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1. UVOD

V soucasné dob¢ je vénovana velka pozornost biotechnologickému péstovani
kultur in vitro. Explantatové kultury vSak nedosahuji, az na nékteré vyjimky, tak
intenzivni biosyntézy a jejich produkce je niz§i nez u intaktni rostliny, proto jsou
hledany rizné techniky, jako jsou napt. biotransformace, imobilizace, elicitace a
jejich vzajemné kombinace nebo metody genového inZenyrstvi, kterymi by se

produkce a akumulace sekundarnich latek v téchto kulturach zvysila.

Pii procesu elicitace se vyuziva schopnost rostlin i rostlinnych bunck
kultivovanych in vitro reagovat na rizné stresové podnéty celou fadou obrannych
reakci, na jejichz konci dochazi ke zvySené akumulaci sekundarnich metabolita.
Ziejmy je stoupajici zdjem o produkci flavonoidl a isoflavonoidii rostlinnymi

explantaty, coz souvisi s Sirokym spektrem biologickych uc¢inku téchto latek.[1-9]

Velmi nadéjnym zdrojem téchto sekundarnich metaboliti je jetel luc¢ni
(Trifolium pratense L., Fabaceae). Uziva se v lidovém lé¢itelstvi zejména proti
priymam, pifi bronchitid¢, pfi revmatismu, na oteklé lymfatické zlazy a pii cukrovce.
Zevné pak ve formé koupeli jako kozni dezinfekce na ekzémy a hnisavé rany. Je také
pestovan na polich jako hospodarska plodina v riznych vyslechténych odrtdach.
V posledni dobé se objevuje mnozstvi ptipravki s obsahem z jetele lu¢niho, které
jsou doporuc¢ovany Zenam na odstranéni ¢i zmirnéni pfiznakidi menopauzy. Mnohé
studie se proto snazi potvrdit toto pfiznivé plisobeni na postmenopauzalni potiZe,

jejich vysledky ale nejsou jednotné.[10-14]



2. CIL PRACE

2.1. Seznamit se s metodikou kultivace a elicitace

rostlinnych explantatovych kultur in vitro.

2.2. Sledovat vliv pasobeni étyr koncentraci
kyseliny jasminové na produkci sekundarnich
metabolitii kalusovou a suspenzni kulturou

Trifolium pratense L. (varieta DO-8)



3. TEORETICKA CAST

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

3.1.1. Puvod rostliny

Trifolium pratense L. je zna¢né proménliva rostlina, ktera roste od nizin az do
horskych oblasti. Rozsifena je témét v celé Evropé€ a v zapadni Asii, kde zasahuje na
vychod az k Altaji, Bajkalskému jezeru a do KaSmiru. V severni Africe roste
vV Alziru.V Severni a Jizni Americe a na Novém Zélandu roste jen zplanéle.
V nékterych oblastech vytvaii morfologicky diferencované rasy, oznacované obvykle

jako subspecies nebo variety.[15,16]

3.1.2. Botanicky popis rostliny

Je to vytrvala (u nékterych kulturnich forem jen 2 az 3letd) bylina se silnym
kulovitym kofenem, ktery sahd i pfes 60 cm hluboko do piidy. Z trsnatého oddenku
bez vybézkl vyriistd piizemni rizice listh a pfimé nebo vystoupavé, jednoduché
nebo spofe rozvétvené, 20 az 50 cm vysoké a vétSinou trochu hranaté lodyhy o 3 az 5

¢lancich. Jsou bélave chlupaté nebo témet lysé, Casto nacervenalé.

Listy jsou troj¢etné, spodni dlouze tapikaté, hotejSi s fapiky kratSimi az
ptisedlé, s palisty. Listy jsou slozené z listkii v priméru 7-15%15-30 mm velikych,
vejCitych az Siroce elipCitych, skoro celokrajnych, na lici lysych a s pficnou bélavou

nebo ¢ervenohnédou skvrnou ve tvaru pilmésice. Na spodni strané jsou prisedle



chlupaté a na okraji brvité. Palisty dolnich listll jsou kopinaté, u hornich listl vejcité

a ptirostlé k fapiku.

Kvéty se usporadavaji do hlavek, méficich v priméru 2 az 3 cm. Na jedné
lodyze byvaji 1-3 kvétenstvi, rozmisténa tak, ze postrani vyristaji v pazdi
listh a hotejsi je zdanlivé vrcholové. Tato kvétenstvi jsou kulatd nebo vejcita,
polozakryta velikymi palisty podptrnych listi. Skladaji se z drobnych, ¢ervenych,
karminové razovych nebo fidceji vybledlych az bilych kvitki v poctu 30 az 60.
Péticetné kvitky jsou pfisedlé, bez listenct, 13 az 18 mm dlouhé, piimé, slozené
z 10zilné¢ho kalichu, ktery je vné kratce chlupaty a ma dolni zub delsi, zbarveny
bélozelené nebo nacervenale. Motylova koruna je z dolejsku srostla; jeji horni platek
(pavéza) je delsi nez oba postranni platky (kiidla) a dva spodni jsou srostlé v ¢lunek.
Plodem je drobny, nepukavy, vej¢ity, jednosemenny lusk, pevné uzavieny v kalichu.
Drobounké semena jsou v obrysu nepravidelné ledvinovita az tfirohd, az 2,5 mm
dlouhd, svyraznym kofinkem, zfeteln¢ vyznaCenym ryhou. Jsou hladka, leskla,

citronové Zluta az fialové zbarvena.[10,11,15-20]

3.1.3. Vyskyt

Jetel lucni roste na bohatych, suchych az mirné vlhkych ptidach, predev§im
na loukach, stranich, v ptikopech nebo okrajich cest. Je také péstovan na polich jako
hospodarska plodina v riznych vyslechténych odriidach. Je to vyznamna medonosna
rostlina: Dvacet miliond opylenych kvéti dava 1 kg medu a 30 kg semene. Opyleni
obstaravaji hlavé ¢meldci a néktefi motyli, nebot’ ostatni hmyz ma vétSinou kratsi
sosak, nez je zapotiebi. Péstujeme-li jetel na semeno, poskytne ndm pii prvnim
seCeni méné¢ semene neZ pii druhém, nebot’ na jafe je jest¢ malo ¢meldki, takze

opyleni je $patné.[10,11,16,17,19]
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3.1.4. Odrady

V Ceské republice nachdzime tii poddruhy, které byvaji n&kdy hodnoceny
jako odriady. Radime tam Trifolium pratense subsp. pratense, vytrvala bylina
s vyznamem 1éCivé rostliny; subsp. sativum, vétSinou 2-3leta bylina, ktera je
vyznamnou hospodaiskou plodinou a subsp. americanum. Tento posledné
jmenovany vytrvaly poddruh byl k nam dovezen v 80. letech 19. stoleti, ale od jeho

péstovani bylo pozdé&ji upusténo.[15]
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3.1.5. Sbér a uprava drogy

Trifolium pratense kvete od kvétna do fijna. Jako droga se pouzivaji
nerozpadlé hlavky — Trifolii pratensis flos. (Droga neni oficinalni v CL 2005).
Sbiraji se v pocatku kvétu. Prekvetlé jsou bezcenné protoze pii suSeni hnédnou.
Kvéty se mohou jeden den vystavit v jednoduché vrstvé ptimému slunci a pak
dosusit ve stinu a v pritvanu. Prehrabavanim se hlavky snadno rozpadaji a davaji
bezcennou drt. Spravné ususend droga zachova ptivodni barvu nebo trochu ztmavne,
ale nesmi byt rezava. Hlavni podminkou je, aby hlavky zustaly v celku a nebyly
uvnité suché. Susi-li se uméle, nema teplota ptekrocit 35 °C. Drogu chranime pfi

skladovani pred svétlem a vlhkem, rychle podléha zkaze.[10]

3.1.6. Pouziti

Jetel lucni se uziva vlidovém lécitelstvi zejména proti prijmim, pii
bronchitid€, pfi revmatismu, na oteklé lymfatické Zlazy a pti cukrovce. Zevné pak ve
formé& koupeli jako kozni dezinfekce na ekzémy a hnisavé rany. Nejcastéji se uziva
ve form¢ ndlevu (2 Cajové 1zicky drogy na Salek vody) k uprave stolice. Je soucasti
mnohych potravnich doplilkdi na zmirnéni projevi menopauzalnich potizi. Dnes se
pouziva jako chutové a vonné korigens do Cajovych smési. Mladé listy jetele jsou

podobné jako $penat pfipravovany jako zelenina.[10,11,20,21]
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3.1.7. Obsahové latky

Droga je nadéjnym zdrojem flavonoidu a isoflavonoidii, k dalsim obsahovym
latkdm patii také napt. tfisloviny, kumariny, saponiny, kyanogenni glykosidy,
fenolické glykosidy, barviva, silice, pryskyfice, tanin, organické kyseliny (salicylova,

oxalova, kumarova, hroznova) a jiné latky.

Z hlediska potencialniho vyuziti jako 1é¢iv se jevi nejzajimavéjsi skupinou
latek isoflavonoidy s fytoestrogenni aktivitou (formononetin, biochanin A, daidzein a
genistein). Dale jsou =zastoupeny isoflavonoidy genistin, kumestrol, ononin,
trifoliol.[22,23]

3.1.7.1. Flavonoidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou velice rozsahlou skupinou
rostlinnych fenold. V soucasné dobé je zndmo vice nez 4000 flavonoidnich latek a

stale se nachazeji dalsi slouceniny.

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. Zakladem je chroman arylovany
v poloze 2 (flavany), 3 (isoflavany) nebo 4 (neoflavany). Vyskytuji se jen v rostlinné
fiSi, a to nejCastéji flavany, fid¢eji isoflavany. Neoflavany se vyskytuji vzacné a
nemaji terapeuticky vyznam. Bé&Zné byvaji vSechny tii kruhy substituovany
hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami a jednotlivé derivaty se liSi pouze
stupném substituce a oxidace. Podle stupné oxidace pyranového kruhu se flavonoidy
déli do nékolika skupin (flaveny, flavany, flavanony, flavanoly, flavanonoly,
flavandioly, flavony, flavonoly). Flavonoly jsou nejhojnéjsi skupinou flavonoida

zastoupenych Vv ovoci a zeleniné, kvercetin a kemferol jsou jejich nejb&znéjsi

zastupci.

Ptirodni flavonoidy se nejCastéji vyskytuji ve formé O-glykosidl, obsahuji ve
své molekule necukernou soucést (aglykon) a cukernou slozku. Volné aglykony se

vyskytuji pouze ziidka. V nékterych pfipadech (pfi technologickém zpracovani pii

12



vyssich teplotdch a v kyselém prostiedi) mlize dochazet k hydrolyze glykosidi a

vzristu koncentrace aglykontl.

lipofiln€jsi methoxylové derivaty se nachazeji v silicich. V zivém rostlinném
organismu se ucastni oxida¢né redukcnich pochodti. Dalsi funkci flavonoidi

Vv rostlinach je vabeni opylovaci a ochrana pifed UV zafenim.

Aglykony flavonoidnich glykosidii jsou produkty, které vznikaji dvéma
hlavnimi cestami. gesti-uhlikovy fragment Cg-C3-Cg  slouCenin je odvozen
Z acetatového metabolismu a zbyvajici deviti-uhlikova ¢ast z kyseliny Sikimové.
Jednotka Cg-C3 ve formé kyseliny skoficové je spojena se tfemi molekulami acetatu
za vytvofeni meziproduktu chalkonu, z néhoz vznika potom flavanon. Derivaty se
tvofi zavedenim nebo odstranénim hydroxylovych skupin. Flavanonoly vznikaji
zavedenim hydroxylové skupiny do polohy 3, dehydrogenace poloh 2 a 3 vede ke

vzniku flavonolii. Glykosylace nastava v pozdnim stadiu tvorby flavonoidu.

Terapeutick¢ vyuziti flavonoidii je zaloZzeno na jejich schopnosti
normalizovat permeabilitu  kapildr, odstraiiovat jejich lomivost, pusobit
antihemorhagicky a antiedematosné¢ (P-vitaminovy Uucinek). Jsou inhibitory
hyaluronidasy, brani Sifeni mikrobialnich toxinti tkanémi, jsou proto podpirnymi
prostiedky pii 1éceni infek¢nich nemoci. Maji 1 hepatoprotektivni G¢inek a také
zabranuji nepfiznivému ucinku sluneniho zéafeni. Nckteré plsobi diureticky,
roz8ifuji cévy, snizuji krevni tlak. S ionty Ca®* tvori komplexni soli a brani tak
srazeni krve a zadrzuji vapnik v téle. Napomahaji regeneraci vitaminu E, zvySuji
hladinu vitaminu C a B-karotenu a sniZuji hladinu sérovych triglyceridi. Maji téz
vlastnosti choleretické, cholagogni a spasmolytické. U¢inné jsou glykosidy i

aglykony. PouZivaji se v Cistém stavu, Castéji ale jako drogy nebo jejich extrakty.

Flavonoidy jsou vyznamnou soucasti antioxidacniho systému, zabranuji
peroxidaci lipida, likviduji volné kyslikové radikaly, mohou vazat a inaktivovat
nekteré prooxidacni kovové ionty (Zelezo, méd’). Antioxidacni aktivita je zavisla na
po¢tu a poloze hydroxylovych skupin v molekule, vliv ma i jejich glykosylace.

Optimalni radikalové likvidaéni vlastnosti byly nalezeny pro o-dihydroxy strukturu

13



v kruhu B, 2,3 dvojnou vazbu a 4-oxo funkéni skupinu v kruhu C a 3 a 5-hydroxy

skupiny na kruzich A a C. Tuto strukturu maji pravé flavonoly.

Zda se, ze ptirodni flavonoidy s popsanymi vlastnostmi mohou vyznamnym
zpusobem pusobit pfi prevenci chorob majici svij piivod v oxida¢nim poskozeni
biologickych struktur (ateroskleréza, kardiovaskularni onemocnéni). Vhodny zpisob
stravovani a pfijem potravin s vy$§im obsahem flavonoidd by mohl pomoci pfi 1é€bé

téchto chorob a predchazet jim.[24-26]

3.1.7.2. Isoflavonoidy

Isoflavonoidy jsou taxonomicky uzce rozsifeny v pfirodé na rozdil od
ostatnich vSudyptitomnych flavonoidu. Isoflavonoidy se vyskytuji v pfevazné vétSiné

Vv rostlinach bobovitych (Fabaceae).

Nejbohat§im zdrojem je so6ja lustinata (Glycine max, Fabaceae). DalSimi
vyznamnymi zdroji jsou jetel lu¢ni (Trifolium pratense, Fabaceae), jetel plazivy
(Trifolium repens, Fabaceae) a tolice vojtéska (Medicago sativa, Fabaceae).
Z dalSich celedi tfidy dvoudé€loznych, u kterych byly objeveny isoflavonoidy,
muzeme zminit zejména Rubiaceae a Passifloraceae, popiipadé Moraceae,
Myristicaceae, Rosaceae a Scrophulariaceae. Ovsem vyskyt isoflavonoidi v téchto
Celedich je ojedinély a potvrzen u jednoho rodu ¢i druhu. Nové pak byly
isoflavonoidy nalezeny v rybizu (Ribes sp., Grossulariaceae) a jiném drobném
ovoci. Z jednodéloznych rostlin je nejbohat§im zdrojem isoflavonoidti oddenek rodu
Iris (Iridaceae) a také listy Patersonia (Iridaceae). Objeveny byly také v Celedi
Zingiberaceae.[27]

O vyznamu isoflavonoidi v rostling se zatim pfili§ nevi. Pravdépodobné jsou
produkovany jako odpovéd’ na infekcei patologickym agens (fytoalexiny) a mohou tak
ptredstavovat jeden z obrannych mechanisma rostliny.[28] Isoflavonoidy Ize izolovat
z vétsiny rostlinnych tkani; v kli¢cich, mladych vyhoncich a pupenech se vyskytuji
vice. Z toho se usuzuje, ze by mohly zasahovat do regulace fyziologickych procest

dilezitych pro rostlinny rist.[29,30]
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Isoflavonoidy patii mezi skupinu flavonoidd, strukturné se ovSem od ni lisi
zakladnim 1,2-difenylpropanovym skeletem (CgC3Cs). Isoflavonoidy jsou strukturné
vice rozmanité nez ostatni skupiny flavonoida a tvofi nékolik skupin, které se 1isi

stupném oxidace pyranového kruhu.[27]

Nejcastéji se vyskytujici skupinou téchto sekundarnich metabolitt rostlin jsou
isoflavony, které se v rostliné nachézeji castéji ve volné formé a méné casto
glykosidicky vazané. NejvyznamnéjSimi zastupci z vice nez 360 zatim popsanych

isoflavont jsou genistein, daidzein, formononetin a biochanin A.[31]

V rostlinach vznikaji kondenzaci polyacetatu a aromatickych aminokyselin,

které jsou syntetizovany biosyntetickou cestou kyseliny Sikimové.[27]

Struktury nejvvznamnéjsSich isoflavonoidu

HO O HO O
| e | el
COH O %J\DH OH © %J\ch'_%
genistein biochanin A

daidzein formononetin
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Isoflavonoidy jsou molekuly se schopnosti vazat se na estrogenni receptory a
patfi k nejlépe probadanym fytoestrogentim. V rostlinach ucinkuji jako antioxidanty,
nebot’ jsou schopny inhibovat tvorbu superoxidovych aniond. I kdyz jsou isoflavony
nazyvany fytoestrogeny, nejsou totozné s estradiolem a nevykazuji schopnosti
bunééné proliferace. Casto byvaji rovnéz oznalovany piivlastkem anti-aging, a to
pro svoji schopnost ochranit samu rostlinu od agresivniho slune¢niho zéteni. Toto
tvrzeni je podpoieno pozorovanim, Ze rostliny ve vysokohorskych oblastech maji

vétsi obsah isoflavont.[32]

Isoflavony kromé antioxidaéni aktivity vykazuji aktivitu na estrogenovych,
progesteronovych ¢i androgennich receptorech, a to s riznou afinitou i vnitini
aktivitou, coz pravdépodobné stoji v pozadi jejich vyS§i bezpe¢nosti v porovnani
s klasickymi ptipravky s obsahem pohlavnich hormont.[32] Nékdy se také oznacuji
jako selektivni modulatory estrogenovych receptortt (SERM). Dnes rozliSujeme dva
typy estrogennich receptorit (ER); ER-a — nachazi se ptevazné v déloze, mléénych
Zlazach a hypofyze a ER-p — exprimovan v fadé tkani jako napiiklad v mozku,

kostech, mocovém méchyti a thymu.[32,33]

Ucinek isoflavonoidii se neprojevuje pouze prostfednictvim estrogennich
receptord, ale mohou ovliviiovat riizné enzymy, syntézu proteind, transport vapniku,

oxidaci lipidd, diferenciaci bun€k nebo ucinek rastovych faktord.

Isoflavonoidy mohou mit pozitivni vliv na srde¢ni onemocnéni pisobenim na
estrogenni receptory, ale také snizovanim koncentrace lipidi a lipoproteinii v
plazmé. Isoflavony s6ji mohou stabilizovat LDL lipoproteiny proti oxidaci, o nizZ se
predpokladd, ze probihd v arteriich a je povazovédna za jednu z moZnych pficin
vzniku aterosklerosy. Na lipidové spektrum maji pfiznivéjsi vliv spiSe nizsi davky
nez pfili§ vysoké davky isoflavonl. V prevenci ateroskler6zy hraji vyznamnou roli

isoflavonoidy i vzhledem ke zlepSeni vazodilatace u Zen v postmenopauze.

Vyznamné jsou také UCinky antibakteridlni, insekticidni, imunosupresivni,

antifungalni.[27]
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3.2. Rostlinné kultury in vitro

Vyssi rostliny jsou dilezitymi zdroji 1é¢ivych latek. Jednou z moznosti, jak se

vyhnout obtizim se zajiSténim téchto latek, je kultivace rostlinnych tkani a bunék

in vitro. Vyuziti kultur in vitro lze rozdélit na dvé oblasti, ve kterych je

nejintenzivnéji provadén vyzkum, ktery méa 1 své praktické uplatnéni. Jde o

problematiku biotechnologickych metod v rozmnozovani a Slechténi rostlin a 0

produkci sekundarnich metabolitli témito kulturami, kterou lze ovlivnit napiiklad

vyuzitim prekurzori pozadovanych metabolitt, biotransformaci nebo procesem

elicitace. Vyuziti kultur in vitro jako zdroje dulezitych rostlinnych metabolitt pro

farmacii, potravinafstvi, kosmetiku a zeméd¢lstvi se jevi velmi perspektivni.[34,35]

3.2.1. Obecna charakteristika

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Kultivace in vitro - péstovani rostlinného materialu v podminkach co
nejuplnéji definovatelnych po strance chemické i fyzikalni a zabranujicich

nezadouci kontaminaci cizorodymi Zivymi organizmy a buiikami.

Rostlinny explantat - kazdy fragment Zivého pletiva, cely organ nebo
komplex organii, odebrany bud’ z intaktni rostliny nebo z jiz existujici kultury

s cilem péstovat jej v podminkach in vitro.
Intaktni rostlina - piivodni rostlina péstovana v pfirozenych podminkach.

Kultura rostlinnych explantatii - rostlinné explantaty péstované po urcitou
dobu v podminkach in vitro. Kultury rostlinnych explantati lze podle

morfologické charakteristiky zafadit do nékteré z nasledujicich péti kategorii:

1. Kultura orgédnova - organové systémy, organy resp. jejich zaklady nebo

¢asti péstované v podminkdach in vitro zplisobem, ktery umozinuje diferenciaci

a Caste¢né zachovava i jejich stavbu a funkei.
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X/
°

2. Kultura tkénova - do rizného stupné soudrzné, morfologicky

dezorganizované mnohobunééné komplexy tkané, pomnozované bud’ na
polotuhych ¢i pevnych nosi¢ich, nasycenych zivnym médiem nebo vyjimecné

Vv tekuté zivné pude.

3. Kultura suspenzni - volné buiiky a bunééné shluky spolecné pomnozované,

suspendovany v tekuté zivné pudé, promichavané a provzdusnované.

4. Kultura bunécné - volné jednotlivé bunky, resp. jejich nejblizsi potomstvo,

pomnozované v tekuté Ci polotekuté ptidé nebo na nosici nasyceném zivnou

pudou.

5. Kultura protoplastd - kultura bunc¢k zbavenych bunécnych stén, kde

bunécény obsah je obalen nikoliv pevnou bunécnou sténou, ale jen pruznou

elastickou plasmalemmou.
Primarni explantat - rostlinny explantat odebrany pfimo z intaktni rostliny.
Primarni kultura - kultura primarnich explantatu.

Subkultivace, pasazovani - prenos celé kultury nebo jeji ¢asti (inokula) do
cerstvé zivné pudy s cilem obnovit, zachovat nebo zesilit rist kultury po dalsi
subkultivaéni interval. Subkultiva¢ni interval je doba mezi dvéma

pasdzovanimi. Subkultivaéni ¢islo udava kolikrat byla kultura pasaZovana.

Rozpadavost kultur - schopnost tkanovych ¢i suspenznich kultur spontanné
se rozpadat na bunécné shluky a volné bunky, schopné dal$iho rlstu, resp.

pomnozovani.

Kalus, zaval, svalec - v ptivodnim vyznamu neorganizované pletivo, vzniklé
¢innosti sekundarnich meristémi po poranéni rostliny, v pfeneseném
vyznamu pletivo, které¢ vznikd na povrchu nenddorovych primarnich

explantatt a je schopné subkultivace.

Kalusova kultura - kultura kalusu in vitro.
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Totipotence — schopnost rostlinnych bunék kultivovanych in vitro obnovit
v prib¢hu diferenciacnich procesti specializované funkce a postupné
regenerovat ve fertilni rostlinu; umoznuje realizace genetickych zmén

vyvolanych v jednotlivych buiikach na trovni celého organismu.

Diferenciace — chemické a strukturalni zmény v jednotlivych buikach a
pletivech spocivajici v aktivaci €i inaktivaci urcitych gend, jimiz se odlisily
od tzv. eumeristematického stavu a ziskaly jinou specializaci. Opaény proces

je nazyvan dediferenciace.[36,37]
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3.2.2. Vlastnosti kultur rostlinnych explantatu

» Rostlinné kultury 1ze odvodit zbunky ¢i komplexu bunék pletiva
kteréhokoliv organu rostlinného téla (s vyjimkou nékterych velmi

specializovanych bun¢k, napf. sitkovice, sklereidy).

» Kulturu l1ze péstovat in vitro za vhodnych kultiva¢nich podminek neomezené

dlouho.

» Tkanova a suspenzni kultura se v prib¢hu ristu in vitro dediferencuje, ztraci
svij puvodni morfologicky a fyziologicky charakter, neni vSak homogenni,

obsahuje buiiky rizného stupné diferenciace.

» Suspenzni kultury jsou tvofeny volnymi buitkami a jednotlivymi bunéénymi
shluky, pomér volnych bunék a bunéénych shlukti se v pribéhu kultivace
muze ménit; rozpadavost kultury je ziejmé geneticky podminéna a lze ji

ovlivnit slozenim média a kultivacnimi podminkami.

» Bunky tkanovych ani buné¢nych kultur nejsou schopny tvofit jednovrstevnou

kulturu (monolayer), neuchycuji se na tuhé ani polotuhé podklady.

> Rada rostlinnych kultur je schopna trvale rist na plné syntetickych padach,

¢asto velmi jednoduchych.

» Explantatové organy, resp. organové zaklady v kultufe in vitro mohou

dorastat.

» Organové, tkanové ani bunéfné kultury nejsou schopny bez poskozeni

podstoupit konzervaci mrazem.

» Vhodnou kombinaci rustové aktivnich latek a ostatnich slozek kultiva¢niho
média lze v kulturach indukovat histogenezi nebo organogenezi, takto je

mozné odvodit z jediné somatické bunky Zivotaschopnou rostlinu.[36]
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3.2.3. Etapy kultivace explantatovych kultur

Cilem prace je =ziskat sterilni rostlinny materidl s vysokou produkci
metabolitl. Prvnim krokem je vybér vhodné matecné rostliny. Vychozi rostlina by
méla byt zdrava a péstovand v optimalnich podminkach. Nejlepsich vysledki je
dosazeno, je-li explantat odebran z rostliny v aktivni fazi rustu a nebo ze zasobnich
organl. Z povrchové sterilni nebo asepticky péstované rostliny se fragment
nékterého orgdnu umisti do kultivaéni nddoby s vhodnym sterilnim zivnym médiem
a inkubuje se pfi teplot¢ 23 — 28 °C. Typ vyvoje explantatu a intenzita proliferace je
ovlivnéna kultivanimi podminkami a slozenim média. Po n¢kolika tydnech se

objevi primarni kalus, ktery je schopen se rozmnozovat na novém médiu.

Ziskany kalus je schopen neomezené proliferace na vhodném médiu po
odstranéni zbytku vychoziho orgdnu. U prvnich pasazi se mohou objevit
morfologické a morfogenetické zmény. Teprve po vEétSim poctu pasdzi se ziska
stabilni a homogenni rostlinny material, ovS§em pouze za ptfedpokladu ptisného
dodrzovani konstantnich podminek kultivace, jako je sloZeni a zpracovani zivné

pudy, teplota, osvétleni, prostfedi a pravidelnost pasazi.

Z kalusové kultury 1ze enzymatickym nebo mechanickym zpiisobem odvodit
kulturu suspenzni. V prvnim piipadé se pouzivaji vhodné pektinazy, ve druhém

pomalobézné rolery a tfepacky.

Pro uspésnou kultivaci rostlinnych kultur je dulezité najit optimalni slozeni

zivného média a ptipravit vhodné fyzikalni podminky.[36,37]
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3.2.4. Podminky kultivace rostlinnych explantatt

Optimalni rist, ale 1 produkce sekundarnich metabolitii jsou ovlivnény volbou

vhodnych podminek.

3.2.4.1. SloZeni Zivnych médii

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

fyziologickych ucinkl rozdéluji do nasledujicich skupin:

*
L X4

X/

L X4

X/
L X4

Makroelementy — jsou nezbytné pro kultivaci intaktnich rostlin. Jedna se o
dusik, siru, fosfor, hot¢ik, vapnik, draslik. Pfidavaji se do zivné pudy ve

formé soli, jejich koncentrace v médiu je vyssi nez 30 mg.1™.

Mikroelementy — zahrnuji Zelezo, bor, mangan, jod a molybden; v mnoha
ptipadech jsou také nepostradatelné méd’ a zinek. Vyznam niklu, kobaltu a

hliniku pro rast kultivovanych rostlinnych tkani je zatim sporny.

Zdroje organického uhliku — cukry, alkoholy, organické kyseliny. Jsou
zakladni stavebni jednotkou pro nové vznikajici pletiva. Pro vétSinu
rostlinnych kultur je nejvhodnéjsi sachardza v koncentraci 2 — 5 %. Alkoholy
nemaji pro tkanové kultury takovy vyznam jako cukry. Jako uspokojujici
zdroj uhliku mize slouzit glycerin. Jiné alkoholy jsou jiZ méné ucinné,
nékteré jsou neucinné nebo jsou dokonce toxické (propanol, butanol). Ani
organické kyseliny nejsou idealni; ptiznivy vliv na rist kultur byl zjistén jen
u kyseliny jablecné.

Prostiedky pro odpénovani Zivnych pid - jsou rostlinné oleje - sdjovy,

dezodorizovany rybi tuk, tekutd frakce vepfoveého sadla a silikonové oleje -
jako vodna emulze s obsahem 10% silikonu. Tyto prostfedky jsou dulezité

predevsim ve vyrobe¢.
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Vitaminy — jsou pro rostlinu nezbytné jako katalyzatory fady metabolickych
procest. Pro rostlinné buriky a pletiva kultivovana in vitro mohou byt nékteré
vitaminy limitujicim faktorem jejich rGstu. Mezi vitaminy nejcastéji
pouzivané v zivnych médiich patfi thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin a
myoinositol. Thiamin se pouziva obvykle v koncentraci 0,1 — 10,0 mg.l'l. Je

soucasti veétSiny médii a je pro rust tkanovych kultur nepostradatelny.

V kultivacnich médiich se nékdy pouzivaji dal$i vitaminy jako biotin,
kyselina listova, kyselina askorbova, kyselina pantotenova, riboflavin a dalsi.

Jejich pfitomnost v médiich vSak neni vétSinou nezbytna.

Aminokyseliny — slouzi bunkam jako bezprostfedni zdroj dusiku nebo
mohou byt pfimo vyuzivany k syntéze proteint. Jejich pfirozené smési (napf.
hydrolyzat kaseinu) pasobi pfiznivé na rast a vyvoj explantatu, podporuji také
organogenezi. Dodavaji se do zivnych médii ptedevsim v ptipadé kultivace

bunéénych suspenzi a protoplasta.

Nedefinované smési prirodnich latek — rist explantatové kultury je mozné
stimulovat pfidanim celé fady organickych extrakti jako napf. protein
hydrolyzatu, kokosového mléka, kvasnicného extraktu, sladového extraktu,
extraktll z bandnd, konského kastanu, vlasského ofechu, kukufice, pSenice,
pomeranCové ¢i rajatové Stavy. V souCasné dobé se dava pirednost
definovanym kombinacim latek a tim se pfechazi ke skutecné syntetickym

médiim.[36]

Latky pouZivané pro zpevnéni média — pro piipravu tuhych médii se
nejcastéji pouziva agar, ktery ma oproti jinym latkam fadu vyhod. Agarové
gely jsou pfi kultivacnich teplotach stabilni, nereaguje s ostatnimi slozkami
média a neni rozkladan rostlinnymi enzymy. Tuhost svarového gelu je mozno
regulovat pouzitou koncentraci agaru, druhem agaru a pH média. V piipadé,
Ze neni pouzito pevné médium, je mozné explantaty fixovat na mistcich z
filtraéniho papiru, polyuretanové péné, cediCové vaté nebo perforovaném

celofanu.[37]

23



+ Rustové regulatory — rostlinné bunky jsou pii péstovani in vitro vétSinou

zavislé na piitomnosti ristovych regulatort, protoze syntéza endogennich

rustovych regulatorti (fytohormontl) neni pro zajiSténi rustu dostate¢na. Pro

ucely kultivace l1ze rastové regulatory rozd¢lit do tii zakladnich skupin:

Auxiny: mezi auxiny pouzivané v tkanovych kulturach rostlin
patii pfedevsim kyselina B-indolyloctova (IAA), kyselina -
indolyl-4-maselna (IBA), kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
(2,4-D) a kyselina o-naftyloctova (a-NAA). V kultiva¢nim
médiu jsou pouzivany piedevSim za ucelem stimulace rlstu
kalusu a bun¢k.V nékterych ptipadech k indukci tvorby prytu

a zejména kofend.

vvvvvv

Cytokininy: nejdulezitéjsimi pfirodnimi cytokininy jsou
zeatin a 6-izopentenylaminopurin a syntetickymi  6-
furfurylaminopurin (kinetin) a 6-benzylaminopurin (BA).
Pouzivaji se ke stimulaci buné¢ného dé€leni a k indukci tvorby

axilarnich pryt.

Gibereliny: hlavnimi zastupci jsou kyselina giberelova
(GBA) a giberelin. Pridavaji se do média vétsinou za tcelem
stimulace ristu bunéénych kultur, kalust a zakrslych rostlin.
[36,37]
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3.2.4.2. Fyzikalni podminky kultivace

Jednim z ptedpokladii uspésného péstovani rostlin in vitro je jejich

adaptabilita na podminky kultivace dané kultury. Z fyzikélnich faktorti sem lze

zaradit osvétleni, teplotu, pH zivného média atd.

X/
L X4

X/
L X4

Svétlo — ptasobenim svétla Casto dochazi v intaktnich rostlinach i tkédnovych
kulturach ke zméné intenzity biosyntézy a k akumulaci sekundarnich
metaboliti. Stejny vliv mé i svétlo na organovou diferenciaci. Svétlo mize
byt také induktorem nékterych biosyntéz, napt. syntézy flavonoidd a
anthokyanti. Pozitivni vliv svétla byl dale prokazan u kultur produkujicich
digitoxin a diosgenin. Je zndm i vliv svétla o riznych vlnovych délkéch na

produkci sekundarnich metabolitd.

Teplota — kultivaéni teplota je jednim z faktort, ktery ovliviiuje pribéh
kultivace tkanovych kultur. VétSinou je empiricky zvolena v t€sném rozmezi
okolo 25°C. Jeji hodnota ma vliv na rychlost ristu kultury a jeji zvySeni mize
indukovat organogenezi. Pokud je teplota pfili§ nizka, rychlost metabolismu

se zpomali az zastavi, pokud je teplota vysoka, dojde k posSkozeni bungk.

Acidita Zivného média — u rostlinnych tkani neni bezpodmine¢né nutna
pfesna hodnota pH Zivného média. Optimalni hodnota pH zavisi na typu
kultury. Pro vétSinu kultur in vitro se doporuc¢uje hodnota pH od 5,5 do 6.0.
Na tyto hodnoty se v pfipad¢é potieby upravuji ptdy ptisadou hydroxidu
sodného nebo kyseliny chlorovodikové.[36]
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3.2.5. Faze rustu kultury

Rostlinna kultura béhem rtstu prochézi nékolika fazemi. Jednotlivé faze jsou
charakterizovany ristovou kiivkou, ktera vyjadiuje zavislost koncentrace biomasy na
Case. Délka faze zavisi na slozeni zivného média, fyzikalnich faktorech a na typu a

stafi bunék, jejich mnozstvi a genetickém vybaveni.[36,37]

1. lag faze — obdobi pfizplisobeni se naockovanych bunék novému prostiedi. Po
umisténi bun¢k do zivného média je jejich koncentrace po urcitou dobu

konstantni nebo mtize prechodn¢ klesnout.

2. faze zrychleni (akcelera¢ni) — vSechny dulezité enzymové reakce postupné
dosahuji maximalnich konstantnich rychlosti a ptechézeji do ustaleného

stavu.

3. exponencidlni fize — buiilky rostou stale stejnou maximalni rychlosti, buiika
se z hlediska chemického slozeni neméni. Faze trva tak dlouho, pokud maji
buiikky dostate¢né mnozstvi zivin a pokud neni rast kultury inhibovan

produkty vlastniho metabolismu.

4. faze zpomaleni (deklina¢ni) — S postupnym vycerpanim zivin a hromadénim
metabolickych produkti dochazi k poklesu riistové rychlosti. V této fazi se

muze tvar ristové kiivky velmi li$it, coz zalezi na typu rostlinné kultury.

5. stacionarni faze — populace bunék dosahuje maximalni a po urcitou dobu
konstantni velikosti, doba této faze zavisi stejné¢ jako u ptedchozi faze na
zpusobu méteni koncentrace bunék. Maximalni dosazenou koncentraci bunék
urCuje fada faktorti: pocatecni koncentrace energetického zdroje, zdroje
dusiku a stopovych prvki, koncentrace kysliku, zptisob Gpravy pH béhem

kultivace.

6. faze odumirani — pro prib¢h faze neexistuje Zadné pravidlo, odumirdni mtze

byt pomalé nebo rychlé, spojené nebo nespojené s autolyzou bunék.
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Rustova krivka

log x 5

—_— ¢
Faze rastové kiivky: X — koncentrace biomasy; jednotlivé faze: 1) lag faze,
2) akceleracni faze, 3) exponencialni faze, 4) deklina¢ni faze, 5) stacionarni

faze, 6) faze odumirani

3.2.6. Produkce sekundarnich metabolitt

Vyssi rostliny jsou bohatymi zdroji 1éCivych latek. Jednou z moznosti, jak se
vyhnout obtizim se zajiSténim téchto latek, by mohlo byt zavedeni systému

bunécnych kultur pro jejich produkci.

Hlavni vyhody bunééné kultivace oproti kultivaci celé rostliny jsou
nasledujici [34]:

» Sekundarni metabolity mohou byt produkovany za kontrolovanych podminek
a Vprostitedi nezavislém na klimatickych zménach nebo pldnich

podminkach.
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» Rostlinné explantaty jsou péstovany sterilné, bez pouziti ochrannych

prostiedkil a hnojiv.

» Bunky jakékoliv rostliny, bez ohledu na jeji geograficky piivod, mohou byt

snadno péstovany k ziskani jejich specifickych metaboliti.

» Automatickad kontrola bunécného ristu a racionalni regulace metabolickych

procesti muze prispét ke snizeni pracovnich nakladd a zvyseni produktivity.

3.2.7. Biotechnologické vyuziti rostlinnych explantatovych

kultur

V poslednich letech nastal vyznamny pokrok ve vyvoji novych technik,
kterymi je mozné dosdhnout zvySeni produkce a akumulace sekundarnich ptirodnich
latek v bunéénych kulturach in vitro. Jde napiiklad o elicitaci, biotransformaci,

imobilizaci.

Uspé&snych vysledkll ve vyuzivani rostlinnych bunéénych kultur pro tvorbu
sekundarnich pfirodnich latek bylo také dosaZeno zejména postupy zaloZenymi na

manipulacich se slozenim zivného média, dale diky rozvoji metod klonovani.

Perspektivni je 1 pfenos rostlinnych gent, které koduji enzymy katalyzujici
reakce biosyntézy sekundarni latky do bakteridlni buniky nebo do buiky
mikroskopickych hub.

Ptes dosazené uspéchy zlstdva stile nevyfeSena celd fada problémi, které
stoji v cesté vyuziti tkanovych kultur pro produkci sekundarnich metabolitd. Ziejme
nejvaznéj$im je nizky obsah Zadanych latek, kombinovany s casto se vyskytujici

nestabilitou produkce.[34]
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3.3. Elicitace

3.3.1. Charakteristika elicitace

Jednou z metod, které lze vyuzit ke zvySeni produkce sekundarnich
metabolitil v rostlinach, je metoda elicitace, pii které jsou vyuzivany obranné reakce
rostlin v podminkach in vitro. Elicitaci vyvolany stres aktivuje obranné reakce
rostliny nebo rostlinného explantatu, které vedou mimo jiné ke zmén¢ transkripce

gent kodujici enzymy ovliviiujici biosyntézu sekundarnich metabolitt.[3,38]

Jako stres se oznaCuji vSechny faktory, které vyvolavaji odchylky od
fyziologického standardu a také wuréitym zplsobem zatézuji organismus.
V okamziku, kdy je tkaiiova kultura vystavena stresu , zahdji jako obrannou odpovéd
syntézu tzv. fytoalexinl. Jde o nizkomolekularni latky sekundarniho metabolizmu,
které se ve zdravé rostliné nevyskytuji, nebo jen ve velmi nizkych koncentracich.
V soucasné dobé¢ je znamo vice nez 300 fytoalexini, které po chemické strance patii
mezi velmi riznorodé typy sloucenin. Naptf. u rostlin celedi Fabaceae prevazuji
flavonoidy a isoflavonoidy, u jinych celedi to mohou byt seskviterpeny
(Solanaceae), diterpeny (Poaceae), furanokumariny (Apiaceae) ¢i stilbeny
(Vitaceae). Vétsina z téchto sloucenin je lipofilni povahy, coz jim usnadiiuje
pronikani pfes plazmatickou membranu patogeni. PoSkozeni membranovych funkci

patii také k nejcastéj$im mechanismiim toxického piisobeni fytoalexinii.[3]
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3.3.2. Elicitory

Elicitory jsou signdlni latky, jejichz ptivod je biologicky ¢i nebiologicky.
Maji schopnost dat podnét k aktivaci gent, které jsou nezbytné pro syntézu
fytoalexinu. Elicitory aktivuji urCité enzymy, které katalyzuji tvorbu antimikrobialné
pusobicich sekundarnich latek (fytoalexinu) i jinych stresovych latek s charakterem

sekundarnich metabolitt.[38]

3.3.2.1. Biotické elicitory

Jde o organické latky se signdlnim u¢inkem. Radime mezi né:

» celé intaktni patogenni i nepatogenni organismy nebo jejich c¢asti: viry,
bakterie (napt. Pseudomonas), houby (napt. Candida, Aspergillus), kvasinky,
mykoplazmata

= organické molekuly parazitickych organismu: oligosacharidy, glykoproteiny,
mastné kyseliny

» endogenni konstitutivni elicitory: organické molekuly pochézejici z bunék
napadené rostliny: chitosan, oligogalakturonidy, kyselina jasminova, kyselina

salicylova[38]

3.3.2.2. Abiotické elicitory

Jde o chemické a fyzikalni vlivy, které stresuji rostlinu a spoustéji tvorbu
fytoalexinli. Vyhoda abiotickych elicitori spo¢iva v tom, Ze jsou chemicky zcela
definované, lze je piesngji davkovat a jsou zpravidla financné dostupné.[38]

Radime mezi né:

= soli tézkych kovii: CuCly, HgCl,, CdCl,, CuSO4, MNSO4, PONO3

* inhibitory latkové vymeény: kyselina trichloroctova, 2,4-dinitrofenol
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» fyzikalni vlivy: UV zéfeni, gama zafeni, zmény pH a osmotického tlaku
= detergenty

» rostlinné ochranné prostiedky: pesticidy[3]

3.3.3. Podminky elicitace

Zakladnim ptedpokladem uspé$né elicitace je nutné splnéni urcitych

podminek:

= volba vhodného elicitoru

= doba ptisobeni elicitoru na kulturu

= optimalni koncentrace elicitoru

» volba vhodného rostlinného explantatu pro kultivaci
» volba vhodného média a jeho sloZeni

= stafi kultury

* rustova faze kultury

vvvvvv

podminkou Gspésné elicitace.[39]

Poznatky o procesu elicitace, ktery podminuje tvorbu a akumulaci
sekundarnich pfirodnich latek v rostlinnych bunéénych kultur, lze shrnout

nasledovné:

= tvorba sekundédrnich pfirodnich latek po plsobeni elicitoru se vyskytuje
predevsim v bunikéach, které se nachazeji na konci ristové faze

* nastava v prubéhu né€kolika hodin po ptsobeni elicitoru (12-48 hodin)

= probiha v buiikach suspendovanych v ristovém médiu, tak i v kalusu

» sekundérni pfirodni latky jsou pfitomny v buiikéch i v médiu

» ¢licitaci miZzeme opakovat, aniz nastava poskozeni bunky[34]
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3.3.4. Mechanismus ucinku elicitoru

Na zéklad¢ dosavadnich znalosti se pfedpoklada, ze elicitory indukovana
produkce a akumulace fytoalexini a jinych stresovych metaboliti rostlinnymi
kulturami in vitro je regulovana stejnymi mechanismy jako v pfipadé intaktni
rostliny.[38]

Vétsina obrannych reakci rostliny je zavisla na aktivaci vhodnych gent.
Elicitory obvykle neovliviiuji genovou aktivitu pifimo, ale zprostiedkované pomoci
pfenasecu signalu (oznacovanych také jako druzi poslové; second messenger). Ti pak
prenaseji signaly v bufice transdukénimi signalnimi cestami, coz vede ke genové
expresi a biochemickym zméndm. Prenos extracelularniho signidlu do
intracelularniho signalniho syst¢ému a nasledn¢ k DNA v jadfe je mozny vice

systémy.[3]

Byly nalezeny nékteré komponenty signalniho transdukéniho fetézce, které
pomahaji pfenosu signalu pfes membranu do buiiky. Jedna se o G-protein, vapenaté

ionty, proteinkinazy.

Ptedpoklada se, Ze molekuly biotického elicitoru interaguji se specifickymi
membranovymi receptory. Obsazeni receptoru muze vést k aktivaci G-proteinu,
k otevieni vapenatych kanalt a k rychlému influxu vapenatych iontt do bunky.[40]
G-protein lezi na vnitini strané¢ plazmatické membrany. Po navéazani elicitoru na
vazebné misto receptoru se méni konformace receptoru a v tomto stavu vaze na své

intracelularni ¢asti G-protein.

Aktivaci G-proteinu je umoznén vstup vapniku do bunky pies vapnikovy
kanal. Extracelularni vapnik je povaZovan za signdl, ktery pfindsi informaci o
poranéni dovniti builky. Dalsi pfedpokladany zdroj vapenatych, ktery pochazi
Z intracelurnich organel (mitochondrie, endoplasmatické retikulum), ptfenasi
informace v buiice. Tonty Ca®* se uvniti buiiky vazi na bilkovinu kalmodulin, ktera
ma Ctyfi vazebna mista pro vapenaté ionty a narustajici komplex kalcium-kalmodulin
moduluje mnoho fyziologickych procesi. Vznikly komplex ovliviiuje aktivitu

urcitych proteinkinaz.
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ZvySeni koncentrace vdapenatych iontd v cytozolu, a tim 1 aktivace
proteinkindz muze byt dosazeno i jinymi cestami. Pfenos signdlu muize byt
zprostiedkovan pomoci fosfoinositolového systému, pii kterém hydrolyzou lipida
plazmatické membrany jsou generovany dv¢ signalni slouceniny: inositol-1,4,5-
trifosfat a diacylglycerol, které za ucasti iontli vapniku aktivuji proteinkinizy a

posléze i expresi gentl.

Nekteré pokusy dokazuji, ze velmi Castym a rychlym zplisobem pienosu
signalu a aktivace genové exprese je také tvorba superoxidu a dalSich aktivnich
forem kysliku vyvolané elicitory. ZvySené mnozstvi peroxidu je mozné zjistit po 5 az
10 minutach piisobeni elicitoru. Kromé mozného piimého ucinku mohou reaktivni
kyslikové derivaty ovliviiovat expresi genll i nepfimo — zpUsobuji totiz peroxidaci
membranovych lipidii, coz vede ke zvySeni syntézy stresovych fytohormonti

(kyseliny jasminové), jejichz signalni funkce jsou jiz znamy.[3]

U abiotickych elicitori ovSem nedochazi k vazbé na specificky receptor, ale
napft. tézké kovy pravdépodobné spoustéji peroxidaci lipidit membrany, a tak dochéazi
ke zvySeni propustnosti membrany pro vapenaté ionty.[38] lonty tézkych kovi
vyvolavaji aktivaci transkripce nékolika gend tvorbu fytochelatinli. Jsou to malé
peptidy syntetizované z glutathionu, které inaktivuji tézké kovy tvorbou

komplext.[41]

3.3.5. Kyselina jasminova

K endogennim signalnim latkdm rostlinnych obranych reakci, které se
podileji na zménach v genové expresi, patii kyselina jasminova, jeji prekurzory a
derivaty, coz potvrdily experimenty zabyvajici se genetickym a biochemickym

rozborem signalnich cest.
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Kyselina jasminova a jeji methylester jsou pfirozenymi hormonalnimi
regulatory, které kontroluji starnuti rostlin a indukuji procesy probihajici po poranéni

rostlin, v ptipad¢ exogenni aplikace mohou pusobit také jako elicitory.[42]

Methyljasmonat indukuje sekundarni metabolismus fady rostlinnych
suspenznich kultur, napf. Coleus blumei, Catharanthus roseus, Rubia tinctorium,

Alcanna tinctoria, Farsetia aegyptia.[43-47]

Také v suspenzni kultute Taxus cuspidata byl sledovan vliv methyljasmonatu
na akumulaci protirakovinné latky paklitaxelu.[48] U suspenzni kultury Taxus
chinensis 100 uM methyljasmonatu indukuje produkci taxanového diterpenu
taxuynaninu  C.[49] V suspenznich kulturach Silypbum marianum pfidani

methyljasmonatu zvysilo akumulaci silymarinu.[50]

Kyselina jasminova indukuje zvySenou produkci antrachinonti a zvySeny rast
bun€k v suspenzni kultufe Morinda elliptica.[51] Ptidani kyseliny jasminové ke
kultufe kofenovych vlaski druhu Azadirachta indica zptsobilo nartst produkce

azadirachtinu, ktery se pouziva jako ekologicky, pfirodni pesticid.[52]

V explantatové kultuie Ononis arvensis L. se maximalni produkce flavonoidu
projevila po 12 hodinové aplikaci 4,8 mM roztoku kyseliny jasminové, kdy u

suspenzni kultury doslo ke zvySeni produkce o 38 % a u kalusové kultury o 55%.[53]

Prikladem uspésné elicitace je také experiment, kde byla kyselina jasminova
pouzita ve Ctyfech koncentracich u tkanové kultury Rheum palmatum L. Doba
elicitace byla 6 az 48 hodin. Maximalni obsah anthracenovych derivati u kalusové
kultury se projevil po 12 hodinové aplikaci nejsilngjsi koncentrace 5 mM a u

suspenzni kultury po 48 hodinové aplikaci koncentrace 0,05 mM.[54]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzity material, pristroje a pomucky

4.1.1. Rostlinny material

K pokusim uvedenym V této praci byla pouzita explantatovd kultura,
odvozena ze sterilni kli¢ni rostliny jetele luéniho Trifolium pratense L., Fabaceae
(varieta DO-8). Semena byla ziskana ze Slechtitelské stanice Domoradice. Elicitace

byla provedena u dvouleté kalusové a suspenzni kultury.

4.1.2. Stanoveni ztraty susenim

Ztrata suSenim je ztrata hmotnosti vyjadiend v hmotnostnich procentech. Do
vazenky, pfedem vysuSené 2 hodiny pii 105 °C, byly odvaZeny asi 2,000 g
explantatové kultury. Vazenka s obsahem byla zvdZena a suSena 2 hodiny v susarné
pii 105 °C. Po vysuSeni a vychladnuti v exsikatoru byla zvazena. Ztrata susenim byla
vztazena na navazku explantitové kultury a vyjadfena v procentech. Vysledna

hodnota ztraty susenim 5,69 % je aritmetickym prumérem ze tfi stanoveni.[56]
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4.1.3. Chemikalie

% 6-benzylaminopurin ¢., Lachema, Brno

¢ Dihydrogenfosfore¢nan sodny ¢., Lachema, Brno

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

% Ethanol 96%, Lachema, Brno

% Chloramin B, Lachema, Brno

+¢ Chlorid kobaltnaty p.a., Lachema, Brno

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

% Jodid draselny p.a., Lachema, Brno

% Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova ¢., Lachema, Brno
% Kyselina borita p.a., Lachema, Brno

¢ Kyselina chlorovodikova p.a., Lachema, Brno

% Kyselina jasminova p.a., Lachema, Brno

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

¢ Kyselina nikotinova ¢., Lachema, Brno

% Kyselina octova bezvoda p.a., Lachema, Brno

% Kyselina octova ledova p.a., Lachema, Brno

* Kyselina $tavelova ¢., Lachema, Brno

% Methanol p.a., Lachema, Brno

¢ Molybdenan sodny p.a., Lachema, Brno

¢ Myoinositol €., Sigma, St. Louis

%+ Sacharoza p.a., Lachema, Brno

% Siran amonny p.a., Lachema, Brno

+ Siran hofe¢naty p.a., Lachema, Brno

+ Siran manganaty p.a., Lachema, Brno

+ Siran méd’naty p.a., Lachema, Brno

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

¢ Siran zeleznaty p.a., Lachema, Brno
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4.1.4. Pristroje a pomucky

X/

Analytické vahy A 2008S, Sartorius, Gottingen

Autoklav PS 20A, Chirana, Brno

Horkovzdusny sterilizator HS 31A, Chirana, Brno

Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Zilina

Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

Tiepacka Unimax 2010, Heidolph

Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge

Chromatograficka sestava Jasco (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015,
autosampler AS-2055), Merck, Darmstadt

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

37



4.2. Kultivace explantatové kultury

4.2.1. Kultivaéni nadoby a nastroje

Ke kultivaci explantatovych kultur bylo pouzito nadobi z varného skla znacky
SIAL, které je dostatecné odolné viici vode, chemikaliim a rozdilim teplot. Kalusové
kultury byly kultivovany na miustcich z filtracniho papiru vlozenych do 100 ml

Erlenmeyerovych banék. Suspenzni kultury byly kultivovany ve 250 ml varnych

bankach z téhoz skla.

Kovové nastroje byly oplachnuty 96% ethanolem a po zabaleni do hlinikové
folie sterilizovany 2 hodiny v horkovzdusném sterilizatoru pfi teploté 200 °C. Pipety

S kouskem vaty vlozenym do jejich horniho konce byly také sterilizovany

V hlinikové fo6lii 15 min pii teploté 121 °C v autoklavu.

4.2.2. Priprava zivného média

Pro kultivaci tkdnovych kultur bylo pouzito Zivné¢ médium podle Gamborga,

které ma nasledujici sloZzeni:[55]

KNO3

CaCl, .2 H,0
MgSO; . 7 H,0
(NH.)2S04
NaH,PO, . H,0
FeSO,. 7 H,O

2 500,00
150,00
250,00
134,00
150,00

27,84
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Na;EDTA 37,34 mg.l*

KI 0,75 mg.l*
H3BO; 3,00 mg.l*
MnSO, . H,0 10,00 mg.I*
ZnSO,. 7 H,0 2,00 mg.l*t
Na,MoO, . 2 H,0 0,25 mg.l*t
CuSO4. 5 H,0 0,025 mg.I*
CoCl,. 6 H,0 0,025 mg.I*
myoinositol 100,00 mg.I*
kyselina nikotinova 1,00 mg.l*t
pyridoxin 1,00 mg.l*
thiamin 10,00 mg.I*
sacharosa 30 000,00 mg.I*

Jako stimulétor riistu byla pouzita 2 mg.1I" 2,4-dichlorfenoxyoctové kyselina

v kombinaci s 2 mg.I™ 6-benzylaminopurinem.[23]

Piida pripravend pro kultivaci byla rozlita po 30 ml do Erlenmeyerovych
bangk s papirovymi mustky pro kultivaci kalusovych kultur a po 25 ml do varnych
banck pfipravenych pro kultury suspenzni. Bailky byly uzavieny hlinikovou folii a

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

39



4.2.3. Odvozeni kalusové kultury, pasazovani a kultivace

Semena Trifolium pratense L. byla chemicky sterilizovana nejprve
ponofenim na 3 minuty do 70% lihu, dale ponofenim na 2 minuty do 10% vodného
roztoku chloraminu a nakonec vlozenim na 10 minut do 2% chloraminu. Mezi
kazdou lazni byla semena dikladn€¢ oplachnuta sterilni vodou. Vysterilizovana
semena byla vysévana na mustky z filtraéniho papiru do Erlenmeyerovych banék
s 30 ml zivného média podle Gamborga. Po tydnu kultivace pii teploté 25 °C a

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

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

pouzito sterilni sklo a nastroje.

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

Subkultivacni interval byl 21 dni.

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

subkultivace pfenesenim ¢asti narostlé suspenze do banék s cerstvym médiem.[23]
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4.3. Elicitace

K elicitaci byly pouzity roztoky kyseliny jasminové v 96% ethanolu o
koncentraci: 5000 uM, 500 uM, 50 uM, 5 uM.

Elicitace kalusové a suspenzni kultury byla provadéna za aseptickych
podminek v boxu s laminarnim proudénim vzduchu. Pfi elicitaci byl pridavan 1,0 ml
elicitoru prislusné koncentrace ke kalusové kultuie i K suspenzni kultuie ve 21. dni

kultivace. Ke kontrolnim kulturam byl ptidavan 1,0 ml destilované vody.[23]

K experimentu bylo vzato 108 kultivacnich ban¢k s kalusovou kulturou.
Soubor 12 ban¢k bez elicitoru slouzil jako kultura kontrolni. Do ostatnich 96 ban&k
S kulturou byl ptfidan vzdy 1,0 ml elicitoru o pfisluSné koncentraci. Potom byly
baniky peclivé uzavieny hlinikovou folii a déle kultivovany za jiz uvedenych

podminek. Vznikly tak 4 soubory Sesti ban¢k s elicitovanou kulturou.

Elicitované kultury byly odebirany po 6, 24, 48, 168 hodinach. Odbéry
kontrolnich kultur byly provedeny po 6 a 168 hodinach. U kalusovych kultur byly
pinzetou vyjmuty kalusy na filtraéni papir a suSeny pii laboratorni teploté. U
suspenznich kultur byly buiiky oddéleny od kultivacniho média filtraci za snizeného

tlaku a také susSeny pfi laboratorni teplot¢.
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4.4. Stanoveni obsahu flavonoidu

Obsah flavonoidt byl stanoven spektrofotometricky po reakci s roztokem

kyseliny borité a kyseliny $tavelové v kyseliné mravenc¢i bezvodé.[56]

Zakladni roztok: 0,400 g praskované drogy (250) se ve 200ml baiice smicha

se 40 ml lihu R 60% (V/V) a zahtiva se 10 min ve vodni lazni pii 60 °C, za Castého
protfepavani. Po ochlazeni se zfiltruje pfes chomacek vaty do 100ml odmérné banky.
Chomacek vaty se vlozi ke zbytku drogy ve 200ml bance, ptida se 40 ml lihu R 60%
(VIV) a zahtiva se 10 min ve vodni lazni pfi 60 °C, za Castého protifepavani. Po
ochlazeni se zfiltruje do téZze odmérné banky. 250ml banka i filtr se promyji lihem R
60% (V/V) a promyvaci tekutina se ptida do odmérné bariky. Spojené roztoky se
ziedi lihem R 60% (V/V) na 100,0 ml a roztok se zfiltruje.

ZkouSeny roztok: 5,0 ml zékladniho roztoku se odpaii v baiice s kulatym

dnem za snizeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dilt
methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a ptevede se do 25ml odmérné
banky. Barika s kulatym dnem se promyje 3 ml smé&si objemovych dili methanolu R
a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a promyvaci tekutina se ptevede do téze
odmérné banky. K tomuto roztoku se ptida 10,0 ml roztoku, ktery obsahuje kyselinu
boritou R (25,0 g/l) a kyselinu stavelovou R (20,0 g/l) v kyseliné mravenci bezvodé R

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

Kontrolni roztok: 5,0 ml zékladniho roztoku se odpafi v bance s kulatym

dnem za sniZené¢ho tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dilt
methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a ptevede se do 25ml odmérné
bariky. Barika s kulatym dnem se promyje 3 ml smési objemovych dilti methanolu R
a kyseliny octové ledovée R (10 + 100) a promyvaci tekutina se pfevede do téze
odmérné banky. K tomuto roztoku se ptida 10,0 ml kyseliny mravenci bezvodé R a

ziedi se kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml.
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Po 30 min se méfi absorbance (2.2.25) zkouseného roztoku pti 410 nm proti

kontrolnimu roztoku.

Obsah flavonoidi v procentech, vyjadieno jako hyperosid (CzH00:1), se

vypocita podle vzorce:

A.1235

m

v némz znaci:
A — absorbanci roztoku v maximu pii 410 nm,;
m — hmotnost zkousené drogy v gramech.

Specificka absorbance ma hodnotu 405.

4.5. Stanoveni obsahu isoflavonoidu

Ke stanoveni daidzeinu, genistinu, genisteinu, formononetinu a biochaninu A
byla zvolena metoda HPLC.[57]

4.5.1. Priprava vzorku

Asi 0,8000 g upraskované kultury se ve 100ml bafice smicha s 15 ml
methanolu 80% a extrahuje se 30 minut na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em. Po
ochlazeni se zfiltruje pies maly chomacek vaty do 25ml odmérné baiiky. Chomacek
vaty se vlozi ke zbytku kultury ve 100ml bance, pfida se 15 ml methanolu 80% a
extrahuje se jeSté¢ jednou 20 minut na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em. Po
ochlazeni se zfiltruje do téze odmérné baiky a spojené extrakty se ziedi
methanolem 80% na 25,0 ml. Roztok se ptevede ptes mikrofiltr do vialek a analyzuje

se metodou HPLC.
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4.5.2. HPLC analyza

HPLC analyzy byly provadény na chromatografick¢é sestavé Jasco
(Gerpadlo PU-2089, detektor MD-2015, autosampler AS-2055), vybavené
predkolonovym filtrem a kolonou LiChrospher RP-18 250x4 (5um) s ochranou
ptredkolonkou.

Eluce mobilni faze probihala nejdfive gradientové. V ¢ase t = 0 bylo slozeni
30 % methanolu a 70 % vody, v ¢ase t = 9min 80 % methanolu a 20 % vody.

Nasledovala isokraticka eluce stejnym slozenim do casu t = 15min.

Priutok byl 1,1 ml/min, a mobilni fiaze obsahovala jako pufr 0,15 %

kyseliny fosforecné.

Detekce byla provedena pomoci DAD detektoru Vv rozmezi vinovych délek
200 — 650 nm. Obsah sledovanych latek byl vypocten z pikd pii vinové délce
260 nm. Obsah vsech latek byl kvantifikovan matematickou metodou normalizace a
porovnanim s kalibra¢ni kiivkou vytvofenou pomoci externé méteného standardu

téze latky.
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Obr.1. Chromatograficky zaznam standarda

=l Different ¥ units

Obr.2. Chromatograficky zaznam elicitovaného vzorku
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4.6. Statistické vyhodnoceni

Statistické zpracovani naméfenych hodnot obsahu flavonoidd v kulturach
Trifolium pratense L. bylo provedeno na zékladé T — testu (test vyznamnosti rozdilu

dvou primért), pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05.[58]

> |
Il

Aritmeticky pramér

S5
' >

Smérodatna odchvlka

N rozsah souboru
Xiveunn. namétené hodnoty
X...... aritmeticky primeér

S eennn smérodatna odchylka
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T —test

Ng...... pocet ¢lent pokusného souboru
No..... pocet ¢lent kontrolniho souboru
X1 ... aritmeticky primér pokusného souboru
X2 ... aritmeticky primér kontrolniho souboru
ST venne smerodatna odchylka pokusného souboru
So ... smérodatna odchylka kontrolniho souboru
too..... testovaci kriterium
x| nnen,-2)
NS’ +n,s,? N, +n,

Testovacimu kriteriu pfislusi t rozdéleni se stupném volnosti (V)

vypocitaného podle vztahu : v=n;+ ny; -2

Kriticka hodnota t(v)p pro p(0,05) av(4) = 2,776
Kriticka hodnota t(v)p pro p(0,05) a v(3) = 3,182

Hodnotu testovaciho Kriteria (t) srovname s piislusnou kritickou hodnotou

t(v)p pro vypocitany stupent volnosti (V) a zvolenou hladinu vyznamnosti (p). Je-li

hodnota (t) vétsi nez hodnota t(v), je rozdil |)_(1 — X2 | statisticky vyznamny na hladiné

vyznamnosti.[58]
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5. VYSLEDKY

5.1. Tabulky

Tabulka 1. Produkce flavonoidd v suspenzni kultufe Trifolium pratense

(varieta DO-8) elicitované kyselinou jasminovou

Elicitace Kontrola
Doba
Koncentrace .
O aplikace . i
elicitoru | .00, | Pramérny | Smérodatna [ Pramérny |Smérodatna [ T-test
(UM) (hod) | Obsah (%) | odchylka | obsah (%) | odchylka
6 0,079 0,0113 0,068 0,0073 1,156
5000 24 0,092 0,0029 0,068 0,0073 4,321
48 0,089 0,0059 0,068 0,0073 2,630
168 0,023 0,0029 0,094 0,0098 7,714
6 0,112 0,0052 0,068 0,0073 6,943
500 24 0,070 0,0032 0,068 0,0073 0,283
48 0,056 0,0054 0,068 0,0073 1,541
168 0,024 0,0021 0,094 0,0098 7,708
6 0,091 0,0049 0,068 0,0073 3,700
50 24 0,083 0,0118 0,068 0,0073 1,529
48 0,057 0,0019 0,068 0,0073 2,062
168 0,042 0,0085 0,094 0,0098 4,744
6 0,044 0,0106 0,068 0,0073 2,637
5 24 0,085 0,0038 0,068 0,0073 2,921
48 0,059 0,0031 0,068 0,0073 1,276
168 0,024 0,0043 0,094 0,0098 7,366
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Tabulka 2. Produkce flavonoidi v kalusové kultufe Trifolium pratense L.

(varieta DO-8) elicitované kyselinou jasminovou

Elicitace Kontrola
Koncentrace Doba
elicitoru aplikace
(M) elicitoru | opsah (%) | Obsah (%)
(hod)
6 0,078 0,057
5000 24 0,056 0,057
48 0,057 0,057
168 0,020 0,034
6 0,083 0,057
500 24 0,064 0,057
48 0,039 0,057
168 0,021 0,034
6 0,076 0,057
50 24 0,058 0,057
48 0,039 0,057
168 0,040 0,034
6 0,081 0,057
5 24 0,043 0,057
48 0,020 0,057
168 0,014 0,034

Zvyraznéné hodnoty obsahu flavonoidu jsou statisticky vyznamné vys$i nez hodnoty

kontroly, p = 0,05.
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Tabulka 3. Produkce isoflavonoidi v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.

(varieta DO-8) elicitované kyselinou jasminovou

Koncentrace Doba i iqc
< aplikace Obsah isoflavonoidd (%)
elicitoru lici
(M) elicitoru
(hod) — — - :
genistin | daidzein genistein formononetin
6 0,11 0,04 0,01 0,03
24 0,11 0,04 0,01 0,03
kontrola
48 0,11 0,04 0,01 0,03
168 0,05 0,03 0,01 0,02
6 0,09 0,03 0,01 0,04
5000 24 0,11 0,02 - 0,01
48 0,15 0,03 0,02 0,03
168 0,01 0,03 - 0,04
6 0,23 0,09 0,01 0,02
500 24 0,18 0,06 0,01 0,02
48 0,06 0,05 0,02 0,04
168 - 0,01 - 0,04
6 0,24 0,07 0,01 0,03
50 24 0,10 0,03 0,01 0,02
48 0,06 0,03 0,01 0,02
168 - 0,02 0,05 0,01
6 0,15 0,04 0,01 -
5 24 0,11 0,04 0,01 0,02
48 0,09 0,04 0,01 0,03
168 0,01 0,02 - 0,03
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5.2. Grafy

Graf 1. Suspenzni kultura Trifolium pratense L. elicitovana kyselinou jasminovou
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Graf 2. Kalusova kultura Trifolium pratense L. elicitovana kyselinou jasminovou
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6. DISKUSE

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

metodou velmi nadéjnou.

V soucasné¢ dob¢ je zifejmy stoupajici zdjem o produkci flavonoidi a
isoflavonoida rostlinnymi explantaty, coz souvisi s Sirokym spektrem biologickych
ucinkl téchto sekundarnich metabolitt.[4-9] Velmi nadéjnym zdrojem téchto
ptirodnich latek je jetel lu¢ni (Trifolium pratense L., Fabaceae). Je pouzivan
v lidovém 1é¢itelstvi a jako hospodaiska plodina. V posledni dobé se objevuje
mnozstvi piipravka s obsahem z jetele luéniho, které jsou doporucovany Zenam na
odstranéni ¢i zmirnéni ptfiznakli menopauzy. Mnoh¢ studie se proto snazi potvrdit
toto pfiznivé pasobeni na postmenopauzalni potize, jejich vysledky nejsou ale

jednotné.[12-14]

U suspenzni a kalusové kultury Trifolium pratense L (varieta DO-8) byl
sledovan vliv biotického elicitoru kyseliny jasminové na produkci flavonoidi a

isoflavonoidu.

K endogennim signalnim latkam rostlinnych obrannych reakei patii totiz také
kyselina jasminova, jeji prekurzory a derivaty, coZ potvrdily experimenty zabyvajici
se genetickym a biochemickym rozborem signalnich cest.[59] Kyselina jasminova je
pfirozenym hormonalnim reguldtorem, ktery kontroluje starnuti rostlin a indukuje
procesy probihajici po poranéni rostliny, v pfipad¢é exogenni aplikace mize pusobit

také jako elicitor.[42]

Uspé&sna elicitace je podminéna celou fadou faktort, které jsou specifické pro
kazdy elicitor a pro kazdou explantdtovou kulturu. Jedna se napt. o koncentraci a
dobu plisobeni elicitoru. Z téchto divodi byly zkouSeny lihové roztoky kyseliny
jasminové o koncentraci 5000 uM, 500 uM, 50 uM a 5 uM, které byly zvoleny

v rozmezi koncentraci obvykle pouzivanych u tohoto typu elicitoru.[45,60,61]
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Sledované doby putsobeni elicitoru (6, 24, 48 a 168 hodin) vychazely
z poznatku jiz provedenych pokust [54,62,] a z publikovanych tdaji, které udavaji
zvySeni produkce sekundarnich metaboliti v pribéhu nckolika hodin az dni po

ptidani elicitoru.[63-66]

Kontrolni kultury byly odebirdny po 6 a 168 hodinach, nebot’ jejich produkce

se v takto kratkych ¢asovych intervalech vyznamné neméni.

Dalsim faktorem, ktery miize ovlivnit uspésnost elicitace, je fyziologicky stav
kultury, respektive jeji rustova faze. Z piedchazejicich pokust vyplyva [23], Ze pro
elicitaci suspenzni i kalusové kultury Trifolium pratense L. je optimalni 21. den
subkultivace, a proto elicitace kultury byla provedena v tomto dni kultivace.

Z vysledku biotické elicitace suspenzni kultury Trifolium pratense L.
(tab. ¢. 1, graf ¢. 1) kyselinou jasminovou je zfejmé, Ze produkce flavonoidi byla
ovlivnéna pozitivné. Maximalni obsah (0,112 %) byl zjistén po 6hodinovém
pusobeni koncentrace 500 uM, coz piedstavovalo statisticky vyznamné zvySeni

V porovnani s kontrolni kulturou o 65 %.

Kladné Ize hodnotit také nejsiln€jsi koncentraci 5000 puM, kterd ve vSech
¢asovych intervalech (s vyjimkou 168hodinové aplikace) vyvolala zvySeni produkce
oproti kontrole. Z vysledkt dale vyplyva, ze ze sledovanych Casovych intervall je
nejvhodnéjsi 6hodinova a také 24hodinova aplikace elicitoru, ovSem s dels$i dobou
aplikace je vliv elicitace jiz negativni. Nejdel$i 168hodinové plsobeni vSech

koncentraci elicitoru produkci flavonoidti v porovnani s kontrolou vyznamné snizilo.

V piipadé biotické elicitaci kalusové kultury Trifolium pratense L. (tab. ¢. 2,
graf €. 2) je nutné uvést, Ze na rozdil od suspenzni kultury rostla tato kultura velmi
pomalu a tak pro experimenty bylo ziskdno jen malé mnozstvi materidlu (omezeny

pocet vzorkil na stanoveni obsahu flavonoidi)

Z vysledkl vyplyva, ze nejlepsi elicitatni u¢inek prokazala podobné jako u
suspenzni kultury koncentrace 500 uM, ktera po 6hodinové aplikaci vyvolala
maximalni obsah flavonoidi (0,083 %) v elicitované kultufe a doslo k zvyseni
produkce o 46 % oproti kontrole. Také 24hodinova aplikace zplsobila zvySeni

produkce, ale del§i pasobeni elicitoru jiz vedlo k poklesu produkce vuci kontrole.
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Za nejlepsi dobu aplikace elicitoru Ize opét jako u suspenzni Kultury povazovat 6
hodin a dale 24 hodin, nebot’ v téchto casovych intervalech vSechny koncentrace
kyseliny jasminové (s vyjimkou 24hodinového plisobeni koncentrace 5 uM) zvysily

produkeci flavonoida vzhledem ke kontrole.

Porovname-li produkci flavonoidi v kalusové a suspenzni kultufe Trifolium
pratense L., je zfejmé, Ze vyssi obsah sledovanych metaboliti byl zaznamenan
V kultuie suspenzni nez kalusové. Jednim z diivodi mize byt to, ze u suspenzni
kultury je zajistén vétsi kontakt bun€k s pridavanym elicitorem. Dale Ize uvést, ze
vliv elicitace na produkci flavonoidi z hlediska koncentrace a délky aplikace
elicitoru se zda byt az na nékteré vyjimky u obou zpisobi kultivace explantatovych
bunék obdobny. Se snizujici se koncentraci elicitoru a s délkou aplikace pozitivni

vliv elicitace klesa.

V suspenzni kultute Trifolium pratense L. elicitované kyselinou jasminovou
byla sledovana metodou HPLC také produkce isoflavonoidd. V kontrolni kultuie
byly zjistény isoflavonoidy genistin, daidzein, genistein a formononetin (tab. ¢. 3).
Kladné 1ze hodnotit, podobné jako v ptipad¢ ovlivnéni produkce flavonoidi, zejména
6hodinovou aplikaci koncentrace 500 uM, ktera zvysila ve srovnani s kontrolou
obsah daidzeinu o 125 % a genistinu o 109 %. ZvySeni produkce téchto dvou
isoflavonoida vyvolala také 6hodinova aplikace koncentrace 50 uM. Delsi ptisobeni
tohoto elicitoru vedlo jiz k sniZzeni obsahu. Produkci genisteinu o 400 % zvysila
naopak az 168hodinova aplikace této koncentrace elicitoru a formononetinu o 100 %

cvwr

jasminové pozitivni elicitacni G€inek prokazan nebyl.

Vyuziti kyseliny jasminové jako biotického elicitoru lze na zéklad¢ literarnich
zdrojii dokumentovat na fadé piiklad [43-54], které jsou uvedeny V teoretické Casti
této prace. Také vysledky naSich pokusii naznacuji, ze sledovany elicitor ovlivnil
produkci flavonoidii a isoflavonoidu explantatovou kulturou Trifolium pratense L.
pozitivng, a proto by tato kultura mohla byt dobrym experimentalnim systémem pro

dalsi studie téchto vyznamnych ptirodnich latek.
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7. ZAVER

Vysledky této prace 1ze shrnout do nésledujicich bodi:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Nejvyssi obsah flavonoidt v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. vyvolala
6hodinova elicitace 500 pM roztokem kyseliny jasminové, kdy doslo

k statisticky vyznamnému zvySeni produkce o 65 % oproti kontrolni kultuie.

Maximalni obsah flavonoidi v kalusové kultufe Trifolium pratense L.
vyvolala opét 6hodinova elicitace 500 uM roztokem kyseliny jasminové, kdy
doslo k statisticky vyznamnému zvySeni produkce o 46 % v porovnani

s kontrolni kulturou.

Ze ctyt sledovanych koncentraci kyseliny jasminové produkci sekundéarnich
metaboliti v suspenzni a kalusové kultute Trifolium pratense L. nejlépe

ovlivnila koncentrace 500 pM.

Za nejlepsi dobu aplikace elicitoru kyseliny jasminové lze povazovat u
suspenzni 1 kalusové kultury 6 hodin, nebot’ v tomto Casovém intervalu
vSechny koncentrace kyseliny jasminové (s vyjimkou ptsobeni 5 pM u

suspenzni kultury) zvysily produkci flavonoidi vzhledem ke kontrole.

Pomoci metody HPLC bylo zjisténo, ze explantatova kultura Trifolium
pratense L. obsahuje isoflavonoidy: genistin, daidzein, genistein a
formononetin. Bioticka elicitace kyselinou jasminovou tuto produkci

ovlivnila pozitivné.

Bylo potvrzeno, Ze kyselina jasminova patii k vyznamnym signalnim latkam
rostlinnych obrannych reakci, které vedou ke zvysené produkci sekundarnich

metabolitu.
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