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1.UVOD

V poslednich letech stale narista vyznam IéCivych rostlin, nebot latky rostlinného pavodu
jsou vice zadanéjsi surovinou ve farmaceutickém primyslu pro vyrobu nejen potravinovych
doplrikd, ale i celé Fady hromadné vyrabénych léCivych pfipravkd.

Stale vice se projevuji obtize pfi zajisStovani pfirodnich surovin, protoze jejich ceny
vzrustaji a souCasné stoupaji naroky farmaceutického prumyslu. Sbér plané rostoucich
[&Civych rostlin i jejich polni péstovani je sezdnni zalezitost, jejiz vytézek zavisi na mnoha
Cinitelich a nelze jej pfilis dale zvySovat.(1)

Rychly rozvoj rostlinné biotechnologie nabizi vyhodnéjsi metody ziskavani pozadovanych
latek. Jedna se o vyuziti explantatovych kultur.

V poslednim desetileti se explantatové kultury staly nepostradatelnou soucasti celé fady
biologickych oboru zabyvajicich se studiem rostlin. Explantatové kultury rostlin se vyuzivaji
k biochemickym, fyziologickym, morfologickym a genetickym studiim.(2)

Rostliny maji schopnost z Zivin syntetizovat kromé nepostradatelnych sloZzek svého téla i

pfepestrou paletu nejrozmanitéjSich latek, jez jsou pravdépodobné pro vlastni rast rostliny
postradatelné.

Hlavnim problémem ziskavani zadanych latek z intaktnich rostlin je to, Zze velka Cast
druht takto vyznamnych rostlin v sou¢asné dobé pfichazi o své Zivotni prostfedi a s jejich
Ubytkem a obtiZnosti pfi péstovani roste i jejich cena. DalSi nevyhodou je velka zavislost
obsahu zadanych latek na klimatickych podminkach, na postupu sudeni a skladovani rostlin.
Chemické syntézy jsou Casto obtizné a drahé a u slozitéjSich latek zatim neuskutecnitelné.
Kone¢ny produkt chemickych syntéz je také obvykle smési izomerl, zatimco burka
produkuje jediny stereocizomer.(2)

Produkce sekundarnich metabolitd v tkanovych kulturach muze byt podpofena pouzitim
riznych specifickych Cinitel(- elicitord. Spole€nym znakem pro rostliny je jejich obranna
reakce, ktera je vyvolana elicitorem. S obrannou reakci souvisi ovlivnéni produkce
sekundarnich metabolitt rostlin.



2. CiL PRACE

Cilem prace bylo seznamit se s metodikou kultivace kultur in vitro a sledovat v riznych
Casovych intervalech a koncentracich vliv dusi¢nanu stfibrného na produkci flavonoidu
v kalusové kultufe Ononis arvensis L. Stanoveni flavonoidd bylo provedeno fotometricky.



3. TEORETICKA CAST

3.1. EXPLANTATOVE KULTURY ROSTLIN

Explantatové kultury rostlin znamenaji aseptickou kultivaci izolovanych &asti rostlin za
umélych podminek. V praxi to znamena oddélit ze sterilné napéstované nebo povrchové
sterilizované rostliny urCitou ¢ast, umistit ji do sterilniho prostfedi a kultivovat za vice &i
méné definovanych podminek.



Zakladem rostlinného organismu, vznikajiciho pohlavnim rozmnozovanim, je jedna burika
- zygota, ktera vznikne oplozenim vaje¢né bunky burikou spermatickou. Zygota obsahuje
v jadie kompletni genetickou informaci a v cytoplazmé mechanismy umozriujici realizaci této
informace. Zygota je totipotentni a mitoticky se déli. Procesem mitotického déleni vznikaji
dcefiné buriky, které se dale vyvijeji a dochazi k jejich diferenciaci. Stavaji se stavebnimi
jednotkami specializovanych pletiv.

Moznost vegetativniho mnoZeni rostlin v8ak ukazuje, Ze rostlinné buriky touto diferenciaci
nijak nedegeneruji, ale ze jsou schopny dediferenciace a opétovného déleni. Burky
diferencovanych pletiv se totiz ve své genetické vybavé neliSi od bunék meristematickych.
Proces diferenciace je totiz zaloZzen na tzv. diferenéni genové aktivité, kdy se specializace
bunky vytvari na zakladé aktivace ¢&i inaktivace urcitych genu prislusného rostlinného druhu.

V rostlinném organismu je tedy totipotentni nejen zygota a meristematicka bunka, ale i
kterakoli jina rostlinna burfika. Zménou podminek, ve kterych se specializovana rostlinna
bufka nachazi, je mozné v mnohych pfipadech vyvolat dediferenciaci a neorganizovany
rast. Teoreticky je jakékoliv pletivo obsahujici buriky s funkénim jadrem vhodné pro
odvozeni explantatové kultury. Ve svém principu zahrnuji explantatové kultury izolaci bunék,
pletiv a organll a jejich kultivaci ve sterilnich podminkach fizeného prostredi (definovana
kultivaéni média, teplota, vihkost, kvalita a kvantita svétla).(2)

Prvym uUkolem je ziskat stabilni vysokoprodukéni explantatoveé kultury sestavajici
Z jednotlivych bunék nebo jejich nékolikacetnych agregatl. Explantatova kultura se ziska
z kterékoli ¢asti rostliny, nadzemni nebo podzemni, explantaci parenchymatické tkang, jejim
pfenesenim na tuhou zivnou pldu a inkubaci v teplotnim rozmezi 23 az 28°C.

Po narustu dostate€ného mnozZstvi bunék ve formé kalusu je mozné je opakované
pfenaset na Cerstvé zivné plidy a udrzovat tak ziskanou kulturu v aktivnim stavu. Obsah
ristovych latek a vitamin( v Zzivné padé ma rozhodujici vyznam nejen pro rust kalusové
kultury, ale i pro pfevadéni kalusu do suspenzni kultury. Zejména rozpadavy kalus po
preneseni do tekuté zivné pudy zajiStuje homogenitu suspenzni kultury, ktera je pro dalsi
vyvoj postupu nezbytna.(1)

Obrazek €.1 (1): Odvozeni explantatové kultury z rostliny
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rostlina otkovéni na kalus izolovany suspenzni
pevnou pidu kalus kultura




3.

a)

b)

d)

1.1. KATEGORIE ROSTLINNYCH
EXPLANTATU (1)

Podle morfologické charakteristiky se rozliSuiji:

Kultury organové - organové systémy, organy, resp. jejich zaklady &i ¢asti, péstované
v podminkach in vitro zplsobem, ktery umozriuje jejich diferenciaci a v celku zachovava
jejich stavbu a funkci.

Kultury tkanové (resp. pletivové, kalusy)- do rizného stupné soudrzné, morfologicky
dezorganizované mnohobunécné komplexy tkané (pletiva), pomnoZované bud na
polotuhych, &i pevnych nosicich, nasycenych Zivnym médiem, nebo vyjimecné v tekuté
zivné pude.

Kultury suspenzni - volné buiky a bunééné shluky spole¢né pomnoZované,
suspendované v tekuté zivné pidé, promichavané a provzdusfiované.

Kultury bunééné (resp. kultury volnych bunék) - volné jednotlivé a identifikované
buriky, resp. jejich nejbliz§i potomstvo, pomnozované v tekuté &i polotuhé padeé, nebo na
nosic¢i nasyceném pudou.

Kultury protoplastt - kultury bunék zbavenych bunéénych stén.

3.1.2. KULTIVACE EXPLANTATOVYCH KULTUR (1)

Volba vhodného kultivacniho zafizeni ma pro pfipravu explantatovych kultur rostlinnych
bunék znagny vyznam, nebot pfi kultivacich ve vétSich objemech se rostlinné bunky lisi od
mikrobnich bunék zejména vysokou zdanlivou viskozitou bunéfnych suspenzi spojenou
s citlivosti ke stfiznym silam v disledku znaéného bunécného objemu. Pfi Setrném, avSak
nedostateéném zplsobu promichavani explantatové kultury mohou byt metabolické procesy
limitovany kyslikem a kromé& toho vznika trvaly tfifazovy systém v disledku nadmérné
sedimentace nebo flotace bunék. Vhodnym zafizenim jsou pomalobé&zné rollery nebo
plastikové vaky umisténé na pomalobéZném reciprokém tfepacim stroji.



3.1.3. VYUZITi EXLANTATOVYCH KULTUR(1)

Explantatové rostlinné kultury se uplatni zejména jako:

a) Alternativni pfiprava produktt ziskavanych dosud z rostlin v polni kultufe. Prednosti
je moznost vést proces za fizenych podminek bez zavislosti na ro¢nim obdobi, na
klimatickych podminkach a pudnich pomérech. Vysledné produkty jsou po kvalitativni
strance homogenni, prosté kontaminujicich zarodkd, hmyzu a chemikalii pouzivanych
k ochrané kultur.

b) Ziskavani produktl obsazenych v nesnadno péstovatelnych rostlinach.

c) Ziskavani novych latek v disledku zmén metabolismu explantatovych rostlinnych
bunék. Z explantatovych kultur byly izolovany latky, které nebyly zjiStény
v matefskych rostlinach, z nichz byly kultury odvozeny.

d) Produkty biotransformaci, kdy z pomérné levnych a dostupnych substratl Ize ziskat
farmaceuticky vyznamné latky, protoze pfisluSné enzymy se u mikroorganismu
nevyskytuji.

3.1.4. VYHODY EXPLANTATOVYCH KULTUR (2)

K tradi¢nim zplsobum vegetativhiho mnozeni rostlin se v poslednich desetiletich fadi
metoda tkafovych kultur- tzv. mikropropagace. Mikropropagace ma oproti béznéji
pouzivanym postupum makropropagace rostlin fadu vyhod:

. Kultura se odvozuje z velmi malych &asti rostlin (explantat), na nichz regeneruji malé
rostliny. Tato metoda vyZaduje tedy malo prostoru k produkci velkého poctu rostlin.

. Rozmnozovani se provadi ve sterilnich podminkach. Jakmile je tedy kultura in vitro

odvozena, nedochazi zde pfi mnozeni k uhynu rostlin v disledku onemocnéni a
odvozené rostliny jsou prosté bakterialnich a houbovych nakaz.

. Metoda je aplikovatelna na produkci bezvirdéznich rostlin. Je-li k zalozeni kultury pouzit

bezvirézni material, budou i regenerované rostliny bezvirézni. V kultufe in vitro je také
mozné upravou kultivaénich podminek virové Castice pfitomné v explantatu eliminovat.
Produkce viruprostych rostlin a rostlin prostych jinych patogent usnadriuje mezinarodni
vymeénu rostlin vzhledem k sanitarnim opatfenim jednotlivych statu.

Podminky mnozeni jsou pfesné definovany a jednotlivé faktory ovliviujici

rozmnozovani je mozné za ucCelem zvySeni koeficientu mnozZeni pfesné regulovat.
Rychlost mikropropagace je proto mnohem vyS$Si, nez u tradiCnich metod.



. Je mozné produkovat nékteré klony &i nékteré druhy rostlin, které se tradi¢nimi

metodami vegetativniho mnozeni mnozi velmi pomalu nebo vibec. Cena rostlin
produkovanych mikropropagaci muze byt potom srovnatelna (nebo i nizsi) s cenou rostlin
mnozenych tradi¢nimi zpusoby.

. V porovnani s klasickymi metodami klonového mnozeni je mozné klonovani in vitro
provadét celoro¢né, bez ohledu na meteorologické podminky.

. Vzhledem k malé velikosti vychoziho rostlinného materialu nejsou kladeny velké naroky
na sklenikové plochy pro uchovavani mateénych rostlin.

. Rostliny in vitro v obdobi mezi pasazemi nevyzaduji prakticky zadnou péci jako napfr.
zalivku, pleti, chemické osetfeni, atd.

. In vitro kultury je mozné uchovavat dlouhou dobu pfi nizké teploté na minimalnich
médiich v prostfedi prostém patogen(, coz je mozné vyuzivat k uchovavani vychoziho
matec¢ného materialu bez velkych narokd na prostor a pracnost. Kultivace pfi nizké

teploté¢ umoznuje také rovnomérné nacCasovat cely produkéni systém na jednotliva
obdobi roku.

Mezi hlavni nevyhody mikropropagace patfi pfedevSim relativné drahé laboratorni
vybaveni a pomérné vysoka pracnost metody, ktera zatim neumoziuje vyuziti
mechanizace v prubéhu jednotlivych fazi kultivace. DalSi nevyhodou je pomérné drahy
provoz laboratofe explantatovych kultur (energie, chemikalie, atd.).

3.1.5. MIKROPROPAGACE(2)

Vyvoj rostlin v podminkach in vitro je mozné rozdélit do ¢tyf zakladnich stadii nebo
fazi. V prvnim stadiu jde o odvozeni sterilni kultury - primokultury, které spociva
v odebrani vhodného explantatu a jeho sterilizaci a kultivaci v Zivném médiu. Material
odvozeny v primokultufe je potom vyuzivan ve druhém stadiu, které se oznacuje jako
stadium multiplikaéni &i proliferacni. Cilem druhého stadia je dosahnout vysokého
koeficientu mnozeni a ziskat co nejvétsi pocet rostlin, resp. novych explantatl. Toto
stadium muze byt opakovano pasazovanim na téze proliferacni médium nebo muze
nasledovat tfeti stadium, které je vétSinou spojeno se zakofenovanim. Posledni Ctvrté
stadium predstavuje stadium prevodu rostlin z kultury in vitro do podminek in vivo a je
spojeno nékdy se zakofernovanim in vivo.



Tato stadia jsou charakteristicka urcitym vyvojem kultury in vitro, ktery je ovlivnén
zménou kultivacnich podminek v téchto jednotlivych stadiich. K témto stadiim je nékdy
zafazovano stadium O, které predstavuje fazi, kdy je urCitym zplsobem pfipravovan
matecny material (rostlina) k odbéru explantatu.

1) Stadium 0 - vybér matecné rostliny a jeji priprava pro odbér explantatu

Pfi odbéru vychoziho materialu pro odvozeni explantatové kultury je nutné znat pfesné
puvod mateéné rostliny- o jakou varietu &i kultivar se jedna. Vychozi rostlina by méla byt
zdrava a péstovana v optimalnich podminkach- nejlépe sklenik.

Uspé&ch odvozeni sterilni kultury a riist explantatd je ovliviiovan obdobim roku, kdy je
explantat odebiran. Zmény teploty, délky dne, hladiny osvétleni, dostupnosti vody
v pribéhu roku ovliviiuji obsah sacharidll, proteini a rustovych latek v rostlinach a maji
tak vliv i na rast explantatd, z nich odebranych. NejlepsSich vysledkl je dosahovano, je-li
explantat odebran zrostliny v aktivni fazi ristu. Vyjimku v tomto pfipadé predstavuje
odbér explantatl ze zasobnich organu.

2) Stadium | - odvozeni aseptické kultury
Teoreticky je k odvozeni explantatové kultury mozné pouzit jakoukoliv ¢ast rostliny

(explantat). Hlavnim cilem tohoto stadia je odvodit sterilni kulturu (primokulturu) s co
nejvétsim procentem uspésnosti. Odvozeni sterilni primokultury je spojeno s povrchovou
dezinfekci materidlu pouzivaného jako explantat. Tento proces zahrnuje oplachnuti
explantatu vodou a jeho povrchovou dezinfekci pomoci jednoho nebo vice dezinfek&nich
¢inidel. Redukci poctu mikroorganism( na povrchu explantatd také napomaha jejich
omyti v saponatu, nasledované proplachovanim tekouci vodou. Saponat také zvySuje
ucinek dezinfekénich &inidel, protoZze zvySuje snasivost povrchu explantatu.

Po dezinfekci resp. sterilizaci je nutné dezinfekéni roztok z explantatu dokonale
odstranit opakovanym vypirdnim ve sterilni destilované vodé. Poskozené konce
explantatu se odstrani skalpelem a explantat se upravi do poZzadované velikosti.
Explantat se potom umisti do kultivaéni nadoby na povrch média, popf. do média
(tekuté), které by mélo zajistit jeho maximalni rast.

3) Stadium Il - faze proliferace explantatové kultury

Hlavnim cilem stadia Il je namnozeni explantatl. Rostlinny material ze stadia |
(primokultury) je opakované pasazovan na Cerstvé médium, pfiemz se v zavislosti na
dosazeném Kkoeficientu mnozeni zvySuje pocCet explantatll v kultufe. Tento proces
mnozeni trva az do dosazeni zadaného poctu explantatu.

4) Stadium lll - zakoferiovani in vitro

Pryty odvozené in vitro mohou tvofit kofeny bud in vitro ve stadiu lll nebo in vivo ve
stadiu IV. Stadium Il pfedstavuje vétSinou jednorazovou kultivaci prytd odvozenych ve
stadiu Il po dobu 2-4 tydnu. V prubéhu této kultivace pryty zakofeni. Zakorefiovani rostlin
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pfedstavuje jednu z nejobtiznéjSich etap mikropropagace celé fady rostlin. V sou€asné
dobé se vSak, pokud je to mozné, vice vyuziva zakofenovani in vivo. Je to zpusobeno
predevsim velmi vysokou cenou a pracnosti sterilniho zakofefiovani. DalSim divodem je
Casta nefunkénost kofenu vytvorenych in vitro po pfeneseni rostlin do pudy.

Pouze malé mnozstvi druhl rostlin tvofi kofeny ve stadiu Il na médiich s relativné
vysokou koncentraci cytokininl, protoze tato inhibuje tvorbu kofenu. K zakofenovani je
proto nutné pouzivat ve stadiu Il jiné kultivacni médium. Tvorbu kofenu ovlivAuji
nejenom rustové regulatory, ale i makroelementy, mikroelementy, organické komponenty
atd. U vétSiny druhud v8ak indukce tvorby kofenl vyZzaduje navic pfitomnost auxinu. Druh
a koncentrace auxinu nutného pro zakofenovani je velmi zavisla na druhu rostliny. Tak
jako ostatni procesy morfogeneze in vitro, je i zakofenovani ovliviiovano také svétlem a
teplotou. Teploty, které stimuluji tvorbu kofenl se obecné pohybuiji v rozmezi 25-28 °C.

5) Stadium IV - zakofenovani in vivo a aklimatizace

Zakorefiovanim in vivo se rozumi zakofenovani prytd odvozenych in vitro v nesterilnich
podminkach na substratech, jinych nez jsou kultivacni média. Jedna se o rizné umélé
pldy, popf. porézni materialy. Zakofenovani prytll v nesterilnich podminkach se provadi
tak, Ze se pryty pochazejici ze stadia Il jednotlivé izoluji, ponofi se na nékolik sekund do
roztoku auxinu a poté se zanofi svou bazi do vihkého substratu. Pryty zakofenéné in vitro
se po predchozim dukladném oplachnuti zbytka zivného média ulpéného na kofenech
opatrné pfesadi do vihkého substratu (jinak nebezpedi kontaminace). Kontaminaci rostlin
po jejich pfenosu do nesterilnich podminek je mozné zabranit aplikaci fungicidd na
rostliny, popf. do substratu.

Ve stadiu IV je kromé dokonalého zakorenéni rostlin nezbytna jejich aklimatizace na
zménéné podminky zevniho prostfedi. Aklimatizace se pfedevsim tyka snizené vzdusdné
vlhkosti a pfechodu na autotrofni zpusob vyzivy. K aklimatizaci je nutné pfistoupit az u
rostlin s dostate€né vyvinutym kofenovym systémem a listy.

Rostliny v explantatové kultufe rostou na meédiu, které poskytuje uhlik jiZz v organické
formé& (sacharidy) a nemusi tedy vytvafet organické slou€eniny v zavislosti na
fotosyntéze. Pokud probiha fotosyntéza v explantatové kultufe, nikdy nepfedstavuje
hlavni zdroj organického uhliku. Listy rostlin rostoucich v explantatové kultufe maji
odliSnou vnitfni strukturu, coZz znemoznuje intenzivni fotosyntézu. Rostliny pfenesené z in
vitro podminek do nesterilniho prostfedi vykazuji v disledku nedostatecné rozvinutého
fotosyntetického aparatu negativni uhlikovou bilanci.

3.1.6. KULTIVACNIi MEDIA PRO
EXPLANTATOVE KULTURY (2)



Jednim z nejdllezitéjSich faktorl ovliviiujicich rast a morfogenezi v tkarfovych
kulturach rostlin je sloZeni kultivaCniho média. Média pouzivana jak pro kultivaci bunék,
tak rostlinnych pletiv & organu obsahuji obvykle nasledujici slozky: makroelementy,
mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny nebo dal§i zdroj organického dusiku,
sacharid(y), dal$i nedefinované organické slozky, zpeviujici latku rastové regulatory.

a) Makroelementy

Makroelementy dodavané do kultivacnich médii zahrnuji Sest nejdllezitéjSich prvku:
dusik, fosfor, draslik, vapnik, hof€ik a siru. Optimalni koncentrace kazdého prvku pro
dosazeni maximalni rustové rychlosti je znaéné zavisla na rostlinném druhu. Rostlinné
bunky mohou rist na médiu obsahujicim dusik pouze v nitratové formé&, ale mnohem
lepSiho rlstu je vétSinou dosazeno, je-li dusik do média dodavan spole¢né v nitratové
formé a ve formé amonnych soli. Redukovana forma dusiku je pro nékteré druhy pro
zajisténi rustu v explantatové kultufe nezbytna. Redukovany dusik se muze do média
dodavat také ve formé organickych sloucenin (napf. aminokyseliny).

b) Mikroelementy
Mezi mikroelementy nezbytné pro rlst tkariovych kultur rostlin patfi zelezo, mangan,

zinek, bor, méd a molybden. Zelezo a zinek se obvykle do médii dodavaji v chelatové
formé. Do médii se také nékdy dodava kobalt, j6d, sodik a chlér, ale nemusi byt pro rast
explantatoveé kultury nezbytné.

c) Zdroj uhliku

Jako nejc¢astéjsi zdroj uhliku a energie je pouzivana sacharéza. V nékterych pfipadech je
mozné sachardzu nahradit glukézou &i fruktézou. V kultivacnich médiich byly testovany i
jiné sacharidy jako laktoza, galaktéza, rafin6za, maltéza a Skrob, ale vétSinou byly méné
efektivni nez sacharéza a glukéza. Sacharidy se do médii dodavaji z divodu pfevazné
heterotrofni vyzivy explantatd. Schopnost explantatu vyzivovat se autotrofné je totiz velmi
omezena.

d) Vitaminy

Normaini rostlina sama syntetizuje vitaminy nezbytné k jejimu ristu a vyvoji. Vitaminy
jsou pro rostlinu nezbytné jako katalyzatory fady metabolickych procesi. Pro rostlinné
buriky a pletiva kultivovana in vitro mohou byt nékteré vitaminy limitujicim faktorem jejich
ristu. Mezi vitaminy nejCastéji pouzivané v zivnych médiich patfi thiamin, kyselina
nikotinova, pyridoxin a myoinositol. Thiamin je soucasti vétSiny médii a je pro rast
tkanovych kultur nepostradatelny. Kyselina nikotinova a pyridoxin se rovnéz velmi €asto
dodavaji do kultivacnich médii, ale jejich pfitomnost v kultivaénim médiu neni tak
nezbytna jako u thiaminu. Myoinositol se vyskytuje ve vétSiné Zivnych médii. Jedna se o
sacharid, ktery nemusi byt pro rust explantatli nezbytny, ale muze tento rist stimulovat.
V kultivanich médiich se nékdy pouzivaji dali vitaminy jako biotin, kyselina listova,



kyselina askorbova, kyselina pantotenova, riboflavin atd. Jejich pfitomnost v médiich
vS8ak neni vétSinou nezbytna.

e) Aminokyseliny a dals$i zdroje organického dusiku
Pfestoze jsou kultivované rostlinné buriky schopny syntetizovat vSechny nezbytné

aminokyseliny, muze pfitomnost nékterych aminokyselin v Zivném médiu stimulovat rast
explantatd. Aminokyseliny se dodavaji do zivnych médii pfedevSim v pfipadé kultivace
bunénych suspenzi a protoplastd. Aminokyseliny slouzi bunkam jako bezprostiedni
zdroj uhliku nebo mohou byt pfimo vyuzivany k syntéze proteint. Dusik se v organické
formé dodava do zivnych médii nejCastéji ve smési aminokyselin (napf. kasein
hydrolyzat). Velmi Casto se pouziva také L-glutamin, L-asparagin, glycin a adenin.

f) Nedefinované organické slozky médii

RuUst explantatové kultury je mozné &asto stimulovat pfidanim celé fady organickych
extraktl, jako napf. protein hydrolyzatu, kokosového mléka, kvasni¢ného extraktu,
sladového extraktu, extraktu z bananu, pomerancové ¢&i rajc¢atové stavy. Pouziti téchto
nedefinovanych smési je vSak lépe pokud mozno vynechat pravé z ddvodl jejich
nedefinovaného sloZeni. NejCastéji se pouziva protein (kasein) hydrolyzat a kokosové
mléko. Do médii se také nékdy dodava aktivni uhli, které mize mit jak stimulacni, tak
inhibi¢ni efekt na rast explantatd. Aktivnimu uhli se pfipisuji tfi zakladni funkce v Zivném
médiu: absorpce latek inhibujicich rlst, absorpce rustovych regulatord a ztmavnuti
média. Aktivni uhli se pfed pouzitim proplachne kyselinou a zneutralizuje.

g) Latky pouzivané pro zpevnéni média

Pro pfipravu tuhych médii se nejCastéji pouziva agar. Agar ma oproti jinym gelizujicim
latkam Ffadu vyhod. Agarové gely jsou stabilni pfi teplotach pouzivanych ke kultivaci. Agar
nereaguje s ostatnimi sloZzkami média a neni rozkladan rostlinnymi enzymy. Tuhost
agaroveho gelu je mozné regulovat pouzitou koncentraci agaru, druhem agaru a pH
média. Velmi dllezita je Cistota pouzivaného agaru. Agar obsahuje vapnik, hofcik, draslik
a sodik, a tak zména koncentrace agaru v médiu mize zménit i koncentraci nékterych
prvkd v Zzivném médiu. Vedle agaru je mozné pouzivat ke zpevnéni média také agardzu,
Phytagel a Gerlite, které pfedstavuji syntetické latky. V pfipadé, Ze neni pouZito pevné
médium, je mozné explantaty “fixovat” na mdastcich z filtracniho papiru, polyuretanové
péné, CediCové vaté (rockwool), perforovaném celofanu atd. V posledni dobé zavedly
nékteré firmy na trh tzv. “rafty”. Jedna se o plastové nosie, do kterych se upevriuje
polypropylenova membrana.

h) Ruastové regulatory

Ruastové regulatory pouzivané v kultivacnich médiich je mozné rozdélit do Ctyf zakladnich
skupin: auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina abscisova. O charakteru ristu
explantatové kultury nerozhoduje pouze jenom koncentrace jednotlivych hormond, ale
Casto jejich vzajemny pomér. Mezi auxiny pouzivané v tkanovych kulturach rostlin patfi
pfedevsim kyselina indolyloctova, kyselina indolylmaselna, kyselina dichlorfenoxyoctova



a kyselina naftyloctova. Kyselina indolyloctova predstavuje nativni auxin, ostatni jsou
latky syntetické. RGzné druhy auxinl maji riznou fyziologickou aktivitu, pohybuji se
riznou rychlosti pletivy, jsou vazany na jiné receptorové burnky a jsou jinym zpusobem
metabolizovany. Auxiny jsou v kultivaénim médiu pouzivany prfedevS§im za ucCelem
stimulace ristu kalusu a bunék.

Mezi cytokininy bézné pouzivané v kultivaénich médiich patfi predevsSim
benzylaminopurin, 6-dimetylaminopurin, furfurylaminopurin (kinetin) a zeatin. Cytokininy
se pouzivaji v kultivaénich médiich za ucelem stimulace buné&ného déleni a stimulace
tvorby axilarnich prytd. Morfogeneticka reakce v explantatové kultufe je znacné zavisla
na vzajemném pomeéru auxinu a cytokininu v kultivaénim médiu. Iniciace tvorby kofend,
embryogeneze a iniciace tvorby kalusu je stimulovana, je-li pomér auxinu a cytokininu
vysoky. Je-li tento pomér nizky, je indukovana tvorba adventivnich, €i axilarnich prytQ.
Koncentrace auxinu a cytokininu je stejné vyznamna jako jejich vzajemny pomér.

DalSi skupinou rastovych regulator(, které se do kultivacnich médii dodavaji, jsou
gibereliny a kyselina abscisova. VétSina explantatd jejich pfitomnost pro svij rist v médiu
nevyzaduje, ale u nékterych druhi mohou stimulovat jejich rist.

Chemické slozeni a fyzikalni vlastnosti média musi odpovidat pozadavkim rostliny
v riznych fazich rozmnozovaciho cyklu.



3.2. FYZIOLOGIE STRESU



3.2.1. STRES U ROSTLIN — OBECNE (3)

Rostliny jsou v pribéhu svého zivota vystaveny velmi proménlivym podminkam
vnéjSiho prostfedi. Ty mohou nejen zpomalovat jejich zivotni funkce, ale také poskozovat
jednotlivé organy a v krajnim pfipadé vést i k jejich uhynuti. Nepfiznivé vlivy vnéjsiho
prostfedi zavazné ohrozujici rostlinu oznacujeme jako stresové faktory (stresory). Termin
stres je obvykle pouzivan pro souhrnné oznaceni stavu, ve kterém se rostlina nachazi
pod vlivem stresorl. Nejde pfitom nikdy o n&jaky ustaleny a snadno definovatelny stav,
ale spiSe o dynamicky komplex mnoha reakci.

Vyzkum vztahl mezi vnéjSim prostfedim a stresem v rostlinach obvykle zalina
studiem pfenosu podnétll vyvolavajicich stres na rozhrani organa rostliny s vnéjSim
prostfedim a dale pak pfenosem signall uvnitf rostliny. Stresové faktory, at uz fyzikalné-
chemické ¢i biotické (viz obrazek ¢.2), mohou pronikat do vnitiniho prostfedi rostlin
riznych druh( nestejné snadno, a to pfedevsim v dusledku rGzné vyvinutych ochrannych
struktur. Tento zplisob ochrany ma prevazné pasivni a dlouhodoby charakter. Jedna se
vlastné o schopnost vyhnout se stresu, ke které pfispivaji také vhodné nacasované
Zivotni cyKkly.

mechanické Uginky vétru
nadmérné zéfeni (UV, viditelné)
extrémni teploty (horko, chlad, mréz)

——— FYZIKALNI

ABIOTICKE FAKTORY - ——— nedostatek vody (sucho)

nedostatek kysliku (hypoxie, anoxic)
nedostatek Zivin v pudé

|——— nadbytek iontd soli a vodiku v pidé
—— toxické kovy a organické latky v pudé
——— toxické plyny ve vzduchu

— — CHEMICKE-]

herbivorni Zivogichové (spasani, poranéni)
BIOTICKE FAKTORY patogenni mikroorganizmy (viry, mikrobi, houby)
5 vzéjemné ovliviiovani (alelopatie, parazitizmus)




Obréazek &.2 (3)

Z fyziologického hlediska jsou mnohem zajimavéjSi mechanizmy aktivni odolnosti,
omezujici negativni dopad stresorll az po jejich proniknuti k plazmatické membrané
bunék a do symplastu. V takovém pfipadé dochazi ke spusténi fetézce zmén, ktery byva
oznacovan jako stresova reakce. S védomim znaéné davky zjednodus$eni Ize i u rostlin
pfijmout klasické schéma prubéhu stresové reakce znamé z humanni fyziologie (viz.
obrazek €.3). Bezprostfedné po zacatku pUsobeni stresového faktoru dochazi k naruseni
bunécnych struktur a funkci (poplachova faze). Pokud intenzita pUsobeni stresoru
nepiekracuje letalni uroven, dochazi zahy k mobilizaci kompenzacnich mechanizma
(restitucni faze), které sméfuji ke zvysSeni odolnosti rostliny vici pusobicim faktorim
(faze rezistence). Ne vzdy vSak toto zvySeni ma trvaly charakter. Pfi dlouhodobém a
intenzivnim pusobeni stresového faktoru mize byt vystfidano dalSim poklesem (faze
vycerpani). Zakladni schéma stresové reakce vSak nevypovida vlbec nic o rozmanitosti
vlastniho plsobeni stresorl ani o koordinaci slozitého komplexu reakci, kterymi je
podlozena odpovéd rostliny na jejich pusobeni. Tato neobycejné rozsahla problematika
je vsouCasné dobé intenzivné studovana na rdznych organizaénich uarovnich, od
molekulovych a genetickych zakladl az po integrujici projevy celé rostliny.

Je v8ak potfeba zdlraznit, Ze pribéh stresové reakce a jeji kone€ny vysledek zavisi
jak na intenzité a délce pusobeni stresového faktoru na danou rostlinu, tak i na geneticky
vazanych predpokladech odpovédi, souhrnné oznacovanych jako adaptaéni schopnosti.
Pfechodné zvySeni odolnosti ziskané pod vlivem stresoru a nazyvané jako aklimace
muze byt zalozeno jak na zménach rychle pomijivych, tak i na zménach trvalejsich.

normalni
stav

odolnost

I
|
|
|
I pocatek stresu cas



Obrazek &.3 (3)

3.2.2. BIOTICKE STRESY (3)

a) Alelopatie

Kazda rostlina obsahuje velké mnozstvi sekundarnich metabolitll, z nichz nékteré mohou
pusobit inhibi¢né az toxicky na jiné rostliny vyskytujici se v jejich tésné blizkosti. Pokud
skute¢né dojde k pfenosu uc€inné latky a k ovlivnéni sousedni rostliny, pak hovofime o
alelopatii. Vyznamnost alelopatie jako pfiCiny biotickych strest rostlin v pfirodnich
podminkach stale patfi mezi velmi rozporuplnou a malo probadanou oblast rostlinné
fyziologie. Uginné latky musi byt z jedné (zdrojové) rostliny vylouéeny a preneseny na
jinou (cilovou) rostlinu v dostate¢né koncentraci. Zdrojova rostlina musi byt viéi uc¢inné
latce mnohem méné citliva nez rostlina cilova. Uvolfiovani a pfenos malych koncentraci
organickych slou€enin je zejména v pudé velmi obtizné sledovat. Ponékud Iépe
prozkoumané je nepfimé alelopatické pUsobeni zprostfedkované metabolity uvolnénymi
mikrobialnim rozkladem z odumfelych €asti rostlin.

Mechanizmus pUsobeni latek s potencialnim alelopatickym uc€inkem je dosud znam
velmi nedostate¢né. Inhibice membranovych funkci, v€etné pfijmu iontd mineralnich
zivin, inhibice délivého i dlouzivého ristu bunék a inhibice kliceni patfi k nejCastéji
pozorovanym ucinkam. Citlivost rlznych druhl rostlin je viéi zminénym slou€eninam
znacné rozdilna a lze proto predpokladat existenci rozdilné ucinnych detoxikacnich
schopnosti.

b) Interakce s bylozravymi zivoéichy

Rostliny jsou vystaveny stalému nebezpeli poskozeni svych organl mnoha druhy
zivoCichll zejména z poCetnych skupin fytofagniho hmyzu, ale i pastvou evoluéné
vyspélejSich byloZravci. Kromé& mnoha morfologickych a morfogenetickych adaptaci
k omezeni herbivorie jsou také velmi ¢asté i rozmanité biochemické adaptace.

Z velkého mnozstvi sekundarnich metabolitli, které se syntetizuji v rostlinach, mnohé
pusobi odpudivé az toxicky na herbivorni ZivoCichy. Z hlediska mnozZstvi, v jakém se



vyskytuji, lze je rozdélit do dvou kategorii. Prvni z nich zahrnuje latky kvalitativné
vyznamné, které se sice vyskytuji jen v malych koncentracich, ale zato jsou pro zivoc€ichy
velmi toxické. Patfi sem nejriznéjsi alkaloidy, glykosidy uvolfujici kyanovodik,
glukozinolaty a mnoho dalSich. Do druhé kategorie fadime kvantitativné vyznamné
metabolity, které sice nejsou tak toxické, ale ve vétSim mnozstvi (Casto tvofi vice nez
10% susiny) zpUsobuji Spatnou stravitelnost, nechutnost az toxicitu (napf. lignin, taniny a
fenolické latky).

c) Reakce na patogenni organizmy

Kromé zivoCichll ohrozuji rostliny i patogenni mikroorganizmy (viry, bakterie, houby).
Jejich prinik do bunék je sice ztizen pevnou bunéénou sténou, avSak ani ta neni pro
fadu z nich nepfekonatelnou prekazkou. Nejen prunik, ale ¢asto jiz kontakt patogenniho
organizmu s bunkou vyvolava celou fadu koordinovanych vnitrobunéénych procesd,
jejichz cilem je omezit &i zcela eliminovat jeho plsobeni a Sifeni do dalSich bunék. Jen
malo ztéchto procesi ma zcela obecny charakter, spiSe Ize pozorovat velkou
rozmanitost u jednotlivych skupin rostlinnych druh( i u jednotlivych organu.

Na pocatku vSech obrannych reakci musi ovSem byt podnét k jejich spusténi, kterym
obvykle byva specificky metabolit (elicitor) uvolfiovany pfi pocateCni interakci buriky
s patogenem a identifikovany vhodnym receptorem hostitelské rostliny. Vétsina
obrannych reakci rostliny je zavisla na aktivaci vhodnych genu. Elicitory vétSinou
neovliviuji genovou aktivitu pfimo, ale zprostfedkované pomoci prfenaseCl signalu.
PFenos od aktivovanych receptoru elicitord k DNA v jadfe je mozny vice systémy. Velmi
Castym a neobycCejné rychlym zpusobem pfenosu signalu a aktivace genové exprese je
tvorba superoxidu a dalSich aktivnich forem kysliku vyvolana elicitory. Pfi napadeni
rostliny patogeny se téz rychle zvySuje tvorba etylenu, ktery se podili na iniciaci genové
exprese. Vlastni obranné reakce zahrnuji jednak tvorbu specifickych stresovych proteina,
jednak syntézu a hromadéni chemicky jednodussich sloucenin s vyraznym antibiotickym
uCinkem. 2Zvlastni skupinu specifickych nizkomolekularnich obrannych latek tvofi
fytoalexiny, které se za normalnich okolnosti v bufkach nevyskytuji, ale zaCnou se
vytvafet az po napadeni patogenem. Pomérné Casta a prekvapivé ucinna reakce na
prinik patogena je fizena tvorba ochrannych nekréz.

3.2.3. PRIKLADY ABIOTICKYCH STRESOVYCH
FAKTORU (3)



a) Reakce na prehrati

Pfi zvySeni teploty zhruba nad 40°C dochazi u vétsiny druhu rostlin k zasadnim zménam
ve fyzikalné-chemickych vlastnostech bunéénych membran i proteinli. Lipidova vrstva
membran prechazi do lamelarné kapalného (superfluidniho) stavu, ve kterém nemuze
pinit svoje zakladni funkce. Stava se propustnou pro ionty a pFestava poskytovat
dostate¢né pevnou oporu pro membranové proteiny. U proteini dochazi navic za vysoké
teploty ke zménam konformace, a tim i ke ztraté jejich funkce. Velmi napadnym
indikatorem vznikajiciho stresu je poSkozeni fotosystému Il. Za zvySujici se teploty
dochazi nejprve krozpadu jednotlivych c&asti fotosystému a teprve az pozdéji
k denaturaci proteint. Stavova zména lipidové vrstvy je vratna a pfi poklesu teploty pod
kritickou hodnotu dochazi rychle k obnoveni plvodni struktury a funkce. Celkovy stupen
poskozeni bunék je dan soucinem aktualni teploty a doby jejiho pUsobeni.

Aklimacni reakce na zvySenou teplotu Ize pozorovat jiz za necelou hodinu od zacatku
pusobeni stresoru. Zvlasté napadna je tvorba stresovych proteind. Jejich pfitomnost ma
zcela zasadni vyznam pro zvySeni termostability.

b) Stresové ucinky nizkych teplot

Citlivost na chlad vykazuji zejména nékteré uzitkové rostliny puvodem z teplejSich
oblasti. Doba, po kterou chlad pusobi, je velmi dulezita. VétSina proteind neni nizkymi
teplotami poskozovana, a tak primarni Ucinky nepfiznivého pasobeni chladu je nutno
hledat pfedevS§im ve zméné fyzikalné-chemickych vlastnosti membran. Volna
propustnost membran pro ionty vede ke ztraté transmembranového potencialu,
k zastaveni selektivnino a aktivniho transportu a navic i k zastaveni osmotickych
procesU. Po jisté dobé trvani tohoto stavu musi nutné dojit k vyCerpani energetickych
zdroju a k odumfeni bunky.

Aklimacni zmény za nizkych teplot jsou spojeny s hromadénim osmoticky aktivnich
latek, s tvorbou stresovych proteind a se zménami slozeni lipidové vrstvy membran.
Poskozeni rostlin mrazem je obvykle spojeno s tvorbou ledu a s mrazovou dehydrataci
bunék. Led vytvofeny uvnitf bunék zpusobuje témér vzdy neobnovitelné poskozeni
mnoha struktur a rychlé odumirani.

c) Vodni stres

Ze vSech abiotickych faktorl, které omezuiji rlist a produktivitu rostlinstva na kontinentech
nasi planety, stoji na prvnim misté nedostatek vody. Voda, na rozdil od mineralnich Zivin,
ma velmi rychly kolobéh v ekosystémech a jeji zasoba v rostlinach i v padé staci jen na
pomérné kratkou dobu. Vzhledem ke slozitym vztahim mezi mnozstvim vody v rostliné a
v okolnim prostfedi nelze dosti dobfe zavést jednoduché kritérium, podle kterého bychom
hodnoatili, jak velkému stresu z nedostatku vody je rostlina vystavena. Charakteristiky
Vodni potencial vzduchu v okoli listl je téméF vzdy velmi nizky, a proto rostliny ve vSech
typech prostfedi jsou ohrozeny vodnim stresem. PFijem oxidu uhli¢itého pro fotosyntézu



otevienymi pruduchy je obvykle spojen s takovou ztratou vody, jakou nelze okamzité
nahradit. Nejvice postizenym organem jsou vzdy listy.

Pfi poklesu vodniho potencialu na hodnotu -0,2 az -0,8MPa dochazi v burikach k velmi
podstatnému (az Ctyficetinasobnému) zvySeni koncentrace kyseliny abscisové, zejména
v listech, kde ma za nasledek zavirani priduchd. PFi vétSim poklesu vodniho potencialu
k hodnotam okolo -1,0MPa dochazi u mnoha druhl k tvorbé& aminokyseliny prolinu.
Hlavni vyznam této latky je zfejmé zvySeni osmotického tlaku v bunkach. Jestlize se
vodni potencial listd dale snizuje (od -1,0 do -2,0MPa), dochazi jiz kvaznym
metabolickym zménam. Pokud v této pokrogilé fazi vodniho stresu dojde k doplnéni ztrat
vody, vSechny buné&cné funkce se postupné vraceji do normalniho stavu, i kdyz tento
navrat neni okamzity. V pfipadé jesté delSiho trvani nedostatku vody mulze silnou
dehydrataci dojit ktak vaznym zménam, Ze odumfieni organu Ci celé rostliny je
nevyhnutelné.

Funkéni podstata vysoké odolnosti k vyschnuti neni dosud dostateéné znama. Jeji
vyzkum je totiz velmi obtizny, nebot ke zménam dochazi ve vSech metabolickych
cestach a k analyze silné dehydratovanych pletiv se nedaji pouzit bézné biochemickée
metody.

d) Nedostatek kysliku v padé

Nadzemni ¢asti rostlin jsou obklopeny vzdusnym prostfedim, ve kterém se koncentrace
kysliku méni jen nepatrné. Ve zcela jiné situaci jsou ale podzemni organy, nebot
koncentrace kysliku v plynné fazi pudniho systému je trvale snizena ve srovnani s volnou
atmosférou. Hypoxické az anoxické podminky zpUsobuji vazny stres u téch druh( rostlin,
které nemaji vhodné adaptace. Jakmile koncentrace kysliku v intercelularach klesne pod
2 az 4%, dochazi k inhibici aerobnich procesu.

Aklimacéni reakce na nahlé sniZeni koncentrace kysliku ma znacné komplexni
charakter. Dochazi predevSim ke zménam v koncentraci fytohormonl a k syntéze
stresovych protein(. ZvySuje se syntéza kyseliny abscisové, ktera zprostfedkovava
regulaci fady procesu i v nadzemnich organech. Tvorba cytokininl v kofenech je naopak
zpomalena a stejné tak i tvorba etylenu, protoze vyzaduje kyslik.

e) Zasolené a kyselé pudy

Zasolené pudy se vyskytuji nejen v blizkosti more, ale i ve vnitrozemskych oblastech, kde
potencialni vypar prevazuje nad srazkami. K zasoleni mlze také dojit pfi dlouhodobych
zavlahach a také v okoli komunikaci posypavanych soli v zimnim obdobi. Problémy,
kterym rostliny musi Celit pfi ristu na zasolenych plidach, jsou komplexni povahy. Kromé
vlastniho toxického vlivu vysoké koncentrace nékterych iontl (zejména sodnych,
chlornych, siranovych a hofe€natych) to byva velmi nizky vodni potencial a zhor3eni
fyzikalni vlastnosti pady. Neadaptované rostliny hromadi ve svych burikach uvedené
ionty v takovém mnozZstvi, které je neslucitelné s normalni funkci enzymu. Velmi brzy pak
dochazi k zastaveni délivého i dlouzivého ristu a nakonec k odumreni celé rostliny.



Adaptace k zasoleni probihala nékolika sméry. U ¢asti druh( je pfijem soli dokonale
kontrolovan vysokou selektivitou plazmatické membrany pro transport iontd do bunék
kofenl. Pokud je vystavena bé&zna, neadaptovana rostlina nahlému plisobeni zasolené
pudy, jednou zprvnich reakci je zvySeni osmotického tlaku v burikach kofen(
(osmoregulaci). Dalsi vyznamnou reakci je tvorba stresovych proteinu, které jsou velmi
podobného typu jako pfi stresech z vysoké teploty a z nedostatku vody.

Kyselé pudy predstavuji v sou¢asné dobé zavazny problém nejen ve stfedni Evropé,
ale i na jinych kontinentech. Pfimé poskozeni rostlin vysokou koncentraci vodikovych
iontd je pomérné vzacné, nebot k nému dochazi obvykle az pfi hodnoté pH3 a nizsi.
Mnohem vyznamnéjSi je tedy nepfimé negativni pusobeni zvySenou rozpustnosti
nékterych slouéenin v pldé pfi nizkém pH. Zejména dochazi k uvolfiovani vysoce
toxickych iontd hliniku. Také volné ionty Zeleznaté a manganaté pusobi v nadbytku
toxicky. Vysoka koncentrace vodikovych iontd v pudé vytéshuje kationy (zejména
vapenaté, hofeCnaté a draselné) ze sorpCnich vazeb na koloidech a snadno dojde
k jejich vyplaveni z pidy. Rostliny pak trpi nedostatkem téchto kationd. Déle je snizena
dostupnost fosforu i nitratového dusiku, protoze nitrifikaéni bakterie jsou citlivé na pokles
pH.

f) Toxické latky v prostredi

Plynné, kapalné i pevné slozky prostfedi, ve kterém v pfirodé rostliny rostou, jsou velmi
pestrou smési desitek chemickych sloucenin, z nichZz nékteré mohou mit vyrazné
inhibiéni az toxické ucinky. Z plynu je nejvice nebezpecny oxid sifi€ity a ozon, v pudé pak
ionty tézkych kovl a aromatické organické latky. Oxid sifiCity vstupuje do listd hlavné
otevienymi priduchy a difuzi v intercelularach se snadno Sifi ke vS§em bunkam listového
mezofylu. Po proniknuti bunécnou sténou se rychle rozpousti a méni na sifi¢itanové
aniony, jejichz naprosta vétSina vstupuje do chloroplastd. Ve vySSi koncentraci
sifiCitanové ionty blokuji ¢innost karboxylaéniho enzymu Rubisko, a tim je inhibovan i
pribéh sekundarnich procesu fotosyntézy. V odolnosti k toxickému pusobeni oxidu
sifiCitého existuji velké mezidruhové rozdily. Aklimacni reakce na pusobeni oxidu
sifiCitého zahrnuji zvySeni aktivity enzyml metabolizmu siry a také zvySeni pufraéni
kapacity bunék.

Ozon je neméné toxicky plyn nez SO, a jeho koncentrace v pfizemnich vrstvach
atmosféry byva velmi podobna. Naprosta vétSina ozonu vznika fotolyzou oxidd dusiku
(NO, NO,) a také nékterych plynnych organickych sloucenin. Ozon vstupuje do listl
vyhradné pruduchy a jiz v intercelularach v kontaktu s vlhkymi bunéénymi sténami se
velmi rychle rozklada. Prinik nerozloZzeného ozonu pres plazmatickou membranu je stézi
mozny. PFi rozkladu ozonu vznika nejen molekularni kyslik, ale jako meziprodukty i
vysoce reaktivni superoxid (O,) a hydroxylovy radikal (OH"). Ozon indukuje tvorbu
etylenu, polyamidl a flavonoidl, které jsou také soucasti obrannych mechanizm.
Probiha také tvorba stresovych proteind, které jsou témér shodné s proteiny tvofenymi pfi
napadeni rostliny patogennimi organizmy. PFi vy8Sich koncentracich ozonu a pfi jeho
delSim pusobeni nejsou ochranné oxidacni systémy dostate¢né a dochazi k poSkozeni
bunéénych soucasti.



Toxické kovy, zejména zinek, olovo a kadmium, se dostavaji do pldy ve vétSich
mnozstvich usazovanim prachu z prdmyslovych procesu, z vyfukovych plynl atd. lonty
téchto kovl jsou velmi snadno pfijimany kofeny. Po vstupu do bunék inaktivuji nékteré
enzymy a redoxni systémy. Inhibice déleni a dlouzivého ristu bunék, ktera se projevuje
zejména zpomalenim rustu primarniho kofene, byva jednim z prvnich pfiznaku jejich
toxického pusobeni. V odolnosti rostlin k pasobeni téZkych kovu existuji velké rozdily
nejen mezi druhy, ale i uvnitf téhoz druhu. K vnitrobunénym detoxikacnim
mechanizmim patfi zejména tvorba stresovych proteinG. DalSi velmi U€innou aklimacni
reakci je tvorba specifickych slou€enin (fytochelatint) schopnych inaktivovat tézké kovy
vazbou do chelatovych komplexd. Komplexné vazané toxické ionty jsou transportovany
do vakuoly, kde i po uvolnéni z fytochelatinu jsou inaktivovany vysokou koncentraci
organickych kyselin.

3.2.4. SPOLECNE MECHANIZMY STRESOVYCH
REAKCI (3)

U rostlin existuji jisté diléi komplexy spolecnych reakci, které vedou ke zvySeni odolnosti
vuc¢i nékolika stresim soucasné. Poznani detailniho mechanizmu téchto reakci na
molekulové a biochemické udrovni je vénovana stale vétSi pozornost. K nejCastéjSim
spoleénym zménam, které vedou ke zvySeni odolnosti vici nékolika stresovym faktorlim
soucasné, patfi: - tvorba stresovych proteinQ

- tvorba a odstrafiovani aktivnich forem kysliku
- tvorba ,stresovych® fytohormonu (kyseliny abscisové, etylenu,
kyseliny jasmonové, metyljasmonatu a polyaminu)

- tvorba osmoregulagnich slou€enin

.Stresové proteiny

Pod vlivem kteréhokoliv ze stresovych faktord dochazi Casto jiz béhem nékolika desitek
minut k velmi dramatickym zménam v kvantitativnim i kvalitativnim zastoupeni protein(
v burikach. Tvorba nékterych prudce stoupa, u jinych se naopak zastavuje. V hojné mife se
vSak také syntetizuji proteiny, které se za normalnich okolnosti viibec nedaji v burikach
zZjistit. Proteiny indukované zvySenou teplotou patfi k nejdéle znamym a také k evolu¢né
nejstar§im, nebot fada z nich se vytvafi pfi zvySeni teploty jak u rostlin a Zivo€ichd, tak i u
bakterii a hub. Proteiny indukované chladem jsou méné pocetné. Proteiny indukované
dehydrataci jsou do zna¢né miry podobné skupiné chladovych proteinu a také skupiné



stresovych proteinl indukovanych vysokym obsahem soli v pudé. Je to pochopitelné,
protoze jak za nizkych teplot, tak pfi zasoleni pady jsou rostliny ohrozeny dehydrataci bunék.
Zvlastni skupinou asi dvaceti proteinu, které se nové vytvareji pfi nedostatku vody v burikach
jsou dehydriny. Proteiny indukované snizenou koncentraci kysliku mizeme v burikach
dokazat nejen za uplné anoxie, ale uz pfi sniZzeni koncentrace kysliku ve vzduchu v okoli
rostliny asi na 4%. Proteiny indukované patogeny tvofi mimofadné pocetnou a rlznorodou
skupinu. Kromé& mnoha obecné stresovych proteinl se zde vyskytuji nékteré proteiny se
specifickymi antimikrobialnimi ucinky.

. Aktivni formy kysliku

Uloha téchto latek ve stresovanych rostlinach je znaéné rozmanita a do jisté miry rozporna.
Jednak vznikaji jako nebezpecné produkty pfi pusobeni fady stresovych faktor( a rostliny
musi mit ucinné systémy na jejich deaktivaci, jednak mohou mit kladnou ulohu jako signaly €i
ochranné latky pfi nékterych typech stres(, a je tudiz Zadouci jejich koncentraci udrzovat na
jisté urovni. Negativni plsobeni aktivnich forem kysliku spociva predevSim v peroxidaci
lipidd. Mechanizmy ochrany pfed oxidacnim poS$kozenim lze rozdélit do nékolika skupin.
Patfi sem predevSim deaktivace pomoci karotenoidu, tokoferolu, nékterych specializovanych
enzyml a enzymatickych systémi. Regulovana tvorba aktivnich forem kysliku mdze mit
ovSem i pfimy antimikrobialni uc¢inek a mize také vyznamné pfispivat ke zpevnéni bunécéné
stény, a tim i k vétSi odolnosti vi¢&i riznym stresovym faktordm. Protistresova uloha aktivnich
forem kysliku dosud neni uspokojivé prozkoumana ve vSech souvislostech.

3.2.5. ELICITACE A ELICITORY

Elicitace je induk&ni proces vedouci ke zvySeni hladiny enzym( (pfipadné jejich aktivaci),
jehoz nasledkem dochazi k vy$si produkci a akumulaci urcitych sekundarnich metabolitu.
Elicitor I1ze chapat jako latku, ktera ma schopnost dat podnét k aktivaci genu, a tim vyvolat
tvorbu tzv. fytoalexinu.

K elicitacim se pouzivaji jak biotické elicitory (houby, bakterie, viry, kvasinky, hnédé fasy
nebo €asti téchto organizmu), tak abiotické elicitory (UV zafeni, soli tézkych kovu, kyselina
trichloroctova, zmény osmotického tlaku, zmény pH). Vyhoda abiotickych elicitorl spociva
v jejich definované chemické struktufe, v moznosti pouZiti jejich pfesné hmotnosti nebo
objemu a jejich mensi ekonomické narocnosti. (10)

Obrazek €. 4 (14): Mechanizmus pusobeni elicitoru



Rozpoznani elicitoru rostlinnou
bunécénou kulturou

Genova aktivace a syntéza enzymu
predevsim sekundarni latkové vymény

Vytvareni vétSich mnozstvi fytoalexinl a jinych
stresovych metabolitl bunécnou kulturou

— =y

Akumulace indukovanych Sekrece indukovanych
stresovych matabolitl v stresovych metabolitll z bunék
bunkach kultury do zivného média

PRIKLADY ABIOTICKYCH ELICITACI

Byla zkoumana stimulace syntézy betacyaninu pomoci exogenniho methyljasmonatu a
ostatnich elicitor(l v suspenzni kultufe bunék Portulaca. Produkce betacyaninu se znacné
zvysila vlivem abiotickych i biotickych elicitord. Hladiny betacyaninu vzrostly 1,3 a 1,5 krat
v pfitomnosti 20pmol/l CuSO, a 100umol/l FeEDTA. Narust produkce 1,8 a 1,6 krat

zpusobil B-glukan a chitosan. Maximalni narust hladin betacyaninu byl ziskan po Upravé
kultury elicitory B-glukanem a FEEDTA ve dni nultém a prvém. Pfidani methyljasmonatu



v koncentraci 0,1umol/l 3.den zplsobilo narlst produkce betacyaninu 2,6 krat. Nicméné
kombinace methyljasmonatu s ostatnimi elicitory pozitivni vysledek nepfinesla.(7)

DalSi prace se soustfedila na produkci sekundarnich metabolitl v kalusech, bunécné
suspenzi a vlasovych kofenech Ammi majus vystavenych pusobeni abiotickych elicitor

(suspenze SiO, , k. jasmonova) a biotickych elicitort (autoklavované lyzaty Enterobacter

sakazaki, Erwina chrysanthemi, scleroglukan). Tenkovrstva a plynova chromatografie
prokazala v kalusech, bunééné suspenzi a vlasovych kofenech akumulaci umbelliferonu,
biogenetického prekurzoru furanokumarini. NejvétSi koncentrace umbelliferonu byla
pozorovana v kalusech elicitovanych oxidem kifemicitym. Prfidavek scleroglukanu do
bunééné suspenze vyvolal produkci furanokumarinu marmesininu. Pomoci plynové
chromatografie a hmotnostni spektrofotometrie byl identifikovan scopoletin v kalusech
elicitovanych Enterobacter sakazaki.(8)

Elicitory obvykle neovliviiuji genovou aktivitu pfimo, ale zprostfedkované pomoci
prenasecu signalu, ke kterym patfi pfedevsSim vapenaté ionty. V dalSi praci byl sledovan
vliv &tyf koncentraci vapenatych iontd na produkci anthracenovych derivatl kalusovou a
suspenzni kulturou Rheum palmatum L., ktera byla elicitovana abiotickym elicitorem-
20uM roztokem chloridu olovnatého. Kultura byla kultivovana na MS médiu s pfidavkem
k. a—naftyloctové. Z vysledkl vyplyva, ze maximalni obsah anthracenovych derivatl byl
prokazan v suspenzni kultufe po 24 hodinové aplikaci elicitoru a 10mM roztoku chloridu
vapenatého. Po pfidani vapenatych iontl k elicitované kalusové kultufe k pozitivnimu
ovlivnéni produkce nedoslo.(9)

Byl také sledovan vliv abiotickych elicitord - CuSO, a CdCl, na produkci flavonoidd

v kalusové kultufe Ononis arvensis L. po 24, 48 a 168 hodinové aplikaci. Testované
elicitory vyrazné ovliviovaly produkci flavonoidd v této kultufe. Vyznamny narlst

produkce flavonoidd byl zaznamenan pfi pouziti roztoku CdCl, v koncentraci 0,5mg/l a
0,05mg/l po 48 hodinach kultivace, u koncentrace 0,005mg/l po 24 i 48 hodinach
kultivace. U roztoku CuSO, v koncentraci 0,5mg/l po 48 i 168 hodinach. Nejvy$si narist

hladiny flavonoid( byl zjistén po elicitaci CdCl, o koncentraci 0,005mg/l.(10)

Dal3i prace se zabyvala vlivem abiotického elicitoru chloridu chromitého na produkci
flavonoidd v kalusové a suspenzni kultufe Ononis arvensis L. po 12, 24, 48, 72 a 168
hodinové aplikaci. Testovany elicitor ovliviioval pozitivné tvorbu flavonoidd. Maximalni
zvyseni tvorby flavonoidu o 98% nastalo v kalusové kultufe po elicitaci roztokem chloridu
chromitého v koncentraci 6,32.10® mol/l po 48 hodinach aplikace a v suspenzni kultufe

po elicitaci CrCl, o koncentraci 6,32.10° mol/l po 12 hodinach o 100%.(11)

Prudky nartst koncentrace flavonoidd byl zaznamenan v kalusové kulture Ononis
arvensis L. a to o 308% po pouziti elicitoru CoCl, v koncentraci 2,1.107 mol/l po 24
hodinach. Naproti tomu hladina flavonoidi znaéné poklesla po 48 hodinach pusobeni
CoCl, v koncentraci 4,2.10" mol/l. Pfi pouziti NiCl, jako elicitoru u této kultury maximalné
vzrostla produkce flavonoidd o 700% pfi pouziti koncentrace 4,2.107 mol/l po 24
hodinach.(37)

Signifikantni narlist obsahu flavonoidl u kalusové kultury Ononis arvensis L. byl
pozorovan po 48 hodinach po elicitaci 11,900 nM HgCl, a to 0 109% oproti kontrole.(38)



V dalSi praci byl sledovan vliv iont téZzkych kovl na produkci anthracenovych derivatu
explantatovou kulturou Rheum palmatum L. Maximalni zvyS$eni obsahu anthracenovych
derivatl oproti kontrole o 66% nastalo po 48 hodinovém plsobeni 10uM koncentrace
chloridu kademnatého. Chlorid hlinity zpUsobil nejvétsi zvySeni produkce po 6 hodinové
aplikaci 100uM koncentrace, kdy doSlo v porovnani s kontrolni kulturou ke stimulaci
produkce o 60%.(12)

Zajimavy vysledek poskytlo pouziti nové syntetizovanych slou€enin (substituovanych
anilind pyrazin-2-karboxylovych kyselin) jako abiotickych elicitori. Testované slou¢eniny
maiji vyrazny vliv na produkci flavonoida v kalusové kultufe Ononis arvensis L. Zejména
po elicitaci roztokem 4-hydroxyanilid-6-chlor-5-terc.butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny

v koncentraci 3,32.10 7 mol/l a dobé elicitace 48 hodin dolo ke zvyeni tvorby
flavonoid o 976% oproti kontrole.(13)

Jedna ze studii sledovala vliv siranu vanadylu (VOSO,) na produkci flavonoidd
v kalusové a suspenzni kultufe Ononis arvensis L. in vitro. Maximalni zvySeni tvorby
flavonoidd nastalo v kalusové kultufe po 24 hodinové elicitaci VOSO, v koncentraci
1,227.10™* mol/l, a to o 313% oproti kontrole a v suspenzni kultufe u koncentrace
1,227.10° mol/l po 48 hodinovém plisobeni elicitoru o0 485% ve srovnani s kulturou.(14)

VycCet nasledujicich praci a studii sledoval vliv abiotického elicitoru dusi¢nanu
stfibrného a stfibrnych iontd u rGznych rostlin.

.U Arabidopsis thaliana L. nema na hromadéni camalexinu elicitor AgNO,

vyznamnéjsi vliv.(17)

.Ke kultufe Salvia miltiorrhiza byl pfidan Ag,S,0; v koncentracich 15-40uM. Narust

produkce latek (diterpenoidy- tanshionl, tanshionllA, cryptotanshion) byl dvojnasobny 12.
a 22. den pulsobeni elicitoru.(16)

.RozmnoZovani in vitro Andrographis paniculata bylo zkoumano pro vliv 2,4-

dichlorfenoxyoctové kyseliny na somatickou embryogenezi s pozitivnim vysledkem.
Pfidani 11,7uM roztoku AgNO, kMS meédiu mélo za nasledek v71% dospéni

embryi.(18)

.U Lagenaria siceraria Standl. byl pozorovan vliv na regeneraci vyhonku

Z cotydelonu. Maximalni regeneraci vykazovala kultivace na MS médiu s pfidavkem
0,5mg/l AgNO,. K uspéSnému zakofenéni vyhonkd na médiu doSlo navic s pfidavkem
0,1mg/l k. indolyloctové.(19)

.Suspenzni kultury Sussurea medusa produkuji jaceosidin a hispidulin. V kulturach

probéhl pokus s elicitory dusicnanem stiibrnym a glutathionem. Pfidavek AgNO, nebo



glutathionu zvySil produkci jaceosidinu a hispidulinu (z 32,01 na 51,25mg/l a z 3,11 na
5,13mg/l). Pfidanim obou latek soucasné v koncentracich 0,01 a 1,0mmol/l dosahla
produkce jaceosidinu a hispidulinu hodnot 84,3 a 7,9mg/l. Z toho vyplyva, Ze pouZitim
obou elicitord souc¢asné bylo dosazeno lepSich vysledku, nez pouzitim kazdého elicitoru
samostatné.(20)

.U Capsicum annuum L. byl pozorovan pozitivni vliv AQNO, na tvorbu haploidnich
embryi z prasnik( rostlin. Nejvétsi uspéch byl zjiStén u koncentrace 15mg/l AQNO , (45,7
embryi na 100 pradniku).(21)

.Dusi¢nan stfibrny byl pouzit u Coffea arabica L. a Coffea canephora P ex Fr.

k somatické embryogenezi. Vyzkum probihal na MS médiu obsahujicim 10-70uM AgNO ,

a 1,14M N-6-benzyladeninu a 2,85uM k. indolyl-3-octové. Maximum embryi bylo ziskano
pfi pouziti roztoku dusi¢nanu stfibrného o koncentraci 40uM.(22)



3.3. STRIBRO A DUSICNAN STRIBRNY

Ve své praci jsem pro elicitaci kalusovych kultur Ononis arvensis L. pouzila

abioticky elicitor- dusi¢nan stfibrny (AgNO,). Pozorovala jsem zavislost produkce
flavonoidud na riznych koncentracich AgNO,.

Stiibro je uSlechtily kov bilé barvy, vyznaCuje se nejlepsi elektrickou a tepelnou
vodivosti ze vdech znamych kovu.

Patfi mezi pfechodné prvky. Ve slou€eninach se vyskytuje pfedevsim v mocenstvi Ag
*, slougeniny dvojmocného stfibra Ag** jsou nestalé a maji silné oxida¢ni schopnosti.

Prestoze je stfibro fazeno mezi drahé kovy, které se obecné& vyznacuji chemickou
stabilitou, je velmi dobfe rozpustné v kyseliné dusi¢né, pfedev8im diky jejim silnym
oxidac¢nim vlastnostem. Reakce probiha podle rovnice:

3Ag + 4HNO, — 3AgNO, +NO +2H,0

Z pohledu praktického vyuziti je nejvyznamnéjsi slou€eninou stfibra dusi€nan stfibrny.
Je to bila krystalicka latka, velmi dobfe rozpustnd ve vodé. Lze ji pfipravit ve velmi
vysoké Cistoté, nejlépe elektrolytickym rozpousténim Cistého stfibra v roztoku kyseliny



dusi¢né. Tato sloucenina poté slouzi v chemické vyrobé jako zdroj stfibrnych iontl pro
dalSi reakce.

Stfibro obecné plsobi predevSim baktericidné a desinfekéné. Je jednoznaéné
prokazano, ze koloidni stfibro ni€i houby a plisné, zabiji parazity, pomaha regeneraci
bunék, pfitom je prakticky minimalné toxické pro vyssi organismy.(23)

3.4. FLAVONOIDNIi GLYKOSIDY

Flavonoidy jsou fenolické latky s vlastnostmi podobnymi vitamindm. Maji vyrazné
biologické ucinky, a proto se také nové oznacuji jako bioflavonoidy.(24)

Zakladem struktury je chroman arylovany v poloze 2(flavany), 3(isoflavany) nebo
4(neoflavany).



neoflavan

Podle stupné oxidace pyranového kruhu se flavany déli do nékolika skupin. Flavany
jsou v pfirodé hojné rozsifeny v cévnatych rostlinach. Zvlast vyznamné jsou flavonoidy-
flavony, flavonoly a flavanony, a katechnivé tfisloviny- derivaty flavanu. Jednotlivé
flavonoidy se navzajem liSi poltem a polohou hydroxylovych skupin na obou
aromatickych kruzich a napojenim cukrd nebo organickych kyselin.

Flavonoidy se vrostlinach vyskytuji vétSinou glykosidné vazané, rozpusténé
V zivém rostlinném organismu se flavonoidy patrné uUcastni oxidacné redukénich
pochodd.

Terapeutické vyuziti flavonoidll je zalozeno na jejich schopnosti normalizovat
permeabilitu  kapilar, odstranovat jejich lomivost, pulsobit antihemorhagicky a
antiedematézné (P-vitaminovy ucinek). Jsou inhibitory hyaluronidazy, brani Sifeni
mikrobialnich toxinG tkanémi, jsou proto podplrnymi prostfedky pfi léCeni infekénich
nemoci. Nékteré pusobi diureticky, rozsifuji cévy, snizuji krevni tlak. S ionty Ca*" tvofi
komplexni soli a brani tak srazeni krve a zadrzuji vapnik v téle. Potencuji ucinek vitaminu
C. Maji téz vlastnosti choleretické, cholagogni a spasmolytické.(25) Mimoto je prokazan
regeneracni Ucinek na jaterni tkané, ucinek urosepticky. VSechny obecné pusobi jako
geriatrika, pfedevSim pro jejich protektivni a regeneracni uCinek na starnouci
organismus. Nové se hovofi i o kancerostatickém plsobeni nékterych flavonoidu.(24)

Jako pfiklad Ize uvést flavonoidni glykosid scutellarin obsazeny ve Scutellaria albida.
Pusobi spasmolyticky, sedativné, potlacuje nervové vypéti. Uplatnéni nachazi také pfi
zachvatech hysterie a epilepsie.(30) Flavonoid diosmin (izolovany z rdznych druh
rostlin) pasobi pfi chronické vendzni insuficienci, hemeroidech, lymfedému a jako
antioxidant. Své uplatnéni nachazi také pfi |éCbé pacientd s diabetem 1. typu a u
pacientl s rakovinou (u€inek chemoprotektivni a antiproliferativni). DalSi mozné pouziti je
na dermatitis, premenstruacni syndrom, mastitis, dermatofibrosclerosis, virové infekce a
colitis.(31) Flavonoid (3,7,3'-trihydroxy-4‘-methoxyflavon) a flavonoidni glykosid (3,3'-
dihydroxy-4‘-methuxyflavon-7-O-B-D-glukopyranosid) byly izolovany z kofeni Butea
superba Roxb. Tyto latky se pouzivaji k 1é€bé diabetu, hypertenze, astmatu, lupénky.(32)

PRODUKCE FLAVONOIDU V KALUSOVYCH KULTURACH (6)



Kalusova kultura je kultura dediferencovanych rostlinnych bunék na médiu obsahujicim
relativné vysokou koncentraci auxinu, nebo kombinaci auxinu a cytokininu vin vitro
podminkach. Kalusové kultury mohou byt embryogenetické nebo neembryogenetické.
Neembryogenetické kalusové kultury, obsahujici vétsi & menSi homogenni shluky
dediferencovanych bunék, jsou vyuzivany pro produkci sekundarnich metabolitd. Toho je
Casto uzivano pro produkci flavonoidd. Jedinak ve své praci shromazdil data o produkci
riznych skupin flavonoidl kalusovymi kulturami. Nékteré priklady jsou prezentovany
v tabulce ¢.1.(6)

Madhavi studoval izolaci bioaktivnich slozek z plodd Vaccinium myrtillus a z tkanovych
kultur. Plody a kultury byly extrahovany a frakcionovany. Hlavni frakce obsahovaly
flavonoidy, jakoz i cyanidin-3-galaktosid, cyanidin-3-glukosid, cyanidin-3-arabinosid a
proanthocyanidiny. Obsah anthocyanidinu akumulovany v kalusech byl nizsi (0,08mg/g
susiny) nez v plodu (27,3mg/g susiny). Kultury obsahovaly oba oligomerni a polymerni
proanthocyanidiny; proanthocyanidiny byly podobné pfitomny i v extraktech z plod.(34)

Dias s kolektivem prezentoval izolaci nové, pfirodné se vyskytujici latky 6-C-
prenylluteolinu spoleéné s luteolin-5,3"-dimethyletherem, luteolin-5-glucosidem a luteolin-3’-
glucosidem z kalusu Hypericum perforatum var. angustifolium.(35) Fedoreyev pouzil
kalusové kultury z riznych €asti Maackia amurensis a proved| analyzu flavonoidd. Objevil, ze
kultury produkovaly izoflavony daizein, retuzin, genistein, formononetin a pterokarpany
maakiain a medicarpin. Maximalni vytézek izoflavoni a pterokarpant v kalusech byl
20,8mg/g susiny, coz bylo pfiblizné &tyfikrat vice nez v matefské rostliné.(36)

Byly zkoumany kalusové kultury Genista species s produkci izoflavonu fytoestrogenni
aktivity. Pro kultury byla pouzivana rizné se ménici média a pfitomnost nebo absence
svétla. Nejlepsi rast kultury a nejvyssi produkce izoflavont byla objevena v pfitomnosti svétla
na SH zakladnim médiu obsahujicim 22,6umol/l 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny, 23,2umol/l
kinetinu a 3%(w/v) sacharozy . Kalusové kultury vSech species produkovaly vice izoflavonu
nez matefské rostliny. In vitro kultury mély nizSi obsah esterl genisteinu nez matefské
rostliny. Kalusy s nejvy$Sim obsahem izoflavonl byly ziskany z Genista tinctoria.(6)

Efekt pouzitych elicitord (usmrcené bunky Pseudomonas aeruginosa, k. linoleova,
chromium trichlorid, k. jasmonova, substituované anilidy pyrazin-2-karboxylové kyseliny a k.
jodoctova) na produkci flavonoidd v kalusovych kulturach Ononis arvensis L. byl téz
zkouman. VSechny testované elicitory vyrazné zvySovaly produkci flavonoida.(5, 11, 13, 39,
40, 41)

Tabulka &.1 (6)

Druh flavonoidu | Obsahova latka Rostlina

Flavanony silymarin Silybum marianum

silybin




silychristin

silydianin

sophoraflavon G

Sophora flavescens

wogonin

Scutellaria columnae

6-C-prenyl luteolin

luteolin-5,3"-dimethyl ether
luteolin-5-glukosid

luteolin-3’-glukosid

Hypericum perforatum var.
angustifolium

flavony

vitexin
isovitexin
orientin

isoorientin

Drosophyllum lusitanicum

daidzein
retuzin
genistein

formononetin

Maackia amurensis

lehmanin

Sophora flavescens

Anthocyaniny

cyanidin 3-O-(6-O-(E)-ferulyol- -

D-glukopyranosyl)-2-O- -D-
xylopyranosyl- -D-
glukopyranosid

Glehnia littoralis

anthocyanin

Hyoscyamus muticus L.

cyanidin-3-lathyrosid[cyanidin-3-
O{B-D-xylopyranosyl(1>2)B-D-

galaktopyranosid}]

cyanidin 3-B-D-glukopyranosid

Daucus carota

cyanidin 3-(6"-malonylglukosid)

Taraxacum officinale

cyanidin-3-galactosid

cyanidin-3-glukosid

Vaccinium myrtillus L.




cyanidin-3-arabinosid

3.5. ONONIS ARVENSIS L.

. POPIS

Jehlice rolni (Ononis arvensis L., Fabaceae) je vytrvala, 30-60 cm vysoka rostlina,
polokefového charakteru. Jeji kminky jsou pfimé nebo vystoupavé, avSak ani poloZzené
vétve nezakorenuji. Jsou bez trnu, jen s dlouhymi odstalymi chlupy a zlazkami (rozdil od
Ononis spinosa L.). Ma dlanité slozené 3-Cetné listky, ovalné, zubaté, zlaznaté chlupaté,
asi 2,5cm dlouhé. Palisty jsou vejCité. Kvétenstvi tvofi husty hrozen, pficemz kvéty
vyrustaji po dvou z pazdi listd. Kalich je zlaznaté chlupaty, koruna rGzova nebo i bila
s Cervenavymi zilkami; pavéza je o polovinu delSi nez kfidla. Lusky jsou vejCité, kratSi
nez kalich, Zlaznaté a maji po 2 semenech. Kvete od zacatku Cervence do poloviny
zari.(26) Cesky lékopis 2002 uvadi jako drogu Ononidis radix. Mateénou rostlinou je
Ononis spinosa L. Kofen této rostliny je vice ¢i méné zplostély, zkrouceny, rozvétveny,
hluboce zvrasnény, na povrchu hnédy, podélné svraskly. Na pficném fezu je patrna uzka
kira a vyrazné véjitovité dfevo. Lom je kratky a vlaknity. Upraskovana droga je svétle
hnédy nebo hnédy prasek s témito charakteristickymi znaky: hnédé ulomky korku
z tenkosténnych mnohohrannych bunék; skupiny ztlustlych uzkych vldken ¢asto
provazenych komurkovymi viakny s hranolovitymi krystaly Stavelanu vapenatého; tlomky
cév s Cetnymi malymi dvirky; parenchymatické buriky s hranolovitymi krystaly $tavelanu
vapenatého.(15)

. VYSKYT

Je to kontinentalni druh, patfici k evropsko-zapadoasijskému geoelementu. U nas roste
jen v teplejSich nizinach a pahorkatinach, ojedinéle i v podhorskych polohach. Je to
rostlina teplomilnych porostud, ktera se sekundarné rozsifila na pastviny, uhory, meze.
Dava prednost mineralné bohatSim a susSim ptidam.(26)

. OBSAHOVE LATKY

0,02-0,2% silice neznamého sloZeni, podilejici se na ucinku drogy. Isoflavonovy glykosid
ononin (formononetin-7-B-D-glukosid). Aglykon  formononetin (7-hydroxy-4’-
methoxyisoflavon) ma slabé estrogenni ucinky. Ononid je amorfni latka podobné
struktury a vlastnosti jako glycyrrhizin. Pravé saponiny vSak nejsou pfitomny. Triterpen a-
onocerin (onokol).(25) Mezi dalSi obsahové latky patfi fenolové kyseliny rlznych typa



(benzo- a fenylpropan kyseliny), mensi mnozstvi tfislovin, lakton a sterol(. Dalezitym
zastupcem je téz aglykon formononetin, genistein a biochanin A.(29) Rostlina dale
obsahuje 0,02-0,1% essencialnich oleju jakoz i trans-anethol, carvon a menthol,
Castecné téz sitosterol.(4)

. POUZITI

Jako diuretikum vnitfné v nalevu nebo v odvaru, pfi poruchach latkové vymény, pfi
zadrzovani vody v organismu, pfi moCovych kaméncich, zanétech mocového méchyre a
pfi revmatickych onemocnénich. Pro déti je nevhodna. Zevné se uziva pfi koznich
vyrazkach.(27)

Je soucasti: Species urologicae Planta, Nephrosal, Species cholagogae Planta(25),
Urologicka bylinna smés Megafyt.



4. EXPERIMEMTALNI CAST

4.1. PRISTROJE

.Laboratorni analytické vahy Sartorius PRLT A 1
. Spektrofotometr CECIL 1000 SERIES
.Autoklav P S 20 A, Chirana

. Horkovzdusny sterilizator, Chirana SVS 9/1



.Box s laminarnim proudénim, FATRAN LF

4.2. CHEMIKALIE

.Destilovana voda

.Dusi¢nan stfibrny, p.a.
.Roztok methenaminu, Gisty
.Aceton, Cisty

.Kyselina chlorovodikova, p.a.

. Ethylester kyseliny octové, p.a.
.Siran sodny bezvody, Cisty
.Chlorid hlinity, p.a.

.Kyselina octova 99,8%, p.a.

.Metanol, p.a.

4.3. BIOLOGICKY MATERIAL

K vypracovani rigordzni prace jsem pouzila tkanovou kulturu odvozenou z kofenové casti
kliéni rostliny Ononis arvensis L. v 54.-57. pasazi.



4.4. PRIPRAVA ZIVNEHO MEDIA

Ke kultivaci bylo pouzito zivné médium pfipravené dle Murashigeho a Skooga ve slozeni
(28):

mg/Il

CaCl,.2H,0O 440,00

KNO, 1900,00
MgSO,.7H, 0O 370,00

NH,NO, 1650,00
KH,PO,.H,0 170,00
FeSO, 27,84
Na, EDTA 37,31

MnSO,.4H, O 22,30
ZnsSO,.7H, 0 11,50
H,BO, 6,20
Kl 0,830
CuSO,.5H,0 0,025
Na, MoO, .5H, O 0,025
CoCl, .6H, O 0,025
Inozitol 100,00
Hydrolyzat kaseinu 1000,00
Glycin 2,00

Kyselina nikotinova 0,50

Pyridoxin 0,50



Thiamin 0,10

Sacharodza 30000,00

Mnozstvi vySe uvedenych substanci je vyjadieno v miligramech na litr zivné puUdy.
Substance jsem odvaZila na analytickych vahach, latky pouzivané v malych mnozZstvich
jsem pipetovala z koncentrovanych zasobnich roztokl. VSe jsem rozpustila v destilované
vodé v odmérné bance na 1000,0 ml a doplnila destilovanou vodou po rysku. Jako
stimulator ristu jsem pouzila roztok kyseliny a-naftyloctové v mnozstvi 10 mg na litr
Zivného média.

4.5. KULTIVACE KULTUR

Kalusové kultury byly kultivovany ve 100 ml Erlenmayerovych barikach pfedem
umytych horkou vodou se saponatem, vyplachnutych pitnou a destilovanou vodou a
vysusenych v horkovzdusném srerilizatoru pfi 200°C.

Do kazdé banky byl umistén mustek z filtraéniho papiru a nalito 30 ml zivné pudy.
Bariky byly uzavieny hlinikovou félii a poté se nechaly sterilizovat v autoklavu 15 minut
pfi teploté 121°C. Takto pfipravené pldy bylo mozné pouzit pro pasazovani tkarfiovych
kultur.

Pasazovani se provadélo 25. den kultivace kultury v boxu s laminarnim proudé&nim
vzduchu, ktery byl pfedem vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vysvicen germicidni UV
lampou. Pfed pasazi byl roztokem Ajatinu omyt také hlinikovy kryt banék. K pasazovani
byly pouzity sterilni pinzety.

Kultivace kalusové kultury probihala 3-4 tydny za teploty 25°C a osvétleni s 16-ti
hodinovou svételnou periodou.



4.6. PRIPRAVA ROZTOKU ELICITORU

Jako elicitor jsem pouzila dusi¢nan stfibrny (AgNO3)



Navazka Cisté substance dusi¢nanu stfibrného (20,0 mg) byla kvantitativné pfenesena
do odmérné barky na 1000,0 ml a doplnéna destilovanou vodou po rysku. Roztok
dusiCnanu stfibrného byl vysterilizovan v autoklavu (pfi 121°C 15 min.). Takto byla
pfipravena koncentrace ¢s=20 mg/l (11,77.10° mol/l).

Odpipetovanim 375,0 ml roztoku cs do odmérné bariky na 500,0 ml a dopInénim
destilované vody po rysku byla pfipravena koncentrace c,=15 mg/l (8,83.10° mol/l).
Roztok byl vysterilizovan v autoklavu (pfi 121°C 15 min.).

Odpipetovanim 250,0 ml roztoku cs do odmérné bariky na 500,0 ml a dopinénim
destilované vody po rysku byla pfipravena koncentrace c;=10 mg/l (5,89.10° mol/l).
Roztok byl vysterilizovan v autoklavu (pfi 121°C 15 min.).

Odpipetovanim 125,0 ml roztoku cs do odmérné bariky na 500,0 ml a dopInénim
destilované vody po rysku byla pfipravena koncentrace c,=5 mg/l (2,94.10° mol/l).
Roztok byl vysterilizovan v autoklavu (pfi 121°C 15 min.).

Pfevedenim 12,5 ml roztoku cs do odmérné banky na 500,0 ml a doplnénim
destilované vody po rysku byla pfipravena koncentrace c;=0,5 mg/l (0,29.10° molll).
Roztok byl vysterilizovan v autoklavu (pfi 121°C 15 min.).



4.7. ELICITACE IN VITRO KULTUR

Elicitace kalusovych kultur byla provadéna po 3-4 tydnech od posledni pasaze. Ke
vnaseni roztoku elicitoru byly pouzity sterilni pipety.
K elicitaci bylo vzdy pouzito 40 banék pro kazdou koncentraci elicitoru (c,, ¢,, c,, C,,

c;). Do 30 banék byl pfidan 1 ml roztoku elicitoru dané koncentrace a 10 banék bylo
pouzito jako kontrola bez pfidaného elicitoru.

Kalusy byly odebirany po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach pUsobeni elicitoru. Kontrolni
kalusy se odebiraly po 24 a 168 hodinach. V ramci kazdého ¢asového intervalu pasobeni
elicitoru v€etné kontrol bylo k odbéru pouZito 5 banék.

Kalusy se po vyjmuti z banék susily na filtranim papiru za laboratorni teploty.

Usudené kalusy se nakonec upradkovaly v tfence s térkou a pouzily ke stanoveni
flavonoidd dle CL 2002.



4.8. STANOVENI OBSAHU FLAVONOIDU

Stanoveni flavonoidd bylo provedeno fotometricky dle metody uvedené v CL 2002.(15)

Postup stanoveni:

Navazka (g) upraskovaného kalusu byla ve 100 ml barice s kulatym dnem smichana
s 1 ml roztoku methenaminu R (5 g/I), 20 ml  acetonu R a 2 ml kyseliny chlorovodikové
RS a vafena 30 min pod zpétnym chladi¢em. Roztok se Zfiltroval pfes chomacéek vaty.
Droga i chomacek vaty se vafily 10 min jeSté dvakrat s 20 ml acetonu R pod zpétnym
chladi¢em. Po ochlazeni se kazdy extrakt Zfiltroval pfes chomacek vaty. Spojené
acetonové extrakty se Zfiltrovaly pfes filtracni papir do 100,0 ml odmérné bariky a zfedily
se acetonem R pfedem pouzitym k promyti bariky a filtru na 100,0 ml. 20,0 ml tohoto
roztoku se pfevedlo do délici nalevky, pfidalo se 20 ml vody R a protfepavalo se 15 ml a
pak tfikrat 10 ml ethyl-acetatu. Spojené ethylacetatoveé vrstvy se protiepaly dvakrat 50 ml
vody R, Zfiltrovaly se pfes 10 g siranu sodného bezvodého R do odmérné banky a zfedily
se ethyl-acetatem R na 50,0 ml. Timto postupem byl pfipraven zakladni roztok.



Zkouseny roztok byl pfipraven smichanim 10,0 ml zakladniho roztoku s 1 ml chloridu
hlinittho RS1 a zfedénim roztokem kyseliny octové ledové R 5% (V/V) v methanolu R na
25,0 ml.

Kontrolni roztok byl pfipraven zfedénim 10,0 ml zakladniho roztoku kyselinou
octovou ledovou R 5% (V/V) v methanolu na 25,0 ml.

Po 30-ti minutach byla naméfena absorbance zkouSeného roztoku pfi maximu 425 nm
proti kontrolnimu roztoku.

Obsah flavonoidu v procentech se vypocital podle vzorce:

Al125
m

kde A je absorbance zkouSeného roztoku pfi 425 nm a m je navazka drogy
v gramech.(15)

Byla provedena vzdy ftfi paralelni stanoveni. Ze zjisténych hodnot byl vypocitan
aritmeticky pramér.

4.9. STANOVENI ZTRATY SUSENIM

Do tfi pfedem vysuSenych vazenek se na analytickych vahach odvazil presné 1,000 g
vzorku a suSil se 2 hodiny v susarné pfi 105°C. VysuSené vzorky na vazenkach byly
uchovany v exsikatoru do vychladnuti a poté byly zvazeny na analytickych vahach.
Hmotnost suSiny byla vztazena na hmotnost vzorku a vyjadfena v hmotnostnich
procentech.(15)

Byl vypogitan aritmeticky primér téchto tfi méreni.






4.10. STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pro zjisténi statistické vyznamnosti vlivu elicitoru na obsah flavonoidu byl pouzit t-test
rozdilu dvou prameéra.

Pro testovaci kritérium plati vztah:

t= |X1 — X2| \/nlnz (n +n,-2)

2 2
AJNSE +N,S, n, +n,

to testovaci kritérium

) SRR aritmeticky primér kontrolniho souboru

) ST aritmeticky primér pokusného souboru
Syiiiennnn smerodatna odchylka kontrolniho souboru
Sy erennnn smérodatna odchylka pokusného souboru
3 P pocet ¢lenl kontrolniho souboru

[ PR pocet €lent pokusného souboru

Testovacimu kritériu pfislusi t-rozdéleni se stupném volnosti vypoltenym podle
vzorce:



v=n,+n,-2

Vypoctena hodnota testovaciho kritéria se porovna s pfislusnou kritickou hodnotou t(v)
, Pro vypocteny stupen volnosti v a zvolenou hladinu vyznamnosti p. Je-li hodnota t

vétsi nez hodnota t(v) , , je rozdil statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti p.(33)

Pro zjisténi obsahu flavonoidd byla vzdy provedena ftfi paralelni stanoveni. Z toho
vyplyva, Ze pocet €lenli souboru n,=n, =3 a pocet stupfid volnosti v=4.

Pro zvolenou hladinu vyznamnosti p=0,05 a Ctyfi stupné volnosti je kriticka hodnota
t(v) ,=2,78.

Vysledky jsou statisticky vyznamné, je-li hodnota testovaciho kritéria vysSi naz kriticka
hodnota.

Pfi vypoctu hodnot testovaciho kritéria pro odbéry po 6, 12, 24, 48 a 72 hodinach byla
jako kontrolni hodnota pouzita hodnota odbéru po 24 hodinach a pro odbér po 168
hodinach byla pouZita kontrola odebrana po 168 hodinach.

5. VYSLEDKY

Tab.€.2. Obsah flavonoidt v kalusové kulture Ononis arvensis L.
po elicitaci roztokem AgNOs; v riznych koncentracich a

dobach odbéru.

Kon.cejntrace Hodina Obsah Smeérodatna Hodnot’a
elicitoru . 4o testovaciho
odbéru flavonoidt [%] odchylka s
[magl/l] kritéria
6 0,0169 0,002 6,7
C,
12 0,0323 0,004 9,11




24 0,0362 0,002 16,35
24K 0,0035 0,002 -
48 0,0030 0,001 0,31
72 0,0090 0,002 2,75
168 0,0234 0,002 10,31
168K 0,0071 0,001 -

6 0,0051 0,004 0,5
12 0,0099 0,003 2,51
24 0,0039 0,002 0,2
24K 0,0035 0,002 -

)

48 0,0301 0,002 13,3
72 0,0102 0,001 4,23
168 0,0201 0,003 5,81
168K 0,0071 0,001 -

24K.....kontrola po 24 hodinach

168k...kontrola po 168 hodinach

C;=0,5 mg/1=0,29.10°° mol/l

C,=5 mg/I=2,94.10® molll




Tab.¢.3. Obsah flavonoidu v kalusové kulture Ononis arvensis L.

po elicitaci roztokem AgNO; v rtiznych koncentracich a

dobach odbéru.

Konf:gntrace Hodina Obsah Smeérodatna Hodnot'a
elicitoru . . 4o testovaciho
odbéru flavonoidi [%)] odchylka ez
[ma/l] kritéria

6 0,0045 0,004 0,31
12 0,0107 0,003 2,82
24 0,0098 0,001 3,98

24K 0,0035 0,002 -

Cs

48 0,0059 0,002 1,2
72 0,0357 0,003 12,63
168 0,0228 0,004 5,39

168K 0,0071 0,001 -
6 0,0227 0,004 6,07

12 0,0163 0,002 6,4

24 0,0051 0,002 0,8

24K 0,0035 0,002 -

C4

48 0,0051 0,001 1,01
72 0,0229 0,003 7,61
168 0,0338 0,002 16,89

168K 0,0071 0,001 -

24k.....kontrola po 24 hodinach

168Kk...kontrola po 168 hodinach




C,=10 mg/I=5,89.10"° mol/l

C,=15 mg/I=8,83.10™ mol/l

Tab.¢.4. Obsah flavonoidti v kalusové kultuife Ononis arvensis L. po

elicitaci roztokem AgNO; v riznych koncentracich a

dobach odbéru.

Konpgntrace Hodina Obsah Smérodatna Hodnot’a
elicitoru odbéru  |flavonoidi [%]| odchylka | ‘teStovaciho
[mg/l] ° y kritéria
6 0.0338 0,001 19,16
12 0.0290 0,002 12.75
Cs

24 0.0165 0,002 6.5
24K 0.0035 0.002 .




48 0,0323 0,004 9,11
72 0,0162 0,003 4,98
168 0,0089 0,002 1,14
168K 0,0071 0,001 -

24Kk.....kontrola po 24 hodinach

168Kk...kontrola po 168 hodinach

Cs=20 mg/I=11,77.10"° mol/l
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6. DISKUSE

Elicitace rostlinnych kultur je metoda, pfi které jsou vyuzivany obranné reakce rostlin za
ucelem zvySeni produkce sekundarnich metabolitl v podminkach in vitro. Pfedpokladem



Uuspéchu této metody je pouziti vhodného elicitoru o urlité koncentraci za optimalnich
podminek a doby plsobeni.

Cilem mé prace bylo stanovit obsah sekundarnich metaboliti- flavonoidl, produkovanych
kulturou Ononis arvensis L., ktera byla kultivovana na médiu podle Murashigeho a Skooga
s pfidavkem 10 mg/I kyseliny « -naftyloctové, po pusobeni abiotického elicitoru - dusi¢nanu
stfibrného. Elicitor jsem dodavala ke kalusové kultufe kultivované na papirovych mustcich
sycenych Zivnym médiem v péti rdznych koncentracich: ¢,=0,5 mg/l (0,29.10®° mol/l)

c,=5 mg/l (2,94.10"° molll)
c5=10 mg/l (5,89.10 mol/l)
c,=15 mg/l (8,83.10"> mol/l)

cs=20 mg/l (11,77.10° mol/l)

Elicitor byl v kontaktu s kulturou 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodin.

Obsah flavonoid( jsem stanovovala spektrofotometricky podle CL 2002.

Ze ziskanych vysledk(l |ze konstatovat, ze ke statisticky vyznamnému zvySeni obsahu
flavonoidd doslo po aplikaci elicitoru v koncentraci ¢; po 6, 12, 24 a 168 hodinach;
v koncentraci ¢, po 48, 72 a 168 hodinach (viz. Tabulka 2, Graf 1); v koncentraci c; po 12,
24, 72 a 168 hodinach; v koncentraci c4 po 6, 12, 72 a 168 hodinach (viz. Tabulka 3, Graf 1);
v koncentraci ¢cs po 6, 12, 24, 48 a 72 hodinach (viz. Tabulka 4, Graf 1).

U koncentrace c¢; byl maximalni narlst produkce po 24 hodinach elicitace- 0 934%; u
koncentrace ¢, byl maximalni narist produkce po 48 hodinach elicitace - o 760%; u
koncentrace c; po 72 hodinach - 0 920%; u koncentrace c4 téZ po 72 hodinach - 0 554%; u
koncentrace cs po 6 hodinach - 0 866% v porovnani s kontrolou.

U koncentraci c,, cs3, 4 a Cs byly vSechny naméfené hodnoty obsahu flavonoidl vy$si nez
u kontrolnich vzorkd. U koncentrace c; byl zaznamenan pokles obsahu flavonoidd po 48
hodinach a to 0 14% v porovnani s kontrolou.

NejvysSi narust obsahu flavonoidu nastal po elicitaci roztokem AgNO; o koncentraci ¢; po
24 hodinach, a sice 0 934% ve srovnani s kontrolou.

Experimenty provedené v minulych letech prokazaly, Ze po elicitaci solemi tézkych kovu
dochéazi ke zvySeni produkce sekundarnich metabolitd v rostlinnych tkanich. Napfiklad u
kultury Ononis arvensis L. in vitro bylo pozorovano zvySeni produkce flavonoidu po elicitaci
CdCl, a CuSO. Viliv elicitort byl sledovan po 24, 48 a 168 hodinové aplikaci. Statisticky
vyznamny narust produkce flavonoidd byl zaznamenan pfi pouziti roztoku CdCl,
v koncentraci 0,5 mg/l a koncentraci 0,05 mg/l po 48 hodinach kultivace, u koncentrace
0,005 mg/l po 24 i 48 hodinach kultivace. U roztoku CuSO, v koncentraci 0,5 mg/l po 48 i



168 hodinach. Nejvyssi narlst hladiny flavonoidu byl zjistén po elicitaci CdClI, v koncentraci
0,005 mg/l, kde se produkce zvysila 0 67% oproti kontrole po 48 hodinach kultivace.(10)

Dal$i ze studii sledovala vliv siranu vanadylu na produkci flavonoidu v kalusové a
suspenzni kultufre Ononis arvensis L. Maximalni zvySeni tvorby flavonoidi nastalo
v kalusové kultufe po 24 hodinové elicitaci siranem vanadylu v koncentraci 1,227.10* mol/l a
to o 313% oproti kontrole a v suspenzni kultufe u koncentrace 1,227.10° mol/l po 48
hodinovém pusobeni elicitoru 0 485% ve srovnani s kontrolou.(14)

V kalusové a suspenzni kultufe Ononis arvensis L. byl také sledovan vliv chloridu
chromitého po 12, 24, 48, 72 a 168 hodinové aplikaci. Statisticky vyznamny narist produkce
flavonoid(i byl zaznamenan pfi pouziti roztoku CrCl; v koncentraci 6,32.10* mol/l po 24, 48,
72 a 168 hodinach, u koncentrace 6,32.10° mol/l po 24, 48 a 72 hodinach a u koncentrace
6,32.10° mol/l po 12, 24 a 48 hodinach. U suspenzni kultury statisticky vyznamné zvySovaly
produkci flavonoidd koncentrace 6,32.10 mol/l po 12 a 72 hodinach, koncentrace 6,32.10°°
mol/l po 12, 24, 48 a 72 hodinach a koncentrace 6,32.10® mol/l po 12, 24, 48 a 72 hodinach.
Maximalni zvySeni tvorby flavonoidi o 98% nastalo v kalusové kultufe po elicitaci roztokem
CrCl; v koncentraci 6,32.10® mol/l po 48 hodinach aplikace a v suspenzni kultufe po elicitaci
CrCl; o koncentraci 6,32.10° mol/l po 12 hodinach 0 100%.(11)

DalSi prace sledovala vliv elicitort NiCl, a CoCl, na produkci flavonoidd v kalusové kulture
Ononis arvensis L. Prudky narast produkce flavonoidd o 308% byl zaznamenan po elicitaci
CoCl, v koncentraci 2,1.10" mol/l po 24 hodinach. Naproti tomu hladina flavonoidii znagné
poklesla po pouziti CoCl, v koncentraci 4,2.10”" mol/l po 48 hodinach nebo po pouziti NiCl,
v koncentraci 2,1.10® mol/l po 48 hodinach. Po pouziti NiCl, v koncentraci 2,1.10" mol/l
vzrostla produkce flavonoidd po 24 hodinach o 283%. Maximalniho narustu produkce
flavonoidd — o 700% bylo dosazeno po pouziti NiCl, v koncentraci 4,2.107 mol/l po 24
hodinach.(37)

Signifikantni narist obsahu flavonoidi u kalusové kultury Ononis arvensis L. byl
pozorovan po 48 hodinach po elicitaci 5,941 nM HgCl, — zvySeni obsahu o 75% oproti
kontrole, nebo 11,900 nM HgCl, — zvySeni o 109% oproti kontrole.(38)

U explantatové kultury Rheum palmatum L. bylo maximalni zvySeni obsahu
anthracenovych derivatd dosazeno po pusobeni 10 x M roztoku chloridu kademnatého po

48 hodinach a po pusobeni 100 x M roztoku chloridu hlinitého po 6 hodinach.(12)

U kultury Salvia miltiorrhiza mél vyznam pfidavek elicitoru 15-40 u M roztoku Ag,S,0s3,
Dvojnasobny narast produkce byl zaznamenan 12. a 22. den.(16)

Suspenzni kultury Sussurea medusa produkuji jaceosidin a hispidulin. V kulturach probéhl
pokus s elicitory AgNO; a glutathionem. Pfidavek AgNO; nebo glutathionu zvySil produkci
obou latek. Pfidanim obou elicitord soucasné dosahla produkce jaceosidinu a hispidulinu
jesté vysSich hodnot.(20)

Z vyse uvedenych studii vyplyva, ze pfi pouziti jednotlivych abiotickych elicitort ve formé
soli tézkych kovl u kultury Ononis arvensis L. in vitro do$lo k rozdilnym maximalnim
narlstim produkce flavonoidu. V pfipadé pouziti CdCl, to bylo o 67% po 48 hodinach



aplikace, u VOSO, v kalusové kultufe o 313% po 24 hodinach a v suspenzni kultufe o 485%
po 48 hodinach. Po elicitaci CrCl; nastalo zvySeni v kalusové kultufe o 98% po 48 hodinach
a v suspenzni kultufe o 100% po 12 hodinach, u CoCl, o 308% po 24 hodinach, u NiCl, o
700% po 24 hodinach, u HgCl, 0 109% po 48 hodinach a u AgNO; 0 934% po 24 hodinach.

To znamena, Ze nejvysSi procentualni narlGst produkce flavonoidd v kultufe Ononis
arvensis L. in vitro nastal po pouziti elicitoru AQNO; (934%) po 24 hodinach v koncentraci
0,29.10®° mol/l. Dal§i vyznamny maximalni nartst byl zaznamenan u NiCl, (700%) téZ po 24
hodinach v koncentraci 4,2.107 mol/l a tfeti nejvy$8i maximalni narlist byl zaznamenan u
suspenzni kultury elicitované VOSO, (485%) po 48 hodinach v koncentraci 1,227.10° mol/l.

v koncentraci 0,005 mg/l po 48 hodinach.

Je téz zajimavé, ze maximalni zvySeni produkce flavonoidu nastalo ve vétsiné pfipadu po
24 nebo 48 hodinovém plsobeni elicitorli, coz lze vysvétlit tim, Ze buriky kultury in vitro
reaguji na pasobeni elicitorl pomérné rychle.



7. ZAVER

Ze ziskanych poznatkd mGzeme ucinit nasledujici zavéry:

. Statisticky vyznamny narlst obsahu flavonoid( oproti kontrole byl zjiStén v kalusové kulture

po aplikaci roztoku elicitoru u koncentrace c; po 6, 12, 24 a 168 hodinach, u koncentrace c,
po 48, 72 a 168 hodinach, u koncentrace c; po 12, 24, 72 a 168 hodinach, u koncentrace ¢,
po 6, 12, 72 a 168 hodinach, u koncentrace cs po 6, 12, 24, 48 a 72 hodinach.

.Maximalni zvy$eni produkce flavonoidd nastalo u koncentrace ¢, (0,29.10° mol/l) po 24
hodinach, a sice 0 934% ve srovnani s kontrolou.

.Ke snizeni obsahu flavonoidl oproti kontrole doslo pouze u koncentrace ¢, po 48 hodinach
atoo 14%.

Dusi¢nan stfibrny je vyznamnym elicitorem produkce flavonoidd. Vyhoda jeho vyuziti, jako
zastupce ze skupiny abiotickych elicitorli, spociva v jeho niz§i cené a snadnéjSi dostupnosti
vuci biotickym elicitoram.
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