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1. UVOD

Lécivé Gginky rostlin znali lidé od nepaméti. UZ praveky &lovek trp&l nemocemi.
V pfirod€ mél nejblize krostlindm, které mu poskytovaly piedeviim potravu.
Pii konzumovan( rostlin objevil jejich 16&ivé i jedovaté uinky. (1)

Empirickou formou 3fastnych néhod i tragickych omyli se vy¢lenila skupina
IéCivych rostlin (2). Ty se staly objektem soucasnych védeckych farmaceutickych
disciplin.

LéCivé rostliny obsahuji organické slouCeniny schopné urgité choroby Iégit,
pfedchéazet jim nebo zmirfiovat jejich prub&h. SlouZi také jako primyslova surovina
k vyrobé &istych Iétivych latek, pripadné jsou zpracovany do riznych Ié&ivych
pripravki (1).

VétSina svétové produkce lé&ivych rostlin pochézi z péstitelskych ploch, mensi st
z divoce rostoucich porostii. Sbér lésivych rostlin ve volné pfirodé€ uz nestagi kryt jejich
spotfebu uZ proto, Ze ubyva lokalit 1é&ivych rostlin kvili chemizaci a mechanizaci
polniho hospodéfstvi. P&stovani 1é&ivych rostlin se zaméfuje na kulturni odridy, které
plné€ vyhovuji jak ze stranky vynosu, tak i sloZeni a obsahu U¢innych latek (2).

Kromé zem&dglské produkee jsou stredem z4jmu jiné alternativni zdroje. P¥ikladem
je kultivace rostlinnych kultur. Explantatové kultury se vyuZivaji pti produkci
rostlinngch metabolitli. Lze je p&stovat dlouhodobé (3). Biotechnologické péstovani
rostlinnych bun&k a jejich metaboliti je zcela nezavislé na podnebi, na vykyvech
pocasi, kvalit¢ pidy a situaci v zahraniénim obchod, Rostlinny material je sterilni a
neobsahuje zbytky insekticidi nebo herbicidi. Kontinualni produkce umoZiuje
ekonomi¢t&jsi technologii, piipadné vyhodnéjsi metody zpracovani. Jedna se
o technologii, ktera je oproti chemickym vyrobnim procesum témé&f bezodpadova (5).

Vsechny sloudeniny vyskytujici se v nativnich rostlindch lze teoreticky ziskat
v kulturdch in vitro. V nékterych pripadech je produkce uréitych latek velmi nizk4 nebo
nulova. Tento jev pravdépodobng& souvisi s lokalizaci syntézy téchto latek v urditych
organech a pletivech intaktni rostliny. Proto se vytézky raznych latek tolik lidi.
V nekterych pripadech viak prekratuji hodnoty ziskané u nativnich rostlin (5). Hlavnim
ukolem je nalezeni takovych zplisobt kultivace, zejména z hlediska sloZeni Zivné pudy,
které by urychlily rfist a mnoZeni bungk (3). V poslednich letech se stale vice projevuji

obtiZe pfi zajitovani pfisunu ptirodnich surovin, nebot dochdzi k drastickému



omezovani rostlinnych zdroju. Toto je zplisobeno zabiranim pidy pro nezeméidglské
Ucely, naruSovanim Zivotniho prostiedi a daldimi faktory. Vzristaji ceny surovin a
soucasn¢ stoupaji naroky farmaceutické¢ho primyslu. Sbér divoce rostoucich rostlin i
jejich péstovani je sezonni zaleZitost, jeji2z vysledek zavisi na mnoha &initelich. Nékteré
rostliny v nasem klimatickém pasmu nerostou a jejich potiebu Jje nutno uspokojovat
dovozem. Problematika aplikace rostlinnych kultur pfi ziskavani terapeuticky
vyznamnych latek pfirodniho pivodu je perspektivni  oblasti farmaceutické
biotechnologie. (5)

Jednou zmetod, kterou je mozné dosahnout zvySeni produkce a akumulace
sekundédrnich metaboliti v kulturdch in vitro je elicitace bun&énych kultur, Jedna se
ometodu zaloZenou na signilem (elicitorem) indukované expresi genu, coZ vede
k naristu hladiny metabolicky aktivnich enzym@, a nédsledné i k zesileni syntézy
sekundérnich metabolitd (4).

Tato diplomovéd prace se zabyva elicitaci rostlinné kultury Rheum palmatum

chloridem kobaltnatym.




2. CiL PRACE

1. Seznameni se s metodikou kultivace a elicitace kalusové a suspenzni kultury

Rheum palmatum L. in vitro.

2. Ovefeni vlivu ¢tyf riznych koncentraci abiotického elicitoru chloridu

kobaltnatého na produkci anthracenovych derivati explantdtovou kulturou

Rheum palmatum L. v zévislosti na délce jejich plisobeni.




3. TEORETICKA CAST

3.1. Reven dlanita

3.1.1.  Botanicky popis rostliny

Je to vytrvald bylina z &eledi rdesnovitych — Polygonaceae. Podzemnimi organy
jsou oddenky se silnymi postranimi kofeny. Tato statna bylina ma lodyhu dutou,
podélné ryhovanou, vysokou 1,5 a% 2m a s hnédoZlutou korovou vrstvou. Listy jsou
stiidavé, dlanit® Elen&né a dlouze fapikaté. Lodyha je zakondena bohatou latou
oboupohlavnych kvétd bélavé az nadervenalé barvy. Kvete v &ervenci a srpnu. Plodem

je 1 cm velka nazka, (6-9)
3.1.2. Pivod a vyskyt

Reveii roste na biezich ek a potokd, v lesich a na upati hor v zapadni Cing,
Mongolsku, Koreji a Japonsku. Vyskytuje se v nadmotské vyice aZ 3000 - 4000 m
(1, 6). Velmi &asto se p&stuje i u nés (8). Bylina je roziifena od Sibite po Himalaje a
Sttedozemi (2). Doméci je v zépadni Cing a vychodnim Tibetu (10).

Potiebuje tirodnou, hlinitopistitou a hnojenou piidu (2). Vyzaduje spodni vlahu a

snéasi polostin (10).
3.1.3.  Charakteristika drogy

Droga Rhei radix je uvedena v CL 2005 (11).

Tvofi ji usuSené celé nebo tezané koteny a oddenky druhu Rheum palmatum L.,
Rheum officinale BAILL, kfizencti obou druhii nebo jejich smés. Podzemni &asti jsou
vétSinou roziezané, zbavené stonki a zevni vrstvy kiiry s postrannimi kotinky. Usudena

droga je na lomu nadervenald, ma charakteristicky pach a slab& kofenitou hotkou
vini (1, 9).

3.1.4.  Sbér a uprava drogy

Podle tradi¢niho &inského postupu se oddenky s kofeny dobyvaji na podzim

nebo na jafe, za Cerstva se loupou a su$i na slunci nebo umélym teplem (7). Teplota



v su$arné nemd piekroCit 50 °C (1). V&t3i kusy se podélng rozfezavaji, provrtavaji a susi

na provazech (7). il
3.1.5. Obsahové latky

Droga obsahuje 3 -12 % anthracenovych derivatt volnych i glykosidicky
védzanych, 10 — 25 % dianthronovych glykosidi, 5 - 10 % tfislovin, 2 — 3 % flavonoidu,
15 % skrobu, organické kyseliny, pektin a steroly (2).

Anthracenové derivaty se vyskytuji v oxidované i redukované formé v poméru

pfiblizn€ 1:1. V oxidované formé jsou to anthrachinony, v redukované pak anthranoly,
anthrony a heterodianthrony (6). Pfi skladovani se redukované formy oxiduji
na anthrachinony.

Anthraglykosidy se sklddaji z cukerné a necukerné &4sti. Cukernou sloZkou byvé
glukosa a rhamnosa (7). Anthraglykosidy jsou vdroze rozloZené nestejnomémé.
Ve spodnich a vnéjSich &astech drogy je jich nejvic (2). Jsou uloZeny v buiikach
dfefiovych paprskli a v okoli kambia (7). Mladé &asti obsahuji vic volnych derivati,
stardi zase glykosidd. Pfi upravé drogy a nevhodném skladovani se uvoliiuji necukerné
¢asti, aglykony enzymatickou hydrolyzou (2).

Celkovy obsah u€innych latek je nejvyssi v dobé kvétu, coZ je kvéten aZ derven.
Druhé, ponékud niz$i maximum je v prosinci (7).

Mezi volné anthrachinony patfi chrysofanol, aloeemodin, rhein a fyscion.

Hlavni antrachinony v droze Rhei radix jsou v tomto vzdjemném vztahu:

OH O OH OH O OH OH O OH
(LT = O‘O - O‘O
—f———
CH, CH,OH COOH
O
chrysofanol aloeemodin rhein

Anthrony se vyskytuji pfevazné jako dianthrony: sennidin A a B,
aloeemodindianthron, difysciondianthron, frangulaemodindianthron, sennidin C, rheidin
A, B, C, palmidin A, B, C, D.
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Vedle volnych anthrachinoni se wvyskytuji i jejich glykosidy, a to
monoglukosidy  ( aloeemodin-8-8-D-glukosid,  chrysofanol-1-8-D-glukosid) a
diglukosidy (chrysofanoldiglykosid, aloeemodindiglykosid, rheindiglykosid) (7).

Tiisloviny  obsaZené vdroze patfi do  skupiny tannoglykosidd,
hydrolyzovatelnych tfislovin. Predeviim jde o glukogalin, dile pak o katechin a
epikatechin (2).

Vedlej$imi latkami jsou amorfni pryskyfice, flavonové glykosidy (rutin),
organické kyseliny (jable¢na, 3tavelova, jantarova, kévova) volné i ve formé soli,

mastny olej, fytosteroly, cukry, skrob, pektin, enzymy (7).

Hlavni aglykony vyskytujici se v droze Rhei radix:

Anthrachinon
1 2 3 4 5 6 7 8
Chrysofanol -OH -H -CH, -H -H -H -H -OH
Aloeemodin ~-CH -H |-CH,OH -H -H -H -H -OH
Frangulaemodin | -OH -H -CHj3 -H -H -OH -H -OH
Fyscion -OH -H -CH,4 -H -H |-OCH; | -H -OH
Rhein -OH -H |-COOH| -H -H -H -H -OH

11




Piehled dianthronu obsazenych v droze Rhei radix:

A
B
ISODIANTHRONY A B

Sennidin AaB Rhein Rhein
Aloeemodin-dianthron Aloeemodin Aloeemodin
Frangulaemodin-dianthron | Frangulaemodin Frangulaemodin
Chrysofanol-dianthron Chrysofanol Chrysofanol
Fyscion-dianthron Fyscion Fyscion
HETERODIANTHRONY A B
Rheidin A Rhein Frangulaemodin
Rheidin B Rhein Chrysofanol
Rheidin C Rhein Fyscion
Palmidin A Aloeemodin Frangulaemodin
Palmidin B Chrysofanol Aloeemodin
Palmidin C Chrysofanol Frangulaemodin
Palmidin D Chrysofanol Fyscion
Sennidin C Rhein Aloeemodin

12
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3.1.6. Biologické uéinky a pouziti drogy

3.1.6.1. Uéinky obsahovych latek

Anthrachinonové slou¢eniny drazdi sliznici tlustého stieva, zvy3uji stfevni
peristaltiku, a tim pusobi projimavé. Podle davky drogy se uplatiuje rizny uéinek.
V malé davce (az 0,5 g) pusobi téisloviny, které sviraji a stavi. Ve velké davee (1 -3 g)
anthraglykosidy pusobi projimavé. Souhrn glykosidu se oznaduje jako rheopurgarin (9).

Anthracenové derivaty puasobi v tlustém stfevé. Spojenim s cukry klesa jejich
rozpustnost v lipidech a tim i resorpce v zaludku a v tenkém stfevé. Glykosid je
transportni formou vlastniho W¢inného agiykonu, ktery se uvolfiuje az v tlustém stfevé
ginnosti bakteridlni fléry. Neni viak vyloudena &asteénd resorpce v tenkém stievé
atransport krevnim ob&hem na misto pusobeni. Nejacinngjdi jsou anthrony
a dianthrony. (7)

Anthrony nejspise pusobi svou lokalni drazdivosti zvySeni peristaltiky,
ve vétsich davkach mohou vyvolavat daveni, bolesti a krvavé prijmy. Anthrachinonové
a dianthronové glykosidy nemaji vedlejsi ucinky. Smési ruznych glykosida pusobi
siln&ji nez samotné latky ve stejné davce. Utinek nastupuje po 6 - 12 hodin4ch. Jsou
vhodné pii chronické obstipaci (7). P¥i menSich davkach se po projimavém pusobeni
muZe dodate¢né dostavit zacpa (9).

Anthracenové derivaty se zéasti vyluéuji ledvinami a pfitom zbarvuji moc
do oranZova az hnéda (1). U kojicich matek se vyluduji mlékem.

Daéle ptitomné tiisloviny tlumi nadmé&rmou tvorbu Zalude¢ni kyseliny (1).

3.1.6.2. Pouziti

Droga se pouZiva pfi sniZené chuti kjidlu, ke zlepSeni vyluCovéani Zlu¢i
do stieva, p¥i poruchach zaZivani a nechutenstvi, spojenych s nadmérnou tvorbou
Zaludeéni kyseliny (1).

Droga obsahuje dle CL 2005 nejméné 2,2 % hydroxyanthracenovych derivan,
potitino jako rhein (11). Podle CSL 4 musi obsahovat nejméng 3,5 % volnych
a vazanych anthrachinoni, po&itano jako 1,6,8—trihydroxy-3-methylanthrachinon (12).

Pfi podani nizSich dévek kofene se projevuje adstringentni pusobeni tiislovin

antidiarhoicky. Vy38i davky naopak ptsobi diky anthrachinondm projimavé (1).
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hotkou chut’ je droga také stomachikem (7). V t&hotenstvi a pfi kojeni se droga z4sadné
nepouziva (1).

Pro lepsi zaZivéni se droga podava ve formé prasku, a to 0,1 - 0,3 g dvakrat
denné, jako projimadlo se podava 1g dvakrat denné (1). Droga se nesmi uZivat
pfi ledvinovych kamenech a jinych chorobach mo¢ového ustroji (9).

Kofeny rostlin ze sekce Rhaponticum obsahuji navic derivat stilbenu,
rhaponticin, s estrogennim tuéinkem. Pouziti drog sobsahem rhaponticinu je
nepfistupné. (7)

I jiné druhy rodu Rheum obsahuji v podzemnich organech antrachinony, ale
v mendim mnoZstvi a v odlidném sloZeni. Ne&které z ucinnych latek chybgji, proto je
jejich Ucinek podstatné niZ3i. (2)

Podle &inské mediciny ma droga vztah k draze Zaludku, tlustého stfeva a jater.
Siln€ rozptyluje nahromadénou horkost, odstratiuje méstnani krve, zlepsuje traveni a
€& zécpu. Kontraindikacemi jsou t€hotenstvi, Sestined&li, menstruace a
chudokrevnost. (8)

Z denni davky 3 - 12 grami drogy se pfipravuje odvar, ktery se podava 2krat
denné na laino. Vafeni by nemélo trvat déle nez 10 minut, nebot’ se pak sniZuje
projimavy uU€inek drogy. Syrova droga svinem nebo octem ma posilujici ¢inek
na krev, opraZena 1é&f krvacivé stavy. Odvar se také pouZziva zevné k obkladtm. (8)

Reveii se vhomeopatii uplatituje v potencich 2D a 3D v lé&bs détskych a

kojeneckych prijma, u stfevnich kolik a poruch traveni (13).
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3.2. Rostlinné explantaty

3.21. Charakteristika

Jako explantaty se oznacuji riizné typy in vitro kultivovanych organi vynatych
zrostlin, jejich &asti, pletiv, bun&k, protoplasti a kalust (3). Je to kazdy fragment
Ziveho pletiva, cely organ nebo komplex organd, odebrany bud’ z intaktni rostliny nebo
z jiz existujici kultury s cilem péstovat jej v podminkach in vitro (5).

Rostlinné explantdty péstované po uritou dobu v podminkéch in vitro se oznaduji
jako kultury rostlinnych explantati. Kultury se zakladaji z mateéné rostliny. Lze je
odvodit z kazdého organu rostliny. Na agarovém médiu je z organu pletiva odvozen
primarni Kalus, coZ? je plivodné neorganizované pletivo vzniklé na povrchu
nenadorovych bun&nich explantati. Pokud je kultura pravidelné pasédZovéna, lze ji
péstovat neomezené dlouho. V pritbéhu ristu dochazi k dediferenciaci, ale kultura neni
homogenni. Z morfologického hlediska rozdélujeme kultury kromé& kalusové a
suspenzni na organovou, bun&nou a kulturu protoplasti. Organovou kulturou
rozumime organy nebo orginové systémy péstované zpusobem, pii kterém dochazi
k diferenciaci. Kulturu bun&&nou tvofi jednotlivé buiiky a kulturu protoplastli tvoF

buiiky bez stén, jejichz obsah je obalen jen pruznou elastickou plasmolemou. (5)

3.2.2. Produkce sekundarnich metaboliti explantatovymi
kulturami

Explantatové kultury se vyuZivaji pfi $lechtdni rostlin a pii produkei rostlinnych
metabolitd. Hlavni vyhodou explantatovych kultur je, Ze Ize dlouhodob& a v pomérné
malém prostoru kultivovat velké populace bungk. Z kazdé buiiky lze pak vyp&stovat
plnchodnotnou rostlinu. I diferencovana buiika obsahuje veSkery geneticky materil pro
regeneraci celé rostliny.

Pfi pripravé explantitovych kultur vyuZivame mikrobiologickych technik a
biotechnologickych procesti zaloZenych na mikroorganismech. Ovsem kultivace
explantatovych kultur probiha deli dobu, je citlivéjsi na stiizné sily pfi mechanickém
michani. Pro selekci a stabilizaci n&kterych genotypl se pouZivaji sloZit&j$i postupy a
Zivné pidy jsou draZsi.

Obsah ristovych latek a vitamintt v Zivném médiu ma rozhodujici vyznam nejen

pro rist kalusové kultury, ale i pro pievadéni kalusu do suspenzni kultury. Zejména
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rozpadavy kalus po pfeneseni do tekuté Zivné pidy zajistuje homogenitu (shluk dvou
i vice bun€k) suspenzni kultury, ktera je pro dalsi vyvoj postupu nezbytna. (3)

Problémem je dlouhd kultivace a stim souvisejici zvysené naroky na sterilitu
procesu. Hlavnim dkolem je nalezeni sloZeni pudy, kterd by urychlila rist a mnoZeni
bunék. (3)

V posledni dobé nastal vyznamny pokrok ve vyvoji novych technik. P¥ikladem
je biotransformace, imobilizace, elicitace a Jejich vzijemné kombinace. Metody
genového inZenyrstvi také zvySuji produkei a akumulaci sekundémich latek kulturami
in vitro. (5)

Zvysena produkce sekundérnich metabolitii se v soutasné dobé VyuzZiva spise
za iCelem studia chemického sloZeni a udinkd tichto latek. V budoucnosti se viak
poitd s pramyslovym vyuZitim bunéénych kultur pro produkci pfirodnich latek
v bioreaktorech, coZ zavisi pfedeviim na vyvoji postupl a technologii zkracujicich

periodu fermentace a zvySujici vyt&zek a na ekonomice celého procesu. (5)

3.2.3. Faktory ovliviiujici produkci sekundarnich metabolitd

Mnoho I€ivych rostlin produkuje charakteristické sekundarni metabolity
v kultufe in vitro. VétSinou oviem v malém mnoZstvi. Zejména u kalusovych tkani je
znatelné nizk4 produkce sekundarnich metaboliti. Nejsou tudiZ vhodné pro priimyslové
vyuZiti. Oproti tomu suspenzni tkané a buni&né kultury ndm nabizeji vice

mozZnosti. (14)

Mezi zékladni pfi¢iny nedostatedné produkce sekundarnich metabolitii kulturami
in vitro patfi:

> kultura neprodukuje sekundarni metabolity béhem celého Zivotniho cyklu

» akumulace sekundarnich metaboliti je vysledkem slozitych interakei mezi
biosyntézou, transportem, transformaci, odbourdvanim, akumulaci a exkreci,
které jsou sloZit& regulovany

» zirita zdsobnich (biosyntetickych) organi

> odbourdvani sekundarnich latek

» Castd vysok4 geneticka variabilita pestovanych kultur, kterd& maZe ovlivnit

produkci pozitivn€ i negativnd
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» rostlina, ktera je pfevedena do tkafiové kultury je vystavena stresu, ktery muze
vést k neZzadoucim zménam v produkei sekundarnich latek

» nedostatedné mnoZstvi nebo nepiitomnost enzymu odpovidajictho za produkci
sekundarnich metabolitli zpisobené chybgjici genetickou informaci

» nedostatetné podminky pro aktivaci enzymi (teplota, hodnota pH, iontové
prostiedi)

» nedostatetné mnoZstvi prekurzori v misté reakce

» unik meziprodukti metabolitu do média nebo rozklad meziprodukti

Produkci sekundarnich metabolitii kulturami in vitro ovliviiuje celd fada faktorii
mezi neZ patii sloZeni Zivného média, ristové regulatory, teplota, svétlo a hodnota pH.
DiileZity je vybér samotné rostliny, &4sti rostlinného t&la a typu kultury. U mnoha
rostlinnych druhii probihd biosyntéza sekundarnich metaboliti v jednom organu,
zatimco akumulace je v celé rostling nebo raznych organech. Biosyntéza a akumulace
jsou spjaty s diferenciaci na Grovni bunééné i organové a vyvojem (tvorba plodu,
kvétd). (15, 16)

3.24. Odvozeni a udrzovani kultury

Pro uspéiné odvozeni stabilni kultury je duleZity vybér vhodné mateéné rostliny
i Casti rostlinného téla. P¥ed vlastni explantaci je nutné rostliny povrchové sterilizovat
nebo péstovat v aseptickych podminkéach. Poté se odebere fragment a pfenese na tuhou
Zivnou pidu a inkubuje v rozmezi 23-28°C. Primérni{ kalus se objevuje po nékolika
tydnech kultivace. Jde o pletivo vzniklé d&lenim povrchovych vrstev primarnich
explantati, jehoz bufiky jsou pfi pravidelném pasaZovéni schopny trvalé proliferace.

Stabilni a homogenni material (bez morfologickych a morfogenetickych
odchylek, jako jsou zmény pigmentace a regeneraéni schopnosti) lze ziskat az
po provedeni v&t$iho po&tu pasazi pii dodrZeni konstantnich podminek kultivace.

Z kalusové kultury Ize enzymatickym nebo mechanickym zpusobem odvodit
kulturu suspenzni. Dosahne se toho bud’ pouZitim vhodnych pektinaz nebo ve druhém
piipadé pomoci pomalob&Znych rolera a tfepacek. Ziskané kultury Ize udrfovat

Za podminek in vitro neomezend dlouho. Kultura musi byt pravidelné pasaZovana
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za aseptickych podminek, aby se zabranilo neZadouci kontaminaci rostlinného

explantétu. (4)
3.2.5. Kultivaéni podminky

Kultivace rostlinnych explantati probih4 za presné definovanych podminek. Jde
predevsim o sterilni prostiedi, optimalni sloZent zivného média, vhodné fyzikalni

podminky a opatfeni zabrafujici kontaminaci kultury. (3, 4)

3.2.5.1. Zivna média

Zivné médium je zpravidla oznadovano podle badatele, ktery pidu sestavil,
pouzil a vyzkousel jako prvni. Jedna z univerzalnich Zivnych pud vhodné pro vEtsinu

rostlinnych druhi je Zivné médium Murashigeho a Skooga.
Slozky Zivného média miZeme rozdélit do téchto skupin:
» smés anorganickych makroelementu
smés anorganickych mikroelementu

zdroje organického uhliku

»
>
» vitaminy
» nedefinované smési pfirodnich latek
>

rustové hormony

Makroelementy

Jsou to latky, které jsou nutné pro kultivaci intaktnich rostlin. Jde o dusik, siru,
fosfor, horeik, vapnik, chlér a draslik. lonty se pfidavaji ve formé soli. Jejich

kvantitativni zastoupeni v médiu je v&tsi nez 30 mg/l.

Mikroelementy
K esencialnim mikroelementam patfi Zelezo, bor, mangan, jod a molybden.

Nepostradatelné jsou v&t§inou méd’ a zinek.

Zdroje organického uhliku
Uhlik je zakladni stavebni jednotka pro nové se tvofici tkan. Nejlepsim zdrojem
uhliku je sacharéza v koncentraci 2 - 5 %. Druh zvoleného cukru zavisi na rostlinném

druhu a na typu tkang. Alkoholy nemaji takovy vyznam jako cukry. Organické kyseliny
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Gsobi vmalém mnoZstvi (méné nes 2 %) stimulaéng a pridavaij se k sacharéze.
P

Ptikladem je kyselina jable&na.

Vitaminy
Alkoliv si rostlinné kultury syntetizuji viechny dilezité vitaminy, je nutno
nékteré dodavat. Nejvatsi vyznam maji vitaminy skupiny B, vitamin C a kyselina

nikotinova.

Nedefinované smési ptirodnich latek

Dfive se do médii b&zng piidévalo kokosové miéko, extrakty z p3enice, kukufice
a kvasnic, které obsahovaly smés aminokyselin, cukri, organickych kyselin, DNA a

RNA. Dnes se dava piednost definovanym kombinacim latek.

Stimulatory ristu

Jsou to takové latky, které podnécuji rostlinu k veétsi Zivotaschopnosti, Rostliny
intenzivngji a Iépe vyuZivaji Ziviny. Stimuldtory lze rozdélit do skupiny auximi,
cytokininh  a  gibereling. Nejlastéji  se pouZivaji  kyseliny a-naftyloctova,

2, 4 —dichlorfenoxyoctovs a B-indolyloctova. (4)

Destilovana voda

Vlastnostmi destilované vody jsou apyrogennost, deficit organickych neéistot a

plynii a minimalni obsah anorganickych latek (4, 17).

3.2.5.2. Fyzikilni podminky kultivace

Fyzikalnimi podminkami rozumime svétlo, teplotu a pH Zivného média. Tyto

ovliviiuji enzymovou aktivitu rostlinného materilu,

Svétlo

V zavislosti na svétle dochazi ke Zméné intenzity biosyntézy a akumulaci
sekunddrnich metaboliti, Mize byt také indukénim faktorem biosyntetickych pochoda,
jako syntézy flavonoidii v butikach petrZele, anthokyani v buiikach mrkve.
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Teplota
Teplota ovliviiuje pribéh kultivace a jeji hodnota se pohybuje blizko 25 °C. M4

vliv na dobu zdvojeni poétu bunék.

pH Zivného média
U rostlinnych tkafiovych kultur neni nutné ptesna hodnota pH média. PouZivané
roztoky byvaji obvykle slab€ kyselé. Optimalni hodnota zavisi na typu kultury. Pudy

se upravuji pfidanim hydroxidu sodného nebo kyselinou chlorovodikovou. (4)

Vihkost vzduchu

Vlhkost vzduchu se li3i podle typu kultury. Byva v rozmezi 20 - 98 % (17).

3.3. Elicitace

Elicitaci rozumime indukéni proces , ktery vede ke zvyseni hladiny enzymi

nebo jejich aktivaci, ¢imz dochézi ke zvy$ené produkei sekundarnich metaboliti (19).
3.3.1.  Obranné reakce rostlin

Rostliny i ostatni organismy maji zpiisoby, kterymi se dokai branit vai&i okoli,
které je &asto ohroZuje. DokaZ spustit obranné reakce. Podnétem obvykle byva
specificky metabolit (elicitor). Elicitor se uvoliiuje pH pogatedni interakci buriky
s patogenem a naseda na specificky receptor hostitelské butiky. Dale spousti celou fadu
reakci a pochodii,

Elicitory mlZeme rozdélit na exogenni a endogenni. Exogennimi elicitory
rozumime metabolity vylu¢ované patogeny, jsou jimi specifické enzymy, peptidy,
polysacharidy. Z naruSenych bun&&nych stén organismii se vyluguj endogenni elicitory,
coZ jsou glykoproteiny, oligomery chitinu a oligoglukany uvoln¥né hydrolyzou
zbunéénych stén hub a oligogalakturonany uvolfiované z bunééné st€ny napadené
buiiky (18).

Stresové faktory délime na biotické a abiotické.

Biotické faktory
> herbivorni Zivogichové, které rostliny spasaji a poskozuji

> patogenni mikroorganismy, kterymi rozumime viry, bakterie a houby

20




» vzajemné ovliviiovani zahrnuje alelopatii (sekundérni metabolit jedné
rostliny pusobi inhibi¢né az toxicky na jinou rostlinu v t&sné blizkosti)
a parazitismus (rostlina ¢erpa Ziviny z jiné rostliny a uvoliiuje do hostitele

produkty svého metabolismu, a tim ho oslabuje)

Abiotické faktory
» Fyzikdlni:

» mechanické u¢inky vétru

» nadmérné zafeni (UV, viditelné)

» nadmérné teploty (horko, mraz, chlad)
» Chemické:

» nedostatek vody (sucho)
nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
nedostatek Zivin v pade

nadbytek iontu soli v pudeé

Y V VYV V¥V

toxické kovy a anorganické latky v padé (18)

Aby mohly rostliny pieZit, vyvinuly se u nich obranné¢ mechanismy. Pasivni
(dlouhodoby) zpisob ochrany je zaloZen na zamezeni priniku stresovych faktoru
do vnitiniho prostredi rostliny. K tomuto uéelu slouZi pfedeviim specialni anatomické
ochranné struktury — trny, ostny, trichomy, ztlustld kutikula, impregnovana buné&na
sténa. Jinym rostlinam slouzi jako nespecificka prevence syntéza dvou nebo vice &i
méné toxickych latek (kyanogenni glykosidy, taniny). Dal3i mechanismy jsou
realizovany pouze v pfipadé€ napadeni $kudcem. (17, 18)

Pronikne-li stresor k plazmatické membran¢ bunék a do symplastu, je jeho
negativni dopad omezen sputénim mechanismu aktivni odolnosti. Pribéh této stresové
reakce a jeji kone€ny vysledek zdvisi na charakteru, intenzit¢ a délce pusobeni
stresového faktoru nebo faktord a déale na geneticky zakddovanych (adaptaCnich)

i ptechodnych — indukovanych schopnostech napadenych rostlin. (18)
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Atakiim ostatnich organismu se jednotlivé rostliny brani n&kolika zpusoby:

>
>

3.3.2.

anatomickymi strukturami (try, Zahavé trichomy)

produkei toxickych latek (latky nespecifické, produkované i bez pfitomnosti
patogenti - fytoncidy)

hypersenzitivni reakci (v mist& napadeni vznika nekréza, uvnitf loZiska byly
prokazany nizkomolekularni antibioticky G&inné produkty latkové vymény
rostlin — fytoalexiny)

tvorbou fytoalexind (syntéza je zavisld na kontaktu S patogenem; signal,
ktery vydavé Skidce, oznagujeme jako elicitor; tato reakce Jje nespecificka,
produkei jednoho fytoalexinu je schopno vyvolat vice elicitort)

lokalni anatomickou reakei (Ié¢eni ran zplsobenych 3kidei tim, Ze rostlina
utésni bunééné stény produkei kalosy a ligninu)

aktivaci enzymti (zrychlend syntéza hydroléz St€picich povrch parazita,

napfiklad chitiniza a glukonaza)

Elicitory

Elicitory jsou signalni latky biologického i nebiologického pitvodu. Jsou

potfebné pro expresi gen®i nutnych k syntéze fytoalexint. Jejich plsobenim jsou

v burikich infikovanych pletiv krétkodob& aktivovany urcité enzymy, které katalyzuji

tvorbu fytoalexinii. Tyto reakce jsou vyvolany jak u intaktnich rostlin, tak v bunénych
kulturach (18, 20).

Elicitory délime do dvou skupin.

Biotické elicitory jsou organické sloueniny, které maji v nepatrnych koncentracich

signélni G&inky. Radime mezi né:

>

>

>

celé intaktni organismy nebo jejich &4sti (bakterie, viry, kvasinky,
mykoplasmy)

organické molekuly parazitickych mikroorganismii  (oligosacharidy,
glykoproteidy, polypeptidy)

endogenni konstitutivni elicitory (organické molekuly pochazejici z bunék

napadené rostliny, napiiklad oligogalakturonidy, kyselina Jjasminova)
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Abiotické elicitory zahrnuji chemické a fyzikalni vlivy, které rostlinu stresuji a tim
spoustéji tvorbu fytoalexini. Pati{ sem:
» extrémni teploty (chlad nebo vysoké teploty)
rizné typy zafeni
ionty €Zkych kovii (Cu™, Hg?, Cd?*, Pb¥*, AP, Fe**, Mn?", Co™)
zmény pH
zmény osmotického tlaku
detergenty
inhibitory latkové vymény (kyselina trichloroctova, 2,4-dinitrofenol)
pesticidy (18, 20)

V V V V V VvV VY

3.3.3. Mechanismus Géink0 elicitort

Pfedpoklada se, Ze molekuly elicitoru interaguji s membranovymi receptory,
které maji schopnost pienést extracelularni signél do intracelularniho signalniho
systému. Byly nalezeny nékteré komponenty transdukéniho signalniho fetézce, které
pomahaji pfenosu signalu pres membranu do buriky. Jedna se o G-proteiny, vapenaté
ionty, kalmoduliny a proteinkinazy (proteinova fosforylace mé za nasledek ovlivnéni
véapnikovych kandld). (21)

U abiotickych elicitord oviem nedochéazi k vazbé na specificky receptor, ale
napfiklad t€zké kovy pravdépodobné spoustéji peroxidaci lipidi membrany, a tak
dochazi ke zvyZené propustnosti membrany pro vapenaté jonty. U abiotickych elicitorii
je nutna piitomnost prenaet signalu. Komplex nebo pfenase¢ aktivuje geny, které
koduji mRNA enzymi katalyzujicich biosyntézu fytoalexing. (20, 22)

Ionty t&Zkych kovi, jako Mn™, Cu™, Zn®, Fe¥, Co®, jsou esencidlni
mikroelementy pro rostlinny metabolismus, ale pokud jsou v nadbytku, mohou byt
vysoce toxické. Mechanismus transportu iontit t€Zkych kovi slouzi k ochrangé bungk
proti toxickym u¢inkiim kovovych iontd. Tyto mechanismy jest& nebyly definovany, ale
pocet geni, které koduji mozné transportni struktury, jiZ uréen byl. (22)

T&zké kovy v rostlinnych burikach vyvolavaji aktivaci transkripce nékolika geni
tvorbu fytochelatind. To jsou malé peptidy syntetizované z glutathionu, které vazi kovy

a vznikaji tak inaktivni komplexy. Timto se intraceluldrni t&3ké kovy detoxikuji. (23)
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3.3.4. Podminky elicitace

Stejny vliv jako maji elicitory na intaktni rostlinu, maji také na rostlinné kultury
pEstované in vitro. Pfidani elicitoru do bun&éné kultury indukuje zvySeni produkce
sekunddrnich metabolitd. Aby k tomuto procesu doSlo, musi byt splnény uréité

podminky pro vzijemnou interakci elicitoru a bun&&né kultury.

Jde o:

> volba vhodného elicitoru, nebof ne kazdy elicitor stimuluje v bunééné
kultufe produkei sekundarnich latek

optimalni koncentrace elicitoru

doba piisobeni elicitoru na kulturu

volba vhodného rostlinného explantatu pro kultivaci

stari kultury

rustovd faze kultury

YV V.V V V VY

sloZeni Zivného média (14)
3.3.5.  Fytoalexiny

Fytoalexiny jsou obranné latky sekundarniho metabolismu, které mohou mit
antimikrobialni uginky. Jejich akumulace je indukovana patogennim &initelem nebo
Skudcem. Tato indukce je predevdim sledovana u infekei patogennimi houbami, viry
a bakteriemi.

V soutasné dobé je zndmo vice nez 300 fytoalexini, které po chemické strance
patfi mezi velmi riznorodé typy sloudenin. U systematicky pifbuznych druhi se
obvykle vyskytuji podobné druhy fytoalexini. U rostlin &eledi Fabaceae pievaZuji
isoflavonoidy, u jinych &eledi to mohou byt seskviterpeny (Solanaceae), diterpeny
(Poaceae), furanokumariny (Apiaceae), polyacetyleny (Asteraceae) & stilbeny
(Vitaceae). Jako fytoalexiny byly identifikovany i daldi typy glykosidid, alkaloidi
adalsich latek. U téZe rostliny se n€kdy mohou tvotit dva &i vice druhi riznych
fytoalexinii. V&tina z téchto sloucenin je lipofilni povahy, coz jim usnadiuje pronikan{
pies plasmatickou membrinu patogend. Poskozeni membranovych funkei patii také
k nejast&jsim mechanismiim toxického pusobeni fytoalexind. Fytoalexiny maj vysoce
toxické Ginky jiZz v koncentracich 10 a2 10" mol/l zejména na patogenni houby, méné
pak na bakterie. (18)
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3.4. Kobalt

Kobalt je prvkem zafazenym do VIII. vedlejsi podskupiny Mend&lejovy
periodické soustavy prvkl pod atomovym &islem 27, s atomovou hmotnosti 58,9332.
V piirodé se vyskytuje v sulfidickych rudach jinych kovii zejména Zeleza a médi jako
doprovodny prvek. (24, 25)

Kobalt se projevuje jako typicky pfechodny kov. Nejlast&ji se vyskytuje

+ a C0[1l+

v oxida¢nich stavech Co . Je prvkem pomémé vzacnym a téZko se ziskava.
V piirodé se nachazi jako pravodce niklu. Technickym zdrojem kobaltu jsou zbytky
po zpracovani arsenidovych rud niklu a médi. Postup oddélovani je pomérné
sloZity. (26)

Kobalt je jako soutést vitaminu By, esencidlnim prvkem pro &lovéka, Zivo&ichy
a prokaryonty. V rostlindch se tento vitamin nevyskytuje a neni zndma ani jind
biologicka funkce pro kobalt ve vysSich rostlinach. Vitamin By, ovliviiuje krvetvorbu.
Anémie z poruchy vyZivy u skotu a ovcei Zijicich v oblastech s piidou chudou na kobalt
se usp&iné 1€¢i kobaltem. Mikroorganismy v bachoru téchto Zivogichl vyuZivaji tento
prvek pro syntézu vitaminu B,,. Nedostatek kobaltu v pijimané stravé je bezpochyby
¢initel pisobici anémii. (27, 28)

Je popsano uspé3né pouziti kobaltu u détskych anémii. Injek&énim podavanim
nebo krmenim krys timto prvkem byla vyvoldna nadméma tvorba &ervenych krvinek,
zvana polycytémie. Podavanim chloridu kobaltnatého vedlo k vzestupu &ervenych
krvinek také u lidi. Isotopicky kobalt se rychle vylouéi ledvinami. Kobalt je nezbytny
pouze pro bobovité rostliny se symbiotickymi bakteriemi fixujicimi atmosféricky dusik
v kofenovych hlizkach. Existuji rostlinné druhy, které rostou na pidach s vysokym
obsahem pfislusného kovu a dokonce jej bez poskozeni hromadi v organismu, ¢asto
v mnozstvi vysSich nez 1000 pg na gram sudiny. Tyto rostlinné druhy se oznaduji jako
hyperakumulatory. Jde o Crotalaria cobalticola nebo Nyssa sylvatica, které kobalt
hromadi. (29)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pristroje

Analytické vahy, Sartorius A 200 S, Sartorius, Gottiingen
Autoklav, PS 20 A, Chirana, Brno

Horkovzdudny sterilizator HS 31 A, Chirana, Bmo

Laminarni box Fatran LF, vyrobné druZstvo Pokrok, Zilina
Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

Spektralni kolorimetr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge

Vodni lazeit KL-1, Laboratorni pfistroje, Praha

4.2. Chemikalie

Ajatin Slovakofarma, Hlohovec

chlorid thiaminia & Koch-Light Laboratories, Colnbrook
chlorid pyridoxinia &. Koch-Light Laboratories, Colnbrook
myoinositol & Sigma, St. Louis

amoniak konc. €.

diethylether p.a.

dihydrogenfosfore¢nan draselny ¢.

dusi¢nan amonny p.a.

dusi¢nan draselny p.a.

ethanol 96 %

glycin €.

hydroxid sodny p.a.

chloramin B

chlorid chromity p.a.

chlorid kobaltnaty p.a.

chlorid vapenaty p.a.

jodid draselny p.a.
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kyselina o-naftyloctova €.
kyselina borité p.a.

kyselina chlorovodikova p.a.
kyselina nikotinova €.
kyselina octova p.a.
molybdenan sodny p.a.
sacharosa p.a.

siran hofe¢naty p.a.

siran médnaty p.a.

siran zine¢naty p.a.

a siran Zeleznaty p.a. Lachema, Brno

4.3. Rostlinny material

K pokusim byla pouZita explantatova kultura odvozend z kli¢ni rostliny Rheum
palmatum L. (Polygonaceae). Intaktni rostlina byla ziskéna z polni kultury v Osetnici
v Orlickych horach. Rostliny byly pfesazeny do skleniku zahrady lé¢ivych rostlin
Univerzity Karlovy v Praze, Farmaceutické fakulty v Hradei Krdlové. Na zaloZeni
explantatové kultury byla odebréna semena dvouletych rostlin. V diplomové praci byla

pouZita Sestiletd kalusova kultura a z ni odvozené suspenzni kultura.

4.4. Stanoveni ztraty susenim

Ztrata sudenim je ztrita hmotnosti vyjadfena v hmotnostnich procentech.

Do véZenky, pfedem vysuSené 1 hodinu pii 105 °C, byly odvaZeny asi 2,000 g kalusu.

VaZenka s obsahem byla zvaZena a sudena 2 hodiny v susdmé pfi 105 °C. Po vysueni
a vychladnuti v exsikatoru byla zvaZena.

Zirata suSenim byla vztaZena na navazku kalusu a vyjadfena v procentech.

Vyslednad hodnota ztraty suSenim 4,87 % je aritmetickym prumérem ze tii

stanoveni. (30)
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5. KULTIVACE TKANOVE KULTURY

5.1.1. Kultivaéni nadoby a nastroje

Ke kultivaci bylo pouZito nadobi zvarného skla SIAL, které je vyrobeno
2 materialu odolného vidi vodg, chemikaliim a rozdilim teplot. Kalusové kultury byly
kultivovany na knotech, coZ jsou mustky z filtraéniho papiru, ve 100 ml
Erlenmeyerovych baiikdch. Suspenzni kultury byly kultivovany ve 250 ml vamych
batikach z téhoz skla. Kovové pinzety byly oplachnuty 96 % ethanolem a po zabaleni
do hlinikové folie sterilizovany 2 hodiny pfi 200 °C v horkovzdu$ném sterilizatoru.
Pipety s chomatkem vaty vloZenym do jejich horniho konce byly také sterilizovany

v hlinikové £6lii 15 minut pfi 121 “C v autoklavu.

5.1.2. Prfiprava Zivného média

Pro kultivaci explantitové kultury Rheum palmatum L. bylo pouZito Zivné

médium podle Murashigeho a Skooga (31) tohoto sloZeni:

CaCl, . 2 H,O 440,000 mg.1"
KNO; 1 900,000 mg.I"
MgSO,4 . 7 H,0 370,000 mg.1”
NH:NO; 1 650,000 mg.1"
KH,PO, 170,000 mg.I"
FeSO4 . 7 H,0 27,840 mg.l"
MnSO; . 4 H;0 22,300 mg.I"!
ZnSO, . 7H0 11,500 mg.1”
H3BO; 6,200 mg.I"
KI 0,830 mg.l"
CuS0; . 5 H,0 0,025 mg.1*
Na;MoOy . 2 H,0 0,250 mg.1"!
CoCl; . 6 H,0 0,025 mg.1”
edetan disodny 37,340 mg.!™
myoinositol 100,000 mg.”
hydrolyzat kaseinu 1 000,000 mg.1"
glycin 2,000 mg.I"!
kyselina nikotinové 0,500 mg.1"
pyridoxin hydrochlorid 0,500 mg.1"
thiamin hydrochlorid 0,100 mg.I"
sacharéza 30 000,000 mg.1"

Jako stimulator ristu byla pouZita kyselina a-naftyloctova v koncentraci

10 mg.I"" zivného média.
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Zivné médium bylo rozlito po 30 ml do Erlenmeyerovych a varnych ban€k.
Batiky byly uzavieny hlinikovou f6lii a sterilizovany 15 minut pfi teplot& 121 °C a tlaku
pary 0,1 MPa.

51.3. Pasazovani kultur a podminky kultivace

Pasazovani bylo provedeno v aseptickém boxu s laminarnim proudénim, jehoZ
prostor byl dezinfikovan vodnym roztokem Ajatinu (1:10) a vystaven zafeni germicidni
zafivky minimalné po dobu 1 hodiny. Po celou dobu pasaZovani byly zachovany piisné
aseptické podminky, bylo pouZivano sterilni sklo a nastroje. Casti kalusové kultury
(inokula) byly pfeneseny pinzetou do ban&k s Zivnym médiem a vloZeny na knot. Bariky
byly uzavieny hlinikovou folii. Kalusové kultury byly kultivovéany v Erlenmeyerovych
batikach pi teploté 25 “C a umélém osvétleni s 16 hodinovou periodou. Subkultivacni
interval byl 35 dni.

Suspenzni kultura byla odvozena z kalusové kultury mechanickou cestou.
Kultivace suspenznich kuitur probihala na roleru za neustalého pohybu pidy za stejnych
svételnych a tepelnych podminek jako u kultury kalusové. Pasazovéni bylo provadéno
vidy po 14-ti dnech kultivace pienesenim &asti narostlé suspenze do bangk s erstvym

médiem.

5.2. Abioticka elicitace

5.2.1. Pfiprava roztoku elicitoru

Byly ptipraveny &tyfi vodné roztoky chloridu kobaltnatého o koncentracich:

L 100 pM
IL. 10 uM
IIL. 1 uM
|AY 0,1 pM

Roztoky o nizSich koncentracich chloridu kobaltnatého byly pfipraveny
natedénim destilovanou vodou z roztokil o vy3si koncentraci. Vechny roztoky elicitoru
byly sterilizovany v autoklavu 15 minut pfi 121 °C a tlaku 0,1 MPa. Pipravené roztoky

byly uchovavany v lednici.
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Nejslabsi koncentrace chloridu kobaltnatého pouZita pfi elicitaci odpovida
mnozstvi chloridu kobaltnatého obsaZeném v Zivném médiu podle Murashigeho

a Skooga. Ostatni koncentrace pfedstavuji deseti-, sto- a tisicinasobek tohoto mnoZstvi.
5.2.2. Elicitace a odbér kultur

Elicitace kalusové a suspenzni kultury byla provadéna za aseptickych podminek
v boxu s laminarnim proudénim vzduchu. V 21. dni kultivace kalusové kultury a 14. dni
kultivace suspenzni kultury byla provedena elicitace Styfmi  vySe uvedenymi
koncentracemi chloridu kobaltnatého.

K pokusu bylo vzato 108 kultivatnich bangk s kalusovou kulturou. Soubor
12-ti bangk bez elicitoru slouZil jako kultura kontrolni. Do ostatnich 96-ti ban¢k
s kulturou byl napipetovan vZdy 1,0 ml elicitoru o piisluiné koncentraci. Poté byly
batiky petlivé uzavieny hlinikovou folii a déle kultivovany za jiz uvedenych podminek.
Vznikly tak &tyfi soubory 3esti bangk s kulturou elicitovanou vZdy jednou koncentraci
elicitoru. Po 6, 24, 48 hodinach a 7 dnech pusobeni elicitoru byly stresované kultury
odebrany. Odbéry konirolnich kultur byly provedeny po 6 hodinach a 7 dnech.
U kalusovych kultur byly pinzetou vyjmuty kalusy na filtradni papir a suleny
pfi laboratorni teploté. U suspenznich kultur byly buiiky oddgleny od kultivaéniho
média filtraci za sniZeného tlaku a také suSeny pii laboratorni teplote.

U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni obsahu anthracenovych derivati
dle ¥lénku Radix rhei v CSL 4 (12) a statistické vyhodnoceni vysledki.
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5.3. Stanoveni anthracenovych derivéaty

§.3.1.  Princip stanoveni

Fotometrickda metoda podle CSL 4 (12) je zaloZena na barevné reakci
anthracenovych derivéatd s alkalickymi hydroxidy po jejich kyselé hydrolyze a jejich

oxidaci. Intenzita zbarveni se hodnoti fotometricky.

6.3.2. Postup stanoveni

Na analytickych vahéich bylo odvaZeno asi 0,2000 g upradkovaného ususeného
vzorku a vafilo se v 100 ml vamné baiice po dobu 15 minut pod zp&tnym chladiéem
sesmesi 7,5ml koncentrované kyseliny octové a 1,0 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Po ochlazeni bylo ptidano 30 ml etheru a vafilo se 15 minut na vodni
lazni. Etherovy vyluh se nechal vychladnout a byl zfiltrovan pies chomagek vaty do
250 ml dglici nalevky tak, Ze vzorek zfistal v batice. Ke zbytku vzorku bylo opé&t pfidano
30 ml etheru a vafilo se znovu 10 minut. Etherovy vyluh byl po ochlazeni zfiltrovan
pfes stejny kousek vaty k prvnimu vyluhu v délici nalevce. Poté byla vata promyta
malym mnoZstvim etheru. Ke spojenym etherovym vyluhim bylo pfidano 12 ml
koncentrovaného roztoku hydroxidu sodného a 24 ml amoniakélniho roztoku hydroxidu
sodného a 5 minut se protiepavalo. Vodn4 vrstva se vypustila do varné baiiky a etherova
vrstva se opét protfepavala s 20 ml amoniakalniho roztoku hydroxidu sodného. Tento
postup byl opakovan jest& jednou. Spojené alkalické vytfepky byly zahfivany na vodni
lazni pod zpétnym chladiéem 2 hodiny. Po ochlazeni byl roztok zfiltrovan p¥es vatu
do 100 ml odmémé batky, vata byla promyta amoniakdlnim roztokem hydroxidu
sodncho a stejnym roztokem byla doplnéna po znadku v odmérné batice. Thned poté
byla zméfena absorbance pti 530 nm proti amoniakalnimu roztoku hydroxidu sodného.
Obsah volnych anthracenovych derivatd, potitanych jako frangula-emodin, se odedetl
zkalibraéni kfivky nebo byl vypotten pomoci smémice pfimky (y=0,337.x)

a nasledné vyjadien v procentech.

5.3.3.  Sestrojeni kalibraéni kfivky

OdvaZené mnoZstvi 0,0100 g frangula-emodinu (1,6,8-trihydroxy-3-methyl-
anthrachinon) se rozpustilo v 10 ml etheru prostého peroxidickych latek. Roztok byl
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vyttepan &tyfikrat 20 ml amoniakélniho roztoku hydroxidu sodnebo. Spojené alkalicke
vytrepky byly dopinény v 100 ml odm&rné baiice po znacku tymZ roztokem. Ziedénim
amoniakalnim roztokem hydroxidu sodného byly pfipraveny roztoky, které obsahovaly
0,5-10-20-a30mg frangula-emodinu ve 100 ml. Inned byla zmé&fena jejich
absorbance pfi 530 nm. Kalibralni kiivka byla sestrojena vynesenim absorbance proti

obsahu frangula-emodinu. (12)

Koncentrace roztoku | Absorbance A Objem odebraného
[mg/100ml] roztoku [mi]
0,00 0,000 0
0,50 0,171 5
1,00 0,339 10
2,00 0,680 20
3,00 0,982 30
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5.4. Statistické zpracovani vysledkii

Ke zjisténi statistické vyznamnosti vlivu elicitoru na produkci anthracenovych
derivati byl pouzit r-test (test vyznamnosti dvou priméri) pro zvolenou hladinu
vyznamnosti p = 0,05 (32).

K vypoitu testovaciho kritéria bylo pouZito nasledujiciho vztahu:

- x) \[n.nz(n’fnz 2)
Vn151+n252 tn,

t testovaci kritérium

X, aritmeticky primér kontrolniho souboru

X, aritmeticky priimé&r pokusného souboru

S| smérodatna odchylka kontrolniho souboru
) smérodatna odchylka pokusného souboru
n pocet &lenti kontrolniho souboru

n; pocet &lend pokusného souboru

Smérodatna odchylka se vypotitd podle vztahu:
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Aritmeticky pramér se vypotita podle vztahu:

n
Xi namé&fené hodnoty
n rozsah souboru

Testovacimu kritériu prisludi t-rozdéleni se stupném volnosti (v) vypotteného

podle vztahu:

v =n|+n2“2

Vypottena hodnota testovaciho kritéria (t) se porovnd s pfisluSnou kritickou
hodnotou t(v), pro vypolteny stupeil volnosti (v) a zvolenou hladinu vyznamnosti (p).
Je-li hodnota t v&t§ nez hodnota t(v), je rozdil statisticky vyznamny na hlading
vyznamnosti (p).

V ptipadg provedeni tfi paralelnich stanoveni obsahu, byl poget &lend souboru
ny=3 a podet stupiidt 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 vypodteny pocet stupiitt volnosti

v=3 a kritické hodnota t(v), pro p(0,05)=3,182. (32)
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6. VYSLEDKY

6.1. Tabulky

Tabulka 1: Suspenze

Doba Elicitace Kontrola

Elicitor | pisobeni - - t-test

(hod) | Obsah (%) s’::;ﬁ:f::a Obsah (%) s';‘:;ﬁgf;:é
6 . 0687 0,062 0,460 0,011 4783
CoCl, 24 0,186 0,051 0,460 0,011 6,980
100pM 48 0,256 0,078 0,460 0,011 3,445
168 0,571 0,048 0,504 0,004 1,876
6 0,459 0,042 0,460 0,011 0,030
CoCl; 24 0,485 0,081 0,460 0,011 0,410
10pM 48 . 0,585 0,029 0,460 0,011 5,224
168 0,495 0,110 0,504 0,004 0,103
6 0,545 0,075 0,460 0,011 1,497
CoCl, 24 0,379 0,027 0,460 0,011 3,614
1uM 48 inioe26 | 0,046 0,460 0,011 4,635
168 0,343 0,025 0,504 0,004 8,335
6 0,364 0,041 0,460 0,011 9,547
CoCl, 24 0,492 0,035 0,460 0,011 1,137
0,1yM 48 0,526 0,095 0,460 0,011 0,925
168 0,370 0,040 0,504 0,004 4,495

Poznamka: Zvyraznéné hodnoty obsahu anthracenovych derivatd jsou statisticky

vyznamné zvyiené oproti hodnotiam kontroly, p=0,05.
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Tabulka 2: Kalusy

Doba Elicitace Kontrola

Elicitor | pisobeni - t-test

(hod) | Obsah (%) s’;‘:;z‘;ﬁ::é Obsah (%) sg‘:;ggf;:é
6 0,380 0,035 0,369 0,007 0,413
CoCl, 24 0,187 0,024 0,369 0,007 9,526
100uM 48 0,195 0,021 0,369 0,007 10,482
8 | 0470 | 0024 0,406 0,009 3,204
6 ~ 0448 | 0011 0,369 0,007 7,477
CoCl, 24 0,401 0,047 0,369 0,007 0,891
10pM 48 0,130 0,012 0,369 0,007 21,618
168 0,096 0,021 0,406 0,009 17,580
6 0,269 0,032 0,369 0,007 4,067
CoCl, 24 0,240 0,016 0,369 0,007 0,386
1uM 48 0474 | 0035 0,369 0,007 3,944
168 0,207 0,025 0,406 0,009 9,691
6 0,321 0,008 0,365 0,007 5,081
CoCl, 24 0,335 0,031 0,365 0,007 1,232
0,1uM 48 0,354 0,068 0,365 0,007 0,209
168 0,292 0,051 0,406 0,009 2,935

Poznamka: Zvyraznéné hodnoty obsahu anthracenovych derivatid jsou statisticky

vyznamng zvy$ené oproti hodnotam kontroly, p=0,05.
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6.2. Grafy

Graf 1: Suspenze
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Graf 2: Kalusy
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7. DISKUSE

Cilem kultivace rostlinnych explantati je zvydit produkci a dostupnost
farmaceuticky vyznamnych sekundérnich metaboliti. V disledku nedostateéného
poznéni regulace sekundarniho metabolismu se zvy3uje produkce zidaného metabolitu
nejéastéji zménami kultivanich podminek. Velmi nad&jnd se jevi metoda elicitace
explantatovych kultur.

V této diplomové préci byly sledovany kobaltnaté ionty jako potencialni elicitor
produkce anthracenovych derivatl v kalusové a suspenzni kultufe revené dlanité.
K abiotické elicitaci byly pouzity &tyfi vodné roztoky chloridu kobalnatého
o koncentracich 100 uM, 10 uM, 1 uM a 0,1 pM, které byly zvoleny na zikladg literarni
rederSe (32-36). Doba piisobeni elicitoru byla 6, 24, 48 a 168 hodin (17). Kontrolni
kultury byly odebirany po 24 a 168 hodinach, nebot’ jejich produkce se v kratkych
&asovych intervalech vyrazné neméni (38).

Uspésna elicitace je podminéna celou fadou faktord, které jsou specifické
pro kazdy elicitor a pro kazdou explantatovou kulturu. Krom& koncentrace a doby
plisobeni elicitoru je daldim faktorem fyziologicky stav kultury, jinak fe€eno jeji rustova
faze. Nejvy$&i produkce anthracenovych derivata kalusovou kulturou Rheum palmatum
je 21. den subkultivace a suspenzni kulturou je to 14. den subkultivace. (38)

U suspenzni kultury Rheum palmatum (Tabulka 1, Graf 1) vyvolala maximalni
obsah anthracenovych derivati (0,687 %) jiZ 6 hodinova aplikace nejsiln€j$i 100 uM
koncentrace chloridu kobalnatého, kdy doslo k statisticky vyznamnému zvy3eni
produkee oproti kontrole o 50 %. V nasledujicich sledovanych &asovych intervalech
(24 a 48 hodin) byl zaznamenin naopak statisticky vyznamny pokles produkce
a po 168 hodinach op&t vyznamny narlist produkce vici kontrole. U viech ostatnich
pouzitych koncentraci elicitoru (10 uM, 1 pM a 0,1 uM) méla nejvy38i elicita¢ni ueinek
48 hodinova aplikace elicitoru, ktera s vyjimkou nejsilngj$i koncentrace také statisticky
vyznamné zvysila produkcei ve srovnani s kontrolou.

U kalusové kultury (Tabulka 2, Graf 2) byl maximalni obsah sledovanych
metabolitd (0,474 %) zjistén po 48 hodinovém pusobeni 1 uM koncentrace chloridu
kobaltnatého, kdy byla produkce zvySena v porovnani s kontrolni kulturou o 30 %.
K statisticky vyznamnému zvy3eni produkce doslo také po 168 hodinové aplikaci

nejsilngjsi koncentrace elicitoru a po 6 hodinovém pusobeni koncentrace 10 pM.

40

_



V ostatnich pfipadech elicitace vedla s vyjimkou dvou nevyznamnych zvySeni jiZ jen
ke sniZeni produkce v porovnani s kentrolou.

Vliv chloridu kobaltnatého na produkci paklitaxelu byl sledovan také
v suspenzni kultufe Taxus chinensis. Stimulaci produkce vyvolala, podobné jako
ususpenzni kultury reveng, koncentrace 100 pM (35). Pozitivni uginek Zvysené
koncentrace chloridu kobalnatého (2 pM) na tvorbu saponint byl pozorovan také
v kalusové kultufe Agave amaniensis (39), naopak v suspenzni kultufe Angelica
archangelica zmény koncentrace kobalnatych ionti v rozsahu 0 a2 100 pM nemély vliv
na tvorbu kumarind a pfi vy$8ich koncentracich elicitoru doslo k pokiesu produkce 37N.
Odstranéni  kobaltnatych ionti zmédia vedlo ke zvySeni produkce betakyanii
v suspenzni Kultufe Beta vulgaris (40).

Kobalt byl zkouman také vbundéné suspenzi Crotalaria cobalticola
(hyperakumulator kobaltu). Zatimco koncentrace riznych sloudenin vlivem
kobaltnatych iontli vzrostla, biosyntéza fytochelatini nebyla indukovana. I kdyz
se fytochelatiny nepodili na vzniku komplexu s kobaltem, Jejich ustfedni role
ve vylu€ovani mnoha dalsich kovii by viak nemséla byt zpochybitiovana. V buitkich
Crotalaria cobalticola bylo pozorovano zvySené mnoZstvi kyseliny citrénové

a cysteinu. Vysledky naznacuji zapojeni cysteinu do komplexu s kobaltem. 27)

Interpretovat zjiSténé vysledky je obtizné, nebot’ p¥i hodnoceni vysledka je nutné
vzit také v dvahu, pfedevsim u vysokych koncentraci, ¢ pfi zmé&né kvantitativniho
zastoupeni slozek zékladniho média, se meéni i celkovy osmoticky tlak média, coz

samozfejmé miZe velmi vyznamng ovlivnit tvorbu sekundarnich metaboliti.
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8. ZAVER
Vysledky této diplomové prace miizeme shrnout takto:

Elicitace 100 uM chloridem kobaltnatym vedla k nejvy$§imu obsahu
anthracenovych derivat v suspenzni kultute Rheum palmatum L. (0,687 %) jiz
po 6 hodinach. Doslo ke zvySeni produkce o 50 % oproti kontrolnimu vzorku. Dalsi
narist produkce anthracenovych derivatl byl pii 48 hodinové elicitaci 10 pM (narust
0 27 %) a téZ pti 48 hodinové elicitaci 1 pM roztoku chloridu kobaltnatého (36 %).

Oproti suspenznim kulturam byla u kalusd prokézana nejvyssi produkce
anthrachinontt 0 30% u 24 hodinové elicitace 1 uM roztoku, dale 21 % nartst
u 6 hodinové elicitace 10 pM roztoku a statisticky vyznamny byl i 17 % narist
u 168 hodinové elicitace 100 uM roztoku chloridu kobaltnatého.
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