PRILOHY

Piiloha 1. Trifolium pratense L. Piiloha 2. Genista tinctoria L

Piiloha 3. Zakladni struktura flavonoid®®




Piiloha 4. Syntéza isoflavon®®
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Piiloha 5. Kalusova kultura T. pratense Piiloha 6. Suspenzni kultura T. pratense na

v Gamborg B5 tekutém mediu. papirovém mustku v Gamborg B5 mediu.

Piiloha 7. Kalusova kultura G. tinctoria Piiloha 8. Suspenzni kultura G. tinctoria na

v SH tekutém mediu. papirovém mustku v SH mediu.




Piiloha 9. Gamborg B5 medium — sloZeni a p¥iprava

Makroelementy Gamborg B5

Zasobni roztok 11

CaCl2.2H:0
KNO3
MgS04.7H20
(NH4)2S0s4
NaH2P0O4.H,0

1,500 g
25,00 g
2,500 g
1.340 g
1,500 g

Mikroelementy Gamborg B5

Zasobni roztok 100 ml

MnSO4.H20 1,0000 g
ZnS04.7H20 0,2000 g

H3BO3 0,3000 g

Kl 0,7500 g
CuS04.5H20 0,0025 g
Na:Mo004.2H20 0,0250 g
CoCl..6H20 0,0025 g

Zeleznaty komplex Zasobni roztok 500 ml
FeS04.7H0 1,392 g

FeNaEDTA 1,867 g

Vitaminy MS Zasobni roztok 50 ml
Thiamin B: 0,005 ¢

Kyselina nikotinova Bz 0,025¢g

Pyridoxin Bs 0,025¢g

Ristové regulatory Lihové zasobni roztoky
2,4-D 0,025 g/ 25 ml

BAP 0,05 g/ 50 ml
Gamborg B5 medium 11

Makroelementy Gamborg B5 100 ml
Mikroelementy Gamborg B5 1ml

Zeleznaty komplex MS 2ml




Vitaminy MS 0,5ml
2,4-D 2,0 ml
BAP 2,0 ml
Sacharosa 30,00 ¢
Myo-inositol 0,100 g
Thiamin 0,0104g

Pevné latky byly rozpustény v 11 odmérné bance ve 100 ml destilované vody a postupné byly
pridany odmétfené zasobni roztoky kromé rastovych regulatord. Po promichani byl objem
doplnén destilovanou vodou po rysku baiky a pfidan 2,4-D a BAP. Medium po rozliti do
Erlenmeyerovych ban¢k a uzavieni hlinikovou folii bylo vysterilizovano v autokldvu pfi

121 °C a 101,5 kPa po dobu 15 minut.

Piiloha 10. Schenk & Hildebrandt (SH) medium — sloZeni a p¥iprava

Makroelementy SH Zasobni roztok 11
CaCl 1,510 ¢

KNO3 25,000 g

MgSO4 1.9505 g

(NH2)H2PO4 3,000¢9
Mikroelementy SH Zasobni roztok 250 ml
CaCl..6H20 0,025 ¢

CuS04.5H20 0,050 g

FeNaEDTA 4,950 g

H3BOs3 1,250 ¢

KI 0,250 g

MnSO4 2,500 ¢

Na:MoO4 0,025¢

ZnS04.7H20 0,250 g

Vitaminy SH Zasobni roztok 100 ml
Thiamin B: 0,05¢




Kyselina nikotinova B3 0,059
Pyridoxin Bs 0,005¢g
Ruastové regulatory Lihové zasobni roztoky
2,4-D 0,025 g/ 25 ml
Kinetin 0,025 g/ 25 mi
SH medium 11
Makroelementy SH 100 mi
Mikroelementy SH 1mi
Vitaminy SH 1 mi

2.4-D 0,5ml

Kinetin 100 pl
Sacharosa 30,09
Myo-inositol 1,00 g

K rozpusténi pevnych latek v 11 odmérné baice bylo pouzito zhruba 100 ml destilované vody
a postupné byly pfidany odmétené zasobni roztoky. Po promichdni byl objem doplnén
destilovanou vodou po rysku banky. Medium po rozliti do Erlenmeyerovych banék a uzavieni

hlinikovou folii bylo vysterilizovano v autoklavu pti 121 °C a 101,5 kPa po dobu 15 minut

Piiloha 11: Elicitace a inhibice transportu
Zasobni roztoky elicitort

VOSO4 100 uM 0,00815 g/0,5 1
NHsVO3 100 uM 0,00585 g/0,5 1

Zasobni roztoky inhibitorti byly pfipraveny rozpusténim v niZze uvedenych rozpoustédlech
V koncentracich, které byly o tfi fady vys$si nez findlni koncentrace uvedené v grafech. Ostatni
koncentrace stejnych inhibitorti byly nafedény z téchto zasobnich roztoki.

NH4Cl a orthovanadat sodny byly rozpustény ve vod¢; verapamil, probenecid, glibenklamid a
gramicidin byly rozpustény v DMSQO; brefeldin A byl rozpustén v ethanolu.



Priloha 12. Izolace vakuol a ovlivnéni transportu

Roztok A 250 ml
Mannitol 500 mM 22,79
Roztok B 10 ml
Mannitol 500 mM 0,455¢
HEPES 10 mM 0,024 g
Roztok enzymt 100 ml
Cellulasa Onozuka R-10 1,1667 g
Macerozym R-10 0,2708 g

Enzymy byly rozpusStény v roztoku A a jednu hodinu promichdvany za ochrany pted svétlem

na tiepacce.

Roztok Ficoll 25 mi
MgATP 3 mM 0,03804 g
Mannitol 500 mM 2,275 9
HEPES 10 mM 0,06 g
PEG 0,0375% 0,0094 g
EDTA 12,5 mM 0,1163 g
Ficoll 400 5 % 1,259
Ficoll 400 10 % 25¢
Ficoll 400 15 % 3,759

Pro gradient byly pfipraveny rtizné roztoky o ptislusné koncentraci Ficollu 400.

Zkusebni roztok 1 — MgATP G- 25 mi
MgATP 3 mM 0,03804 g
Mannitol 500 mM 2,275¢
HEPES 10 mM 0,06 g
PEG 0,0375% 0,0094 g
EDTA 12,5 mM 0,1163 g
Ficoll 400 5% 1,25¢




Kontrolni roztok 1 — Kontrola G- 25 ml
Mannitol 500 mM 2,275 9
HEPES 10 mM 0,06 g
PEG 0,0375% 0,0094 g
EDTA 125 mM 0,1163 g
Ficoll 400 5% 1,259
ZkuSebni roztok 2 — MgATP G+ 25 ml
MgATP 3 mM 0,03804 g
Genistin 0,1 mM 0,00108 g
Mannitol 500 mM 2,275¢
HEPES 10 mM 0,06 g
PEG 0,0375% 0,0094 g
EDTA 125 mM 0,1163 g
Ficoll 400 5% 1,25¢
Kontrolni roztok 2 — Kontrola G+ 25 ml
Genistin 0,1 mM 0,00108 g
Mannitol 500 mM 2,275¢
HEPES 10 mM 0,06 g
PEG 0,0375% 0,0094 g
EDTA 125 mM 0,1163 g
Ficoll 400 5% 1,25¢

MgATP byl dale nahrazen Bafilomycinem A1 (zkuSebni roztok 3, 4) a DCCD (zkuSebni roztok
5, 6), které byly rozpustény v 5 ml DMSO a ptidany k roztokiim

Bafilomycin A1 0,03 mM 0,00093 g
DCCD 0,5 mM 0,00258 g




Priloha 13. Suspenzni kultura T. pratense ihned po pfidani roztoku enzymt, kde jsou patrné
shluky buné¢k. (100x zvétSeno)

Priloha 14. Buriky s vakuolami zbarvené neutralni ¢erveni po 3 hodinach v roztoku
mannitolu. (400x zvétseno)




Piiloha 15. Bunééna suspenze v roztoku enzymu po 3 hodinach kultivace, kdy mezi shluky
jsou jiz dobte patrné uvolnéné protoplasty. (40x zvétSeno)

Priloha 16. Uvolnéné protoplasty v roztoku enzymi po 4 hodinach kultivace, které maji bez
bunécné stény typicky kruhovy tvar. (100 zvétSeno)

10



Piiloha 17. Lyzované protoplasty svakuolami po smiseni roztoku B obsahujici
resuspendovanou peletu protoplasti s destilovanou vodou. (100% zvétSeno)

Priloha 18. Izolované vakuoly, ziskané po centrifugaci a odebrané z pelety. (400% zvétSeno)
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Piiloha 19. Standardy isoflavont
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Piiloha 20. Chromatogram isoflavonti v mediu G. tinctoria po kultivaci s NH4CIl (10mM)
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Piiloha 21. Chromatogram isoflavoni v susiné G. tinctoria po kultivaci s verapamilem (1 mM)
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Piiloha 22. Chromatogram isoflavonid v mediu T. pratense po 24hodinové elicitaci 1uM
NHsVO3
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Piiloha 23. Chromatogram isoflavonu v susin¢ T. pratense po kultivaci s probenecidem
(1 mM)
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Priloha 24. Chromatogram isoflavont po aplikaci bafilomycinu A1 a genistinu v supernatantu

T. pratense
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Priloha 25. Chromatogram isoflavont po aplikaci bafilomycinu Al a genistinu v peleté T.

pratense
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