ohrozujici rostlinu jsou oznacovany
setkavaji v pfirod¢, jsou uvedeny v nasledujicim piehledu:
< ABIOTICKE FAKTORY:

» fyzikalni - mechanické ucinky vétru
- nadmérné zateni (UV, viditelné)
- extrémni teploty (horko, chlad, mraz)
» chemické - nedostatek vody (sucho)
- nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
- nedostatek zivin v ptudé
- nadbytek iontt soli a vodiku v padé
- toxické kovy a organické latky v padé
- toxické plyny ve vzduchu
< BIOTICKE FAKTORY- herbivorni Zivo&ichové (spasani, poranéni)
- patogenni mikroorganismy (viry, mikrobi, houby)
- vzajemné ovliviiovani (alelopatie, parazitizmus)

Aby mohly rostliny pfezit, vyvinuly se u nich obranné mechanismy. Pasivni
(dlouhodoby) zptsob ochrany je zaloZzen na zamezeni (nebo alespont vyrazném
omezeni) priuniku stresovych faktori do vnitiniho prostredi rostlin. K tomuto ucelu
slouzi predevSim specidlni anatomické ochranné struktury (trichomy, trny, ostny,
tlusta kutikula na listech, vyraznd impregnace bunéénych stén). Jinym rostlindm
slouzi jako nespecificka prevence syntéza vice ¢i méné toxickych latek (kyanogenni
glykosidy, taniny). Dal$i mechanismy jsou realizovany pouze V piipadé napadeni
Skiidcem.[23]
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Pronikne-li stresor k plasmatické membran¢ bunék a do symplastu, je jeho
negativni dopad omezen spusténim mechanismi aktivni odolnosti. Prib¢h této
stresové reakce a jeji konecny vysledek zéavisi na charakteru, délce a intenzité
pusobeni stresového faktoru a dale na geneticky zakdédovanych (adaptacnich)

| prechodnych (indukovanych) schopnostech napadenych rostlin.

3.3.2. Fytoalexiny

Fytoalexiny jsou specifické nizkomolekularni obranné latky sekundarniho
metabolismu, které se za normalnich okolnosti v burikach nevyskytuji, ale za¢nou se
vytvaret az po napadeni patogenem. V soucasné¢ dobé je zndmo vice nez 300
fytoalexint, které po chemické strance patfi mezi velmi riznorodé typy sloucenin.
U systematicky piibuznych druhii se obvykle vyskytuji také podobné druhy
fytoalexint.. Tak napf. u rostlin ¢eledi Fabaceae ptevazuji isoflavonoidy, u jinych
Celedi to mohou byt seskviterpeny (Solanaceae), diterpeny (Poaceae),
furanokumariny (Apiaceae) ¢i stilbeny (Vitaceae). U téze rostliny se nékdy mohou
tvorit dva i vice riznych fytoalexini. VétSina z téchto sloucenin je lipofilni povahy,
coz jim usnadnuje prinik pies plasmatickou membranu patogent. Postizeni
membranovych funkci patfi také k nejcastéjSim mechanismiim toxického plisobeni
fytoalexini.[23] Tyto latky maji bakteriostatické, fungistatické a cytostatické
ucinky.[17]

3.3.3. Elicitory

Elicitory jsou signalni latky biologického ¢i nebiologického plvodu. Maji
schopnost dat podnét k aktivaci gentl, které jsou nezbytné pro syntézu fytoalexint.
Elicitory aktivuji urcité enzymy, které katalyzuji tvorbu antimikrobidlné¢ ptsobicich
sekundarnich latek (fytoalexinti) i jinych stresovych latek s charakterem

sekundarnich metabolitti.[24]

3.3.3.1. Biotické elicitory

Jedna se o organické latky se signalnim uc¢inkem. Mezi né se fadi:
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- celé intaktni patogenni i nepatogenni organismy nebo jejich Casti: viry,
bakterie, kvasinky, houby, mykoplazmata

- organické molekuly parazitickych organismi: oligosacharidy, glykoproteiny,
mastné kyseliny

- endogenni konstitutivni elicitory: organické molekuly pochazejici z bunck
napadené rostliny (oligogalakturonidy, chitosan, kyselina jasminova, kyselina

salicylova).[24]

3.3.3.2. Abiotické elicitory

Zahrnuji chemické a fyzikalni vlivy, které rostlinu stresuji a tim spoustéji
tvorbu fytoalexinli. Vyhoda abiotickych elicitorti spo¢iva v tom, ze jsou chemicky
zcela definované, lze je presnéji davkovat a jsou zpravidla finanéné dostupné.[24]
Patfi sem:

- inhibitory latkové vymeény: kyselina trichloroctova, 2,4-dinitrofenol

- fyzikalni vlivy: UV zafeni, gama zafeni, zmény pH a osmotického tlaku,
chlad, vysoka teplota

- detergenty

- rostlinné ochranné prostiedky: pesticidy

- soli tézkych kovu: CuCly, HgCly, CdCly, CuSO4, MnSO4, PONO5.[17,23]

3.3.4. Mechanismus ucinku elicitoru

Na zakladé¢ dosavadnich znalosti se piedpokladé, Ze elicitory indukovana
produkce a akumulace fytoalexinli a jinych stresovych metabolitl rostlinnymi
kulturami in vitro je regulovana stejnymi mechanismy jako Vv piipad¢ intaktni
rostliny.[24]

Ptedpoklada se, Ze molekuly elicitoru interaguji s membranovymi receptory,
které maji schopnost pienést extracelularni signal do intracelularniho signalniho
systému. Byly nalezeny nékteré komponenty transdukéniho signalniho fetézce, které
pomahaji pienosu signdlu pfes membranu do buniky. Jedna se o G-proteiny, vapenaté
ionty, kalmoduliny, proteinkindzy (proteinova fosforylace ma za nasledek ovlivnéni

vapnikovych kanald) apod.[25]
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Obsazeni membranového receptoru molekulou biotického elicitoru mize vést
k aktivaci G-proteinu, K otevieni vapnikovych kanald a krychlému influxu
vapenatych iontd do bunky.[26] G-protein lezi na wvnitini strané plasmatické
membrany. Po navazani elicitoru na vazebné misto receptoru se meéni konformace
receptoru a v tomto stavu vaze na své intracelularni ¢asti G-protein.

Aktivaci G-proteinu je umoznén vstup vapniku do buiiky pies vapnikovy
kanal. Extracelularni vapnik je povazovan za signal pfinaSejici informaci o poranéni
dovniti buiikky. Dalsi piedpokladany zdroj vapenatych iontl, které pochazi
z intracelularnich organel (mitochondrie, endoplasmatické retikulum), pienasi
informace v bunice. Vapenaté ionty se uvnité bunky vazi na bilkovinu kalmodulin,
kterda ma pro véapenaté ionty Ctyfi vazebna mista, a nartistajici komplex kalcium-
kalmodulin moduluje mnoho fyziologickych procesti. Vznikly komplex ovliviiuje
aktivitu urcitych proteinkinaz.

ZvySeni koncentrace véapenatych iontd v cytosolu, a tim 1 aktivace
proteinkindz, muze byt dosazeno i jinymi cestami. Pfenos signalu muze byt
zprostiedkovan pomoci fosfoinositolového systému, pfi némz hydrolyzou lipidi
plasmatické membrany jsou generovany dvé signalni slouceniny: inositol-1,4,5-
trifosfat a diacylglycerol, které za ucasti iontd vapniku aktivuji proteinkinazy a
posléze i expresi genti.[23]

Nékteré pokusy dokazuji, Ze velmi Castym a rychlym zpisobem pienosu
signalu probihajictho na membranach a aktivace genové exprese je také tvorba
superoxidu a dalSich aktivnich forem kysliku (hydroxylové radikaly,
hydrogenperoxidy). Zvysené mnozstvi peroxidu je mozné zjistit po 5 az 10 minutach
pisobeni elicitoru.[27,28]

U abiotickych elicitori ovsem nedochézi k vazbé na specificky receptor, ale
napf. tézké kovy pravdépodobné spoustéji peroxidaci lipidii membrany, a tak dochazi
ke zvySeni propustnosti membrany pro vapenaté ionty.[29] U abiotickych elicitord je
nutnd pfitomnost pfenaseci signalu. Komplex nebo pifenase¢ aktivuje geny, které
koduji mRNA enzymi katalyzujicich biosyntézu fytoalexint.[30]

lonty t&zkych kovi jako Mn?*, Cu®*, zZn*, Fe®*, Co*" jsou esencialni
mikroelementy pro rostlinny metabolismus, ale jsou-li v nadbyte¢ném mnozstvi,
mohou byt vysoce toxické. Mechanismy transportu iontl téZzkych kovii musi
vyhovovat nejen pozadavkim bunééného metabolismu, ale slouzi téz k ochrané

bunék proti toxickym ufinklim kovovych iont. Tyto mechanismy nebyly jesté zcela
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definovany, ackoliv pocet geni kodujicich mozné transportni struktury byl jiz
urcen.[30]

Tézké kovy v rostlinnych bunkach vyvolavaji aktivaci transkripce nékolika
gent tvorbu fytochelatinti. Jsou to malé peptidy syntetizované z glutathionu, které
inaktivuji t€zké kovy tvorbou komplext.[31]

Chlorid rtutnaty zplsobuje v bunécné kultufe Zea mays L. zmény
Vv transkripci genli podobnych tém, které byly pozorovany jako odpovéd’ na infekci
patogenem (geny chitindz, 1,3-B-glukonéaz a dalsi). Po ptisobeni chloridu rtutnatého
se aktivovaly proteiny bohaté na glycin, proteiny tepelného Soku a membranovych
kanali. Snahou studie bylo zjistit, zda pozorované zmény mohou byt povazovany za
specifickou odpovéd na stres tézkymi kovy, nebo zda se jedna o vSeobecnou
odpovéd’ na abioticky stres. Za timto Gcelem byl sledovan tcinek chloridu sodného,
chladu, tepla, UV zéfeni a zranéni na expresi gend, které jsou indukovany pravé
chloridem rtutnatym. Bylo zjisténo, ze proteiny syntetizované jako odpovéd na
chlorid rtutnaty nejsou specifické pro stres tézkymi kovy, ale Ze se zfejmé jedna o

obecnou reakci na abiotické elicitory.[32]

3.3.5. Podminky elicitace

Zakladnim ptfedpokladem uspésné elicitace je nutné splnéni urcitych

podminek:

volba vhodného elicitoru

- optimalni koncentrace elicitoru

- doba piisobeni elicitoru na kulturu

- volba vhodného rostlinného explantatu pro kultivaci

- stafi kultury

- rUstova faze kultury

- slozeni Zivného média

Volba vhodného elicitoru pro elicitaci uréité kultury je nejdilezitéjsi

podminkou tspésné elicitace.[29]
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Poznatky o procesu elicitace, ktery podminiuje tvorbu a akumulaci
sekundarnich metabolitl v rostlinnych bunéénych kulturach, 1ze shrnout nasledovné:
- tvorba sekundarnich pfirodnich latek po pisobeni elicitoru se vyskytuje
predevsim v bunkéach, které se nachazeji na konci ristové faze
- nastava v priabéhu nékolika hodin po puisobeni elicitoru (12-48 hodin)
- probiha jak v bunikach suspendovanych v ristovém médiu, tak i v kalusu
- sekundarni ptirodni latky jsou pfitomny v buiikach i v médiu

- elicitaci miizeme opakovat, aniz nastava poSkozeni bunky.[22]
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3.4. Rtut’

Chemicka znacka rtuti je Hg (Hydrargyrum). Jedna se o prvek zatfazeny do II.
vedlejsi podskupiny Mendélejevovy periodické soustavy prvkil s protonovym ¢islem
80 a relativni atomovou hmotnosti 200,59.

Rtut’ je zndma uz od nejstarSich dob. Jedinou vyznamnou rudou rtuti je
rumeélka (cinabarit) HgS, k niz byva v nepatrnych mnozstvich pfimisena i rtut’ ryzi.
Technicky bezvyznamnymi nerosty rtuti jsou tiemannit HgSe, coloradoit HgTe,
kalomel Hg,Cl,, coccinit Hgzl,.[33]

Rtut’ se vyrabi tak, ze se rumélka prazenim pfevede na oxid, ktery se kolem
500°C rozklada a rtut’ se vydestiluje.[34] Rudy bohaté rtuti se zahiivaji se Zeleznym
odpadem nebo palenym vapnem a rtut’ se vydestiluje.[33]

Rtut je pii obycejné teploté¢ kapalny stiibrobily, siln¢ leskly kov. Za
atmosférického tlaku vie pii 356,95°C a tuhne pii —38,84°C. Rtut’ je vodiva a tékava.
Pary rtuti jsou velmi jedovaté. Pfi trvalém plsobeni mohou vyvolat téZké poruchy
i ve zcela nepatrnych mnozstvich. Charakteristické piiznaky pii otravé rtuti jsou:
slinéni, vyznaéné ¢ervenani dasni, uvolilovani zubi, t¢zké nervové poruchy, bolesti
hlavy, zazivaci potize, tfes rukou a hlavy. AvSak bézné nervové poruchy jako
otupélost, unava, rozmrzelost, nespavost, oslabeni paméti apod. se mohou objevit
jeste pred typickymi symptomy chronické otravy rtuti.[35]

Na vzduchu je rtut’ stald, za vyssi teploty se oxiduje na HgO. Ochotné se
slucuje s halogeny a sirou jiz za chladu. Rozpousti se v kyselin¢ dusicné, za horka
I v kyselin¢ sirové. S mnohymi kovy poskytuje tekuté ¢i tuhé slitiny — amalgamy. Ve
slouceninach vystupuje rtut’ v oxida¢nim stavu I a II. Koordina¢ni slouceniny tvoii
vétSinou Hg (II) s nejcasteéjSimi koordinanimi Cisly 2, 4 (tetraedrické usporadani)
a6.[33]

Rtut’ v kovové podobé se vyuzivd v méfici a vakuové technice. Velka
mnozstvi rtuti se spotfebuji na vyrobu umélé rumélky. Déle slouzi k lé€ebnym
ucellim, pifikladem muize byt Sedd mast pouZivand pifi koznich onemocnénich.
Dulezité jsou také katalytické ucinky nékterych soli rtuti, zejména pii reakcich
slouCenin uhliku. Amalgamy se pouzivaji v zubnim Iékafstvi. DuleZitad je takeé
amalgamace zinkovych desek pro galvanické ¢lanky. Sodikovy amalgam mé casté

pouziti v laboratofi jako reduk¢ni ¢inidlo.[35]
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U rostlin je mozné rozliSovat téi rizné molekularni mechanismy toxicity
tézkych kovl zaloZené na jejich chemickych a fyzikéalnich vlastnostech:

- Produkovani reaktivni formy kysliku autooxidaci a Fentonovou reakci. Tato
reakce je typicka pro ptechodné kovy jako je zelezo nebo méed’.

- Blokovani zakladnich funk¢nich skupin v biomolekulach je typické hlavné
pro neredoxné reagujici tézké kovy, jako je kadmium a rtut’.

- Odstranéni zakladnich kovovych iontd z biomolekul. Tato reakce se
vyskytuje u jinych druhi téZkych kovii.[36]

Pti vychytavani rtuti z ptidy slouzi rostlinné koteny jako bariéra. Koncentrace
rtuti v nadzemnich castech rostlin se zda byt zavisla hlavné na vychytavani rtuti
vytékané zpidy listy. Bylo zjisténo, Ze vychytavani rtuti je specifické pro
mechorosty, liSejniky, bahenni rostliny, zemé&d¢lské rostliny a dieviny. Moznymi
kauzalnimi mechanismy toxicity rtuti jsou zmény permeability bunéné membrany,
reakce thiolovych (-SH) skupin s kationty, afinita k reakcim s fosfatovymi skupinami
a aktivnimi skupinami ADP nebo ATP a nahrazovani esencidlnich iontl, hlavné
vétSich kationl. Predpoklada se, Ze rostlindm jsou obecné dostupnéjsi anorganické
formy rtuti nez organickeé.

Rtut’ ovlivituje jak svételnou tak i temnostni fazi fotosyntézy. PfiCinou
poruchy fotosyntézy je ndhrada centrdlniho atomu chlorofylu, hot¢iku, rtuti.
Rostlinné buiiky obsahuji v tonoplastu a plasmatické membrané aquaporiny, coz jsou
proteiny usnadiujici transport vody. Hodné aquaporint je citlivych na rtut’.[37]
Toxicita rtuti se tedy maze projevit dehydrataci bunék.[38] V nizkych koncentracich
ma rtut’ toxicky uc¢inek na degrada¢ni schopnosti mikroorganismu. Slouceniny rtuti
maji ucinek na indukci c-mitézy prostiednictvim poruSeni rhstové aktivity.
Nasledkem je tvorba polyploidnich a aneuploidnich bunék a c-tumort. Organické
slouceniny rtuti jsou dvéstékrat ucinnéj$i nez anorganicka rtut’. Vystaveni G¢inkiim
anorganické rtuti sniZzuje mitoticky index v bunkach kofenové Spicky a frekvence
chromozomalnich aberaci vzristd pfimo imérné k pouZitym koncentracim a trvani
expozice. Vy$§i rostliny reaguji na stres téZzkymi kovy zpisobeny rtuti syntézou
fytochelatinti. Fytochelatiny plisobi jako chelatac¢ni latky a stejné jako glutathion vazi
rtut'naté ionty.[37]

Pii méfeni specifické aktivity né&kterych enzyma v hlizach a pfilehlych
kofenovych tkanich v soji (Glycine max L.) bylo zjisténo, Ze enzym chitinaza je

citlivy na rtut’.[39]
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Vystaveni rostlin neredoxné reagujicim tézkym kovim mélo za nasledek
oxidaéni stres.[36] Na sazenicich a bunécnych kulturach Sesbania drummondii byly
sledovany ucinky rtuti na jejich rust a odpovéd’ antioxida¢nich systému. Sesbania
odpovédéla na oxidacni stres vyvolany rtuti upravenim neenzymatickych
antioxidant (glutathion, neproteinové thioly) a enzymatickych antioxidantt
(superoxid dismutdza, askorbat peroxidaza, glutathion reduktdza). Obsah
neenzymatickych antioxidantii stejné jako aktivity antioxidacnich enzymul nejprve
vzrustaly a po piesazeni ur¢ité koncentrace rtuti zacaly klesat. Rostliny Sesbania
tedy byly schopné tolerovat stres vyvolany rtuti za pouziti i¢innych antioxidac¢nich
obrannych mechanismi.[40,41]

Pii sledovani ucinki tézkych kovl na rust sekundarnich kalusovych kultur
Ruta graveolens L. bylo zjisténo, ze jejich u¢inek je funkci koncentrace. V ptipadé
rtuti se koncentrace pohybovaly v rozmezi 10 az 107 mol. Jakakoliv aplikovana
koncentrace inhibovala vzriist hmotnosti zivého kalusu. V opa¢ném poméru k této
inhibici vzrustala hmotnost suSiny, coz je zavinéno vySe zminénou dehydrataci
bunék.[38]

Pfi studiu ucinkl nékterych tézkych kovil, vcetné rtuti, na rastovy cyklus
agregatl bunc¢k Arachis hypogaea L. kultivovanych v suspenznim médiu bylo
zjisténo, ze tyto kovy mohou v nizkych koncentracich umoznit nepfetrzity rust

agregatu. Pii vysokych koncentracich (1 mmol) zapti¢inuji ustrnuti ristu.[42]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pristroje a pomucky

¢ Analytické vahy A 200S, Sartorius, Gottingen

«» Autoklav PS 20A, Chirana, Brno

¢ Horkovzdus$ny sterilizator HS 31A, Chirana, Brno

% Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Zilina

% Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

% Trepacka Unimax 2010, Heidolph

¢ Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge

¢ Chromatografickd sestava Jasco (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015,
autosampler AS-2055), Tokyo

¢+ Kolona LiChrosper RP-18 250x4 (5um) s ptedkolonkou, Merck, Darmstadt

4.2. Chemikalie

¢ 6-benzylaminopurin €., Lachema, Brno

¢ Dihydrogenfosfore¢nan sodny ¢., Lachema, Brno

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

% Dusi¢nan amonny p.a.,Lachema, Brno

% Ethanol 96%, Lachema, Brno

¢ Glycin ¢., Lachema, Brno

% Chloramin B, Lachema, Brno

% Chlorid kobaltnaty p.a., Lachema, Brno

% Chlorid pyridoxinia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
¢ Chlorid rtutnaty p.a., Lachema, Brno

+¢ Chlorid thiaminia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
% Chlorid vapenaty p.a., Lachema, Brno

% Jodid draselny p.a., Lachema, Brno

s Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova ¢., Lachema, Brno

% Kyselina a-naftyloctova ¢., Lachema, Brno
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% Kyselina borita p.a., Lachema, Brno

% Kyselina chlorovodikova p.a., Lachema, Brno
% Kyselina mravenc¢i bezvoda p.a., Lachema, Brno
+ Kyselina nikotinova ¢., Lachema, Brno

% Kyselina octova bezvoda p.a., Lachema, Brno
% Kyselina octova ledova p.a., Lachema, Brno
¢ Kyselina stavelova ¢., Lachema, Brno

¢+ Methanol p.a., Lachema, Brno

¢ Molybdenan sodny p.a., Lachema, Brno

¢ Myoinositol ¢., Sigma, St. Louis

% Sacharoza p.a., Lachema, Brno

% Siran amonny p.a., Lachema, Brno

¢ Siran hofe¢naty p.a., Lachema, Brno

¢ Siran manganaty p.a., Lachema, Brno

% Siran méd’naty p.a., Lachema, Brno

% Siran zine¢naty p.a., Lachema, Brno

X/

% Siran Zeleznaty p.a., Lachema, Brno
4.3. Rostlinny material

K pokusim uvedenym v této praci byla pouzita explantdtova kultura
odvozena ze sterilni kli¢ni rostliny jetele lu¢niho Trifolium pratense L., Fabaceae
(varieta DO-9). Semena byla ziskana ze Slechtitelské stanice Domoradice. Elicitace

byla provedena u tfileté kalusové a suspenzni kultury.

4.4. Stanoveni ztraty susenim

Ztrata suSenim je ztrata hmotnosti vyjadiend v hmotnostnich procentech. Do
vazenky, predem vysusené 2 hodiny pii 105°C, byly odvazeny asi 2,000 g piesné
explantatové kultury. Vazenka s obsahem byla zvdZena a susSena 2 hodiny v susarné

pti 105°C. Po vysuSeni a vychladnuti v exsikéatoru byla zvdZena. Ztrata suSenim byla
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vztazena na navazku explantatové kultury a vyjadiena v procentech. Vysledna

hodnota ztraty susenim 5,53 % je aritmetickym primérem ze tfi stanoveni.[43]
4.5. Kultivace explantatové kultury

4.5.1. Kultivaéni nadoby a nastroje

Ke kultivaci explantatovych kultur bylo pouzito nadobi z varného skla znacky
SIAL, které je dostate¢né odolné vic€i vodé, chemikaliim a rozdilim teplot. Kalusové
kultury byly kultivovany na mustcich z filtratniho papiru vlozenych do 100ml
Erlenmeyerovych ban¢k. Suspenzni kultury byly kultivovany ve 250ml varnych

barikach z téhoz skla.

Kovové nastroje (pinzety, skalpely) byly oplachnuty 96% ethanolem a po
zabaleni do hlinikové folie sterilizovany 2 hodiny v horkovzdu$ném sterilizatoru pfi
teploté¢ 200°C. Pipety s kouskem vaty vlozenym do jejich horniho konce byly také

sterilizovany v hlinikové f6lii 15 minut pfi teploté 121°C v autoklavu.

4.5.2. Priprava zivného média

Explantatova kultura Trifolium pretense L. byla odvozena a kultivovana

podle Gamborga (B5) na Zivném médiu nasledujiciho sloZzeni:[44]

KNO; 2500,00 mg.I*
CaCl, . 2 H,0 150,00 mg.I*
MgSO, . 7 H,0 250,00 mg.l*
(NH,),S04 134,00 mg.I*
NaH,PO, . H,O 150,00 mg.I*
FeSO,. 7 H,0 2784 mg.l*
Na,EDTA 37,34 mg.l*!
KI 0,75 mg.l*
H3BO3 3,00 mg.l*t
MnSOQ, . H,0 10,00 mg.I*
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ZnS0,. 7 H,0 2,00 mg.l*

Na;MoO, . 2 H,0 0,25 mg.l*t
CuS0y. 5 H,0 0,025 mg.I*
CoCl,. 6 H,0 0,025 mg.I*
myoinositol 100,00 mg.I*
kyselina nikotinova 1,00 mg.l*t
pyridoxin 1,00 mg.l*t
thiamin 10,00 mg.I*
sacharosa 30 000,00 mg.I*

Jednotlivé substance byly odvazeny na analytickych vahach (nizké
koncentrace byly pipetovany z pfipravenych zasobnich roztokl). VSe bylo
rozpusténo v destilované vodé v odmérné bance na 1000 ml a doplnéno destilovanou

vodou po znacku.

Jako stimulatory rustu byly pouzity 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
v koncentraci 2 mg.I" a 6-benzylaminopurin také v koncentraci 2 mg.I" Zivného
média.[45]

Piida pripravend pro kultivaci byla rozlita po 30 ml do Erlenmeyerovych
bangk s papirovymi mistky pro kultivaci kalusovych kultur a po 25 ml do varnych
ban¢k pfipravenych pro kultury suspenzni. Banky byly uzavieny hlinikovou folii

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

4.6. Odvozeni kalusové kultury, pasazovani

akultivace

Semena Trifolium pratense L. byla chemicky sterilizovana nejprve
ponofenim na 3 minuty do 70% lihu, dale ponofenim na 2 minuty do 10% vodného
roztoku chloraminu a nakonec vloZzenim na 10 minut do 2% chloraminu. Mezi
kazdou lazni byla semena dikladné¢ oplachnuta sterilni vodou. Vysterilizovana

semena byla vysévana na mistky z filtracniho papiru do Erlenmeyerovych banck
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s30 ml zivného média podle Gamborga. Po tydnu kultivace pfi teplote 25°C

a svételné period¢ 16 hodin svétlo/8 hodin tma byly ziskany sterilni kli¢ni rostliny.

Pasazovani bylo provadéno v aseptickém boxu s lamindrnim proudénim,
jehoz prostor byl vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vyzafen nejméné¢ 1 hodinu
germicidni zafivkou. Pii praci byly vzdy zachovany piisné aseptické podminky, bylo

pouzito sterilni sklo a néstroje.

Kalusova kultura Trifolium pratense L. byla odvozena ze sterilni kli¢ni
rostliny na zivném médiu podle Gamborga, pii teploté¢ 25°C a svételné periodé 16
hodin svétlo/8 hodin tma. K zivhému médiu byly piidany rastové stimulatory
2mg.I" kyseliny 24-dichlorfenoxyoctové a 2 mgl™ 6-benzylaminopurinu.

Subkultivacni interval byl 21 dni.

Suspenzni kultura byla odvozena z rozpadavé kalusové kultury mechanickym
rozvolnénim na tfepacce a nasledné kultivovdna na pomalobézném roleru za stejnych
podminek jako kultura kalusova. Pasazovani bylo provadéno vzdy po 14 dnech

subkultivace pfenesenim ¢asti narostlé suspenze do bangk s Cerstvym médiem.[45]

4.7. Elicitace

4.7.1. Priprava roztoku elicitoru

Byly pfipraveny 4 vodné roztoky chloridu rtutnatého o koncentraci:
I 100 pmol
I 10 umol
Il 1 umol
v 0,1 pmol
Z nejsilngjsi koncentrace chloridu rtutnatého byly nafedénim destilovanou
vodou pfipraveny roztoky o niz§i koncentraci. VSechny roztoky elicitoru byly

sterilizovany v autoklavu 15 minut pii 121°C a tlaku 0,1 MPa.
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4.7.2. Elicitace a odbér kultur

Ve 21. dni kultivace byla provedena za aseptickych podminek elicitace
kalusové a suspenzni kultury chloridem rtutnatym.

K pokusu bylo vzato 72 kultivacnich ban€k s explantatovou kulturou. Soubor
8 neelicitovanych banék slouzil jako kultura kontrolni. Do ostatnich 64 banck
s kulturou byl napipetovan vzdy 1,00 ml elicitoru o pfislusné koncentraci. Potom
byly elicitované kultury dale kultivovany za jiz uvedenych podminek. Po 6, 24, 48
a 168 hodinach aplikace elicitoru byly elicitované kultury odebrany. Odbéry
kontrolnich kultur byly provedeny po 6 hodinach a 168 hodinach. U kalusovych
kultur byly kalusy vyjmuty pinzetou na filtra¢ni papir, u suspenznich kultur byly
bunky oddéleny od kultivacniho média filtraci za snizeného tlaku a suSeny pii
laboratorni teplot¢.

U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni obsahu flavonoidt dle CL 2005

a stanoveni isoflavonoidi pomoci HPLC.

4.8. Stanoveni obsahu flavonoidu

4.8.1. Princip stanoveni

Obsah flavonoidii byl stanoven spektrofotometricky po reakci s roztokem

kyseliny borité a kyseliny $tavelové v kyseliné mravenéi bezvodé.[43]

4.8.2. Postup stanoveni

Zakladni roztok: 0,200 g usuSené praskované kultury se ve 250ml barce
smicha se 40 ml lihu R 60% (V/V) a zahtiva se 10 minut ve vodni lazni pti 60°C, za
Castého protfepavani. Po ochlazeni se zfiltruje pfes chomacek vaty do 100ml
odmérné banky. Chomacek vaty se vlozi ke zbytku drogy ve 250ml bance, ptida se
40 ml lihu R 60% (V/V) a zahiiva se 10 minut ve vodni lazni pti 60°C, za Castého
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protiepavani. Po ochlazeni se zfiltruje do téZe odmérné banky. 250ml banka i filtr se
promyji lihem R 60% (V/V) a promyvaci tekutina se pfida do odmérné banky.
Spojené roztoky se ziedi lihem R 60% (V/V) na 100,0 ml a roztok se zfiltruje.

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

dnem za sniZzeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dila
methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a ptevede se do 25ml odmérné
banky. Barika s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dilit methanolu R
a kyseliny octové ledovée R (10 + 100) a promyvaci tekutina se ptevede do téze
odmeérné 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 kyseliné mravenci bezvodé R

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

Kontrolni roztok: 5,0 ml zdkladniho roztoku se odpatii 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
banky. Barka s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dila methanolu R
a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a promyvaci tekutina se ptevede do téze
odmérné banky. K tomuto roztoku se pfida 10,0 ml kyseliny mravenci bezvodé R
aziredi se kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml. Po 30 minutach se mé&fi

absorbance (2.2.25) zkouseného roztoku pii 410 nm proti kontrolnimu roztoku.

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

vypocita podle vzorce:

A.1235

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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4.9. Stanoveni obsahu isoflavonoidu

Stanoveni daidzeinu, genistinu, genisteinu, formononetinu a biochaninu A

bylo provadéno vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.[46]

4.9.1. Priprava vzorku

Asi 0,400 g upraskované kultury se ve 100ml baice smicha s 15 ml
methanolu 80% a extrahuje se 30 minut na vodni lazni pod zpétnym chladicem. Po
ochlazeni se zfiltruje pies maly chomacek vaty do 25ml odmérné baiiky. Chomacek
vaty se vlozi ke zbytku kultury ve 100ml baiice, pfida se 15 ml methanolu 80%
a extrahuje se jest¢ jednou 20 minut na vodni lazni pod zpétnym chladicem. Po
ochlazeni se zfiltruje do téze odmérné bainky a spojené extrakty se zredi
methanolem 80% na 25,0 ml. Roztok se pfevede pfes mikrofiltr do vialek a analyzuje
se metodou HPLC. Identifikace obsahovych latek se provede porovnanim retenénich

Casu a spekter prislusnych pikt vzorki se standardy.

4.9.2. Parametry HPLC analyzy

Chromatograf: Jasco (Gerpadlo PU-2089 Plus, detektor MD-2015, autosampler
AS-2055), vybaveny predkolonovym filtrem.

Kolona: LiChrospher RP-18 (250 x 4 mm, velikost ¢astic 5 um, s ochrannou
predkolonkou).

Objem nastiiku: 20 pl.

Eluce: eluce mobilni faze probihala nejdiive gradientové. V case t = 0 bylo slozeni
30 % methanolu a 70 % vody, v ¢ase t = 9 minut 80 % methanolu a 20 % vody.

Nasledovala isokraticka eluce stejnym slozenim do ¢asu t= 15 minut.
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Standardy: genistin, genistein, daidzein, formononetin, biochanin A.
Pratok: 1,1 ml/min, mobilni faze obsahovala jako pufr 0,15 % kyseliny fosfore¢né.

Detekce: DAD Jasco MD-2015, vyhodnoceno pii vinové délce 260 nm.

Obr. 1. Chromatograficky zaznam standard(l
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4.10. Statistické zpracovani vysledki

Ziskané¢ vysledky obsahu flavonoidi ve sledovanych kulturach byly
statisticky zhodnoceny pomoci F testu (test vyznamnosti rozdilu mezi dvéma
rozptyly) a t-testem (test vyznamnosti rozdilu dvou primért). F testem bylo zjisténo,
e nelze zamitnout nulovou hypotézu s;° = s,° a soubory mohou byt pouZity pro
statistické zpracovani t-testem za podminky x; = Xp. K vypoctu testovaciho kritéria

bylo pouzito vztahu:

X1 — Xz‘ _
t — ‘ X nan (nl + n2 2)
2 2 n, +n
\/ ns, +n,s, 1T
Ny ......pocet ¢lent kontrolniho souboru
Ny ......pocet ¢lenti pokusného souboru

X1 .....aritmeticky primér kontrolniho souboru

X 2 .....aritmeticky primér pokusného souboru

S1 ...... smérodatna odchylka kontrolniho souboru
S7 ...... smérodatna odchylka pokusného souboru
A testovaci kritérium

K vypoctu smerodatné odchylky bylo pouzito vztahu:

1, —,
S = Hizﬂ:(xi—x)

K vypoctu aritmetického primeéru bylo pouZito vztahu:

n =1
n...... rozsah souboru
) T namétené hodnoty
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Testovacimu kritériu pfislus$i t rozdéleni se stupném volnosti (V)
vypocitaného podle vztahu: v =n;+ n; — 2

Vypoctena hodnota testovaciho kritéria (t) se porovna s ptisluSnou kritickou
hodnotou t(v), pro vypocitany stupeit volnosti (v) a zvolenou hladinu vyznamnosti
(p). Je-li hodnota t vétsi nez hodnota t(v), je rozdil | X1 — X2 | statisticky vyznamny na
hladin¢ vyznamnosti (p).

V piipadé¢ provedeni tii paralelnich stanoveni obsahu byl pocet ¢lenti souboru
Ny =Ny = 3 a pocet stupni volnosti v = 4. Pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05
a pro v = 4 je kriticka hodnota t(v), = 2,776.

V piipadé provedeni dvou stanoveni obsahu byl vypocteny pocet stupnua

volnosti v = 3 a kriticka hodnota t(v), pro p(0,05) = 3,182.[47]
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5. VYSLEDKY

5.1. Tabulky

Tabulka 1. Produkce flavonoidt v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.

(varieta DO-9) elicitované chloridem rtutnatym

Elicitace Kontrola
Doba
Koncentrace .
e aplikace L . ] L . ]
elicitoru | ..oy | Primémy | Smérodatna | Pramémy |Smérodatna | ttest
(umol) (hod) | Obsah (%) | odchylka | obsah (%) | odchylka
6 0,333 0,0047 0,320 0,0272 0,4710
HgCl, | 24 0,335 0,0175 0,320 0,0272 0,4638
100
48 0,192 0,0085 0,320 0,0272 4,4917
168 0,454* 0,0032 0,315 0,0070 18,0596
6 0,425 0,0449 0,320 0,0272 2,0001
HgCl, 11 24 0,290 0,0225 0,320 0,0272 0,8499
10
48 0,264 0,0114 0,320 0,0272 1,8988
168 0,492* 0,0027 0,315 0,0070 23,5916
6 0,322 0,0128 0,320 0,0272 0,0665
HgCl, I 24 0,328 0,0098 0,320 0,0272 0,2767
1
48 0,262 0,0031 0,320 0,0272 2,1186
168 0,389* 0,0015 0,315 0,0070 10,3368
6 0,295 0,0042 0,320 0,0272 0,9084
HgCl, IV 24 0,310 0,0061 0,320 0,0272 0,3587
0,1
48 0,339 0,0010 0,320 0,0272 0,6981
168 0,427 0,0689 0,315 0,0070 1,6172

Poznadmka: hodnoty primérného obsahu flavonoidii oznacené symbolem * jsou

statisticky vyznamn¢ zvysené oproti hodnotam kontroly, p = 0,05.
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Tabulka 2. Produkce flavonoida v kalusové kultufe Trifolium pratense L.

(varieta DO-9) elicitované chloridem rtutnatym

Elicitace Kontrola
Doba
Koncentrace .
elicitory | @Plkace | obsah Obsah
(umol) elicitoru | flavonoidti | flavonoidii
(hod) (%) (%)
6 0,636 0,326
HgCl, | 24 0,226 0,326
100
48 0,216 0,326
168 0,000 0,562
6 0,000 0,326
HgCl, Il 24 0,000 0,326
10
48 0,000 0,326
168 0,000 0,562
6 0,170 0,326
HgCl, Il 24 0,081 0,326
1
48 0,010 0,326
168 0,292 0,562
6 0,144 0,326
HgCl, IV 24 0,055 0,326
0,1
48 0,035 0,326
168 0,000 0,562

41



Tabulka 3. Produkce isoflavonoidi v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.

(varieta DO-9) elicitované chloridem rtutnatym

Doba ) )
NOMEEIEES | - e Obsah isoflavonoidti (%)
elicitoru L
elicitoru
(el (hod)
genistin daidzein genistein | formononetin
6 0,30 0,01 - -
kontrola 24 0.30 001 - -
48 0,30 0,01 - -
168 0,28 0,01 - -
6 0,32 0,01 - -
HgCl, | 24 0,32 0,01 - -
100
48 0,44 0,02 - -
168 0,49 0,03 - -
6 0,46 - - -
HgCl Il 24 0,47 0,02 - -
10
48 0,28 - - -
168 0,59 - - -
6 0,41 - - -
HgCl, 111 24 0,39 - - -
1
48 0,35 - - -
168 0,44 - 0,01 -
6 0,32 - - -
HgCl, IV 24 0,41 - - -
0,1
48 0,42 - - -
168 0,38 - 0,01 -
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5.2. Grafy

Graf 1. Elicitace suspenzni kultury chloridem rtutnatym
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6. DISKUSE

Problematika zvySeni produkce terapeuticky vyznamnych sekundarnich
metaboliti v kulturach in vitro je jednou z intenzivné sledovanych oblasti v oboru
farmaceutické biotechnologie. A konkrétné metoda elicitace explantatovych kultur je
metodou velmi nadéjnou.

Uspésna elicitace je podminéna celou fadou faktort, které jsou specifické pro
kazdy elicitor a pro kazdou explantatovou kulturu. Jedna se naptiklad o koncentraci
a dobu piisobeni elicitoru. Z téchto diivodi byly zkouseny Ctyti koncentrace vodného
roztoku chloridu rtutnatého (100 pmol, 10 umol, 1 pmol a 0,1 umol), které byly
zvoleny vrozmezi koncentraci obvykle pouzivanych u tohoto typu
elicitoru.[48,49,50,51]

Sledované doby putsobeni elicitoru (6, 24, 48 a 168 hodin) vychazely
z poznatkt jiz provedenych pokust [52,53,54] a z publikovanych tudaja, které
udévaji zvysSeni produkce sekundarnich metabolitl v pribéhu nékolika hodin az dni
po pifidani elicitoru.[48,49,51,55,56] Kontrolni kultury byly odebirany po
6 a 168 hodinach, nebot’ jejich produkce se v takto kratkych ¢asovych intervalech
vyznamné neméni.

Dalsim faktorem, ktery miiZze ovlivnit ispésnost elicitace, je fyziologicky stav
suspenzni kultury Trifolium pratense L. je optimalni 21. den subkultivace, a proto
elicitace kultury byla provedena v tomto dni kultivace.

Z vysledku elicitace suspenzni kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-9)
chloridem rtutnatym (tabulka 1, graf 1) je zifejmé, Ze sledovany elicitor mé¢l
jednoznaéné pozitivni elicitacni u€inek pouze u nejdelsi doby svého piisobeni (168
hodin), u ostatnich tfi neni jeho ucinek jednoznacny. Kladn¢ Ize hodnotit zejména
168hodinovou aplikaci koncentrace 10 pmol, ktera zpisobila statisticky vyznamné
zvySeni produkce v porovnani s kontrolou 0 56 % a kdy byl zjistén maximalni obsah
flavonoidii v elicitované suspenzni kultute (0,492 %). Také koncentrace 100 pmol po
této nejdelsi aplikaci zvysila produkei o 44 % oproti kontrole. Statisticky vyznamné
zvyseni o 23 % zpusobila téz 168hodinova aplikace elicitoru o koncentraci 1 pmol.

V suspenzni kultufe Trifolium pratense L. (varieta DO-9) elicitované

chloridem rtutnatym byla metodou HPLC sledovana také produkce isoflavonoidi.
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U kontrolni kultury byly zisoflavonoidli zjistény pouze genistin a daidzein
(tabulka 3). Pozitivni elicita¢ni ucinek byl v pfipadé genistinu zaznamenan u vsech
pouzitych koncentraci elicitoru. Kladn¢ 1ze hodnotit, jako v piipadé flavonoidd,
zejména 168hodinovou aplikaci koncentrace 10 umol, kterd zptsobila narast
produkce genistinu 0 111 % oproti kontrole. V ptipadé¢ isoflavonoidu daidzeinu doslo
K pozitivnimu ovlivnéni produkce pouze po 48 a 168hodinové aplikaci elicitoru
0 koncentraci 100 pmol a po 24hodinové aplikaci elicitoru o koncentraci 10 umol.
Po 168hodinové aplikaci koncentrace 1 pmol a 0,1 pmol bylo metodou HPLC
detekovano 0,01 % isoflavonoidu genisteinu.

Kalusova kultura Trifolium pratense L. (tabulka 2, graf 2) na rozdil od
suspenzni kultury rostla pomalu, proto byl ziskdn pouze omezeny pocet vzorka ke
stanoveni obsahu flavonoidl. Nedostatek vzorkli neumoznil statistické vyhodnoceni
elicitace. U kalusové kultury mél sledovany elicitor pozitivni elicita¢ni G¢inek pouze
po 6hodinové aplikaci nejsilnéjsi koncentrace 100 pumol, kde doslo k navySeni
produkce flavonoidd o 95 % oproti kontrole. VSechny doby pilisobeni koncentrace
10 umol a 168hodinové aplikace koncentrace 100 pmol a 0,1 pmol zcela potlacily
produkei flavonoida kalusovou kulturou.

Vysledky prace tedy neprokazaly jednozna¢né pozitivni ptsobeni abiotického
elicitoru chloridu rtutnatého na produkci sledovanych sekundarnich metabolith
explantatovou kulturou Trifolium pratense L.

Elicitace je z biologického hlediska slozitym procesem, na jehoz pocatku stoji
rozpoznani elicitoru plasmatickou membranou rostlinné bunky a na jeho konci
transkripcni aktivace specifickych genti, ndsledovand mimo jiné akumulaci
fytoalexint. Jsou znamy nékteré dil¢i kroky zGcastnéné v tomto procesu, jeho

celkovy pribéh a mechanismus zlstava vSak zatim nerozieSen.
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7. ZAVER

Vysledky prace 1ze shrnout do nasledujicich bodii:

1.

2.

Maximalni obsah flavonoidi v kalusové kultufe Trifolium pratense L.
(0,636 %) vyvolala 6hodinova elicitace roztokem chloridu rtutnatého
0 koncentraci 100 umol, kdy doslo ke zvyseni produkce o 95 % Vv porovnani
S kontrolni kulturou.

Nejvyssi obsah flavonoidii v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.
(0,492 %) vyvolala 168hodinova elicitace roztokem chloridu rtutnatého
0 koncentraci 10 umol, kdy doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni
produkce 0 56 % oproti kontrolni kultuie.

U suspenzni kultury Trifolium pratense L. byl navic sledovan vliv elicitace
roztokem chloridu rtutnatého na obsah isoflavonoidli. K nejvyraznéjSimu
zvySeni produkce v porovnani s kontrolou doslo vlivem 168hodinové
elicitace roztokem o koncentraci 100 umol u daidzeinu (nardst o 200 %)
a vlivem 168hodinové elicitace roztokem o koncentraci 10 pumol u genistinu

(nartst o 111 %).
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8. SOUHRN

Explantatova kultura Trifolium pratense L.

Zakladnim predpokladem uspésné elicitace, kterd se vyuzivad ke zvySeni
produkce sekundarnich metabolitl, je mimo jiné nalezeni vhodného elicitoru, jeho
koncentrace a optimalni doby pisobeni elicitoru na rostlinnou kulturu in vitro, coz
bylo pfedmétem této diplomové prace. Byl sledovén vliv 6, 24, 48 a 168hodinového
pasobeni roztoku chloridu rtutnatého (ve c¢tyfech koncentracich) na produkci
flavonoidt a isoflavonoidi v kalusové a suspenzni kultufe Trifolium pratense L.,
kterd byla kultivovina na médiu podle Gamborga s piidavkem 2 mg.l* 24-
dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2 mg.l™ 6-benzylaminopurinu, pfi teploté 25°C
a svételné periodé 16 hodin svétlo/8 hodin tma.

Maximalni obsah flavonoidd, zjistény fotometrickym stanovenim podle
Ceského 1ékopisu 2005, byl prokazan u kalusové kultury (0,636 %) po 6hodinovém
pisobeni elicitoru o koncentraci 100 umol a u suspenzni kultury (0,492 %) po
168hodinovém putsobeni elicitoru o koncentraci 10 pmol. Maximalni obsah
isoflavonoidd, zjistény metodou HPLC, byl prokdzan u suspenzni kultury po
168hodinovém pusobeni elicitoru o koncentraci 100 pmol (0,03 % daidzeinu) a po

168hodinovém pusobeni elicitoru o koncentraci 10 umol (0,59 % genistinu).
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SUMMARY

Explant Culture of Trifolium pratense L.

A principial precondition for successful elicitation used to increase
the production of secondary metabolities is, among other, finding a suitable elicitor,
its concentration and the optimal period of time of the action of the elicitor on
the plant culture in vitro, which was the aim of the present thesis. The effect was
examined of a 6, 24, 48 and 168 hour action of the solution of mercury dichloride (in
four concentrations) on the production of flavonoids and isoflavonoids in the callus
and suspension culture of Trifolium pratense L. cultivated on a Gamborg medium
with an addition of 2 mg.I™* of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and 2 mg.I™* of 6-
benzylaminopurine, at the temperature of 25°C and 16 hour light/8 hour dark period.

The maximal content of flavonoids found by a photometric determination
according to Pharmacopoeia Bohemica 2005 was demonstrated in the callus culture
(0,636 %) after 6 hour action of the elicitor of the 100 pmol concentration and in
the suspension culture (0,492 %) after 168 hour action of the elicitor of the 10 umol
concentration. The maximal content of isoflavonoids found by a HPLC method was
demonstrated in the suspension culture after 168 hour action of the elicitor of
the 100 umol concentration (0,03 % of daidzein) and after 168 hour action of

the elicitor of the 10 umol concentration (0,59 % of genistin).

48



9. SEZNAM LITERATURY

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.

20.

21.

Slavik, B. et al.: Kvétena Ceské republiky 4, Praha, Academia, 1995, s. 474-
476

Pilat, A., Usak, O.: Atlas rostlin, Praha, SPN, 1964, s. 108
http://rostliny.prirodou.cz, 11. 10. 2007

Korbelaf, J., Endris, Z.: NaSe rostliny v lékaistvi, Praha, Avicenum, 1981,
s. 178

Hron, F., Zejbrlik, O.: Rostliny poli a zahrad, Praha, SPN, 1974, s. 192-193
Gran, J., Jung, R., Miinker, B.: Bobulovité, uzitkové a 1é¢ivé rostliny, Praha,
Ikar, 1996, s. 102

Kresanek, J.: Atlas lie¢ivych rastlin a lesnych plodov, Martin, Osveta, 1982,
s. 192-193

Wu, Q. et al.: J. Chromatogr., 2003; 1016, 195
http://faf.vfu.cz/html/index2.html, 16. 10. 2007
http://home.zf.jcu.cz/~dadakova/texty/flavon.htm, 16. 10. 2007

Hubik, J. et al.: Obecna farmakognosie II., Sekundarni latky, Praha, SPN,
1989, s. 31-36

Bruneton, J.: Pharmacognosy, Paris, Lavoisier Publ., 1999, s. 172

Mazur, W., Adlelercreutz, H.: Pure Appl. Chem., 1998; 70, 1759

Kaufman, P. B. et al.: J. Altern. Complem. Med., 1997; 3, 7

Adlelercreutz, H., Mazur, W.: Ann. Med., 1997; 29, 95

Kroyer, G. T.: Innovat. Food Sci. Emerging Technol., 2004; 5, 101

Kovag, J.: Explantatové kultury rostlin, Olomouc, Vydavatelstvi Univerzity
Palackého, 1995, s. 13-21, 50-54, 79-82

Kagparova, M., Dusek, J.: Ces. slov. Farm., 1999; 48, 132

Sikyta, B., Dusek, J.: Biotechnologie pro farmaceuty, Praha, Karolinum,
1992, 5.9, 10, 34, 38, 41, 84-97

Sikyta, B., Dusek, J.: Biotechnologie pro farmaceuty, Praha, Karolinum,
2001, s. 75-83
http://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDivn%C3%Al1_p%C5%AFda,

16. 10. 2007

49



22.

23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.

31.
32.
33.

34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.

48.
49.
50.
51.

Dusek, J., Duskova, J., Tamova, L., Spilkova, J.: Ces. slov. Farm., 1996; 45,
204

Prochazka, S. et al.: Fyziologie rostlin, Praha, Academia, 1998, s. 412-430
Beiderbeck, R., Reichling, J.: Biologie, 1989; 3, 188

Niirberger, T., Scheel, D.: Trends Plant Sci., 2001; 6, 372

Gelti, A., Higgins, V. J.: Plant. Physiol., 1997; 113, 269

Chasan, R.: Plant Cell Rep., 1995; 7, 495

Wojtaszek, P.: Biochem. J., 1997; 332, 681

Reichling, J., Beiderbeck, R.: Biologie, 1989; 5, 453

Williams, L. E., Pittman, J. K., Hall, J. L.: Int. J. Biochem. Biophys., 2000;
1465, 104

Kneer, R., Zenk, M. H.: Phytochemistry, 1997; 44, 69

Didierjean, L. et al.: Planta, 1996; 199, 1

Kagparek, F., Pastorek, R., Sindelaf, Z., Bfezina, F.: Anorganicka chemie,
Olomouc, Vydavatelstvi Univerzity Palackého, 2001, s. 387

Kutek, F.: Anorganicka chemie IIT — Kovy, Praha, SNTL, 1982, s. 130

Remy, H.: Anorganicka chemie II. dil, Praha, SNTL, 1972, s. 465-470
Schutzendubel, A., Polle, A.: J. Exp. Bot., 2002; 53, 1351

Patra, M., Sharma, A.: Bot. Rev., 2000; 66, 379

Maroti, M., Bognar, J.: Acta Bot. Hung., 1989; 35, 185

Mohammadi, M., Karr, A. L.: J. Plant Physiol., 2002; 159, 245

Israr, M., Sahi, S.: Plant Physiol. Biochem., 2006; 44, 590

Israr, M., Sahi, S., Datta, R., Sarkar, D.: Chemosphere, 2006; 65, 591

Xu, Y. J., Vanhuystee, R. B.: Plant Cell Tiss. Org. Cult., 1993; 32, 319
Kolektiv autorti: Cesky lékopis 2005, Praha, Grada, 2005, s. 162, 1368
Gamborg, O. L., Miller, R. A., Ojiman, K.: Exp. Cell Res., 1968; 50, 151
Kasparova, M. et al.: Ces. slov. Farm., 2006; 55, 44

De Rijke, E. et al.: Anal. Chem. Acta, 2002; 468, 3

Reisenauer, R.: Metody matematické statistiky a jejich aplikace, Praha,
SNTL, 1970, s. 82, 207

Zhou, Z. S. etal.: J. Inorg. Biochem., 2007; 101, 1

Tebayashi, S., Ishihara, A., lwamura, H.: J. Exp. Bot., 2001; 52, 681
Kartosentono, S. et al.: Biotechnol. Lett., 2002; 24, 687

Tamova, L., Blazkova, R.: Ces. slov. Farm., 2002; 51, 44

50



52. Kasparova, M., Siatka, T., Dusek, J.: Ces. slov. Farm., 2003; 52, 248
53. Kasparova, M., Siatka, T.: Ces. slov. Farm., 2004; 53, 252

54. Kasparova, M., Siatka, T., Dusek, J.: Ces. slov. Farm., 2003; 52, 148
55. Olmos, E. et al.: J. Exp. Bot., 2003; 54, 291

56. Metwally, A. et al.: Plant Physiol., 2003; 132, 272

51



	PRACE 1
	PRACE 2

