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1. Uvod

Rostliny jsou pro zivot na Zemi natolik vyznamné, Ze si jejich zakladni dulezitost jen
malokdy uvédomujeme. Jejich existenci, Ulohu 1 puasobeni piijimame obvykle tak
samoziejmée, jako samu existenci zZivota na Zemi i existenci svou vlastni. Dotykaji se naSeho
kazdodenniho Zivota, poc¢inaje ranni matou v zubni pasté a konCe vecer bavinénym

prostéradlem. (1,2)

Snaha obracet se pii 1éCeni riznych neduhit o pomoc k rostlindm je instinktem starym jak
lidstvo samo. S vyvojem ¢lovéka se vyvijel 1 nazor na to, co pomaha zivot udrZovat a které
faktory jej mohou zkracovat. Vétsina 1éCiv byla vybrana na zakladé dlouhodobych pozorovani
a zkuSenosti. Tyto poznatky jsou vyuzivany od léCiteli domorodych kmenil, pies tradi¢ni

¢inskou medicinu nebo ajurvédu az k modernimu Iékatstvi dneska. (2)

Rostliny jsou zdrojem celé tady terapeuticky vyznamnych latek, napf. alkaloidu,
glykosid, tfislovin, saponint atd. Tyto latky oznaCované jako vedlejsi, sekundéarni, jsou
vysoce specializované a rostlinami vytvarené ze zakladnich latek fadou slozitych pochodi,
tzv. sekundarni latkové vymeény. V rostliné se nachazeji zpravidla v malém mnozstvi a byvaji

charakteristické pro urcité ¢eledé ¢i dokonce pro jednotlivé druhy rostlin. (3)

Rostliny musime stile jeSt¢ povazovat za dosud madalo prozkoumanou zéasobarnu
terapeuticky vyznamnych latek. K jejich prizkumu slouzi metody kultivace rostlinnych tkani
a bunék. Rychly rozvoj technik explantatovych kultur dosahl takové rovnég, Ze je moZno
seridzné hodnotit jejich biologické aplikace pro vyrobu farmaceuticky dulezitych rostlinnych
produktii. Rada rostlinnych latek je pro ¢lovéka nenahraditelna jako farmaka a pozadavky na

tato latky rychle stoupaji.
Rostlinné explantaty maji mnohé ptednosti jako:

a) moznost vést proces produkce uzite¢nych latek za fizenych podminek, bez zavislosti na

ro¢nim obdobi, na klimatickych podminkéch a pidnich pomérech.

b) vysledné produkty jsou po kvalitativni strance homogenni, prosté kontaminujicich

zarodkl, hmyzu a chemikalii pouZivanych k ochrané kultur

C) ziskavani produkti, které jsou obsazeny v nesnadno péstovanych kulturach



d) ziskavani novych latek v disledku zmén metabolismu explantatovych rostlinnych bunék
(z explantatovych kultur byly izolovany latky, které nebyly zjiStény v mateiskych
rostlindch, z nichz byly kultury odvozeny).

Nevyhodou explantatovych rostlinnych kultur, mimo poméme¢ dlouhé doby kultivace, jsou
ekonomické davody. Vytéznost produkti sekundarniho metabolismu je v rostlinnych

explantatech v mnoha ptipadech nizsi nez v matetskych rostlinach.

Hlavnim ukolem je nalezeni takovych zptisobu kultivace, které by urychlily riist a mnozeni
bun¢k a které by zaroven zvysily produkci sekundarnich metabolitii. Jednou z moznosti
zvySeni produkce sekundarnich metaboliti je i vyuziti elicitovanych kultur a uc¢inka

ultrafialového zareni. (4)

Seznam zKratek

24D kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
BIOA biochanin A
DAD diode array detection (detekce diodového pole)

DAID daidzein



FORM formononetin

G, tkanova kultura odvozena z kli¢ni rostliny Genista tinctoria v 15.-31.
pasazi

G, nové odvozena tkanova kultura z kli¢ni rostliny Genista tinctoria v 3.-
15. pasazi

GEN genistenin

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

MeOH methanol

MS médium zivné médium podle Murashigeho a Skooga

SH médium zivné médium podle Schenk a Hildebrandta

uv detekce absorpci v ultrafialové oblasti spektra

2. Cil prace

Cilem prace bylo seznameni se s metodikou kultivace rostlinnych kultur in vitro. Dale
také sledovani vlivu UV zéafeni, jakozto abiotického elicitoru, na produkci

metabolitt kalusové kultury Genista tinctoria in vitro.



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Rostlinné explantaty



Jako explantaty se oznacuji rizné typy in vitro kultivovanych organu vynatych z rostlin,

jejich ¢asti, meristematickych pletiv, bun¢k, protoplasti a kalust.

Vegetativni mnozeni rostlin v explantatovych kulturach je mozné diky totipotenci rostlinné
buniky, coz znamena, Ze i diferencované rostlinné buiiky obsahuji veskery geneticky material

potiebny pro regeneraci celé rostliny. (4)

3.1.1 Rozdéleni kultur rostlinnych explantatu

Podle morfologické a anatomické charakteristiky 1ze kultury rostlinnych explantatt ¢lenit

do 5 kategorii:

1. kultury organové — organové systémy, organy nebo jejich ¢asti kultivované in vitro
zpusobem, ktery umoznuje jejich diferenciaci a téméf zachovava jejich

stavbu a funkci

2. kultury tkanové (resp. pletivové) — mnohobunééné komplexy pletiva do urcitého stupné
soudrzné¢ a morfologicky dezorganizované, které jsou
pomnozené na polotuhych nebo pevnych nosicich

nasycenych zivnou ptidou, vyjimecné v tekutém médiu

3. kultury suspenzni — volné buiiky a bunééné shluky spolecné pomnozované, suspendované

Vv tekuté zivné pide€, promichané a provzdusnované

4. kultury bunécné — volné jednotlivé bunky nebo jejich nejbliz§i potomstvo pomnoZované

v tekuté ¢i polotekuté pidé nebo na nosi¢i nasyceném ptdou

5. kultury protoplastl — bunky jsou zbaveny bunétnych stén, bunény obsah je obalen

pruznou elastickou plasmolemou (5)

3.1.2 Faktory ovliviiujici rust tkanovych kultur a produkci sekundarnich

metabolita

SloZeni Zzivného média

Slozeni zivného média ovliviiuje rst a morfogenezi v tkdnovych kulturach rostlin. Zivné

médium je tvofeno:



e makroelementy (smés anorganickych makroprvkl: dusik, sira, fosfor, hot¢ik, vapnik,

chlér a draslik, jejichz zastoupeni v médiu je vétsi nez 30 mg/l)

e mikroelementy (smés anorganickych mikroprvka: Zelezo, bdr, mangan, jod,

molybden, a také méd’ a zinek)

e zdroji organického uhliku jako zakladnimi stavebnimi jednotkami pro nové vznikajici

tkan (sacharosa)

e vitaminy (vitaminy skupiny B, vitamin C) a bios faktory (myo-inositol, biotin)

e nedefinovanymi smésmi prirodnich latek (hydrolyzat kaseinu)

e aV piipad¢ pevné Zivné pudy i agarem (5)

Ristové regulatory

Ristové regulatory koordinuji metabolismus a reguluji riistové a vyvojové procesy rostlin.
Mezi piirozené ristové regulatory patii rostlinné hormony (fytohormony) a dalsi latky

s regulacni aktivitou, ktera mize byt jak stimulac¢ni, tak inhibi¢ni.

Latky ptsobici pozitivné na rist:

e auxiny (napf. auxin, kyselina naftyloctova)

e gibereliny (napf. kyselina giberelova)

e cytokininy (napf. kinetin)

e brassiny (napf. brassinolid)

Nejlépe zndmymi rGstovymi regulatory jsou auxiny. Ve své praci jsem jako rlstovy
regulator pouzila kyselinu 2,4-dichlorfenoxyoctovou, ktera spolu snapf. Kkyselinou
nafltyoctovou a indolylmaselnou patifimezi syntetické auxiny. Syntetické latky nejsou

enzymové rozkladany a nachazeji cilengjsi pouziti v produkcei a ochrang rostlin.

Latky plsobici negativné na rist:

e piirozené: kyselina abscisova (vSeobecn¢ rozsifena u krytosemennych rostlin)



ethylen (pfirodni zrani plodi)

e syntetické: kumariny
fenolické kyseliny
herbicidy
ethrel (kys. 2-chlorethanfosfonova)
morfaktiny (derivaty kys. fluorenkarboxylové)
anticytokininy

arzenitan olovnaty (36)

Fyzikalni podminky kultivace

Mezi fyzikalni podminky, které optimalizuji rst tkanovych kultur, patii:
e teplota (ma vliv na rist a organogenezi, teplota kultivace byla v izkém rozmezi kolem

25°C)

e svétlo (ovliviluje intenzitu biosyntézy sekundarnich metaboliti a diferenciaci organti)

v

e pH pidy (optimalni hodnota zavisi na typu ptdy, ale nejvhodnéjsi je slabé kyselé pH)
()
Sterilita
Sterilita je jedna ze zdkladnich podminek tspéSné kultivace. Kultury je nutné chranit pied

mikroorganismy ve vSech stupnich kultivace.

K zachovani sterility se sterilizuje rostlinny materidl, Zivna média, nastroje a pomicky
vyuzivané pii kultivaci. Veskeré manipulace s tkanovou kulturou se provadi za aseptickych

podminek. (35)

3.2 Elicitované kultury

Rostliny jsou téméf nevycerpatelné zdroje chemickych latek. Produkuji rizné sekundarni
metabolity, které jsou potiebné k jejich interakcim s okolnim prostfedim. Siroké pole vnéjsich
stimulll (atak patogenti, hmyz, byloZravci, mechanické poranéni) spousti zmény, které vedou

ke kaskadé obrannych mechanismi, vcetné indukce biosyntézy sekundarnich metabolitl jako



jsou fytoalexiny, hypersenzitivnich reakci a strukturalnich obrannych bariér jako jsou

depozita ligninu ve sténach bunck. (6,8)

Fytoalexiny jsou antimikrobialni sekundarni metabolity. Reprezentuji velmi ekonomicky
zpusob jak pusobit proti napadeni, protoze uhlik a zdroje energie nutné pro syntézu
fytoalexinli jsou rostlinou poskytovany pouze napadenym builkdm a pouze v pocatecnim
obdobi utoku. Vyskyt fenalenonovych chromoforti ve fytoalexinech rostlin, které nejsou
puvodné fototoxické, napovida, Ze tyto rostliny odpovidaji na napadeni patogeny pomoci
biosyntézy fotosenzitizért singletového kysliku, které jsou schopné vyuzit k obran¢ slunecni

energii. (7)

Obranna odpovéd’ a sekundarni metabolismus rostlin jsou spolu uzce propojeny. Studie
hromadéni fytoalexinl indukovaného pomoci Phytophthora megasperma v sojovych bobech
ukazuji, ze malé molekuly (mikrobidlni oligosacharidy) pochézejici z patogenu spousti stejné
reakce jako sam ,0tocnik™. Tyto signdly vyvolavajici odpovéd’ v podobé hromadéni

sekundarnich metabolitl se nazyvaji elicitory. (8)

3.2.1 Klasifikace elicitora

Elicitory jsou klasifikovany na zaklad¢ jejich pivodu a molekulové struktury. Kazdy typ
elicitoru, vzhledem K jeho charakteristikam, je schopen indukovat specifické odpovédi na

zaklad¢ interakce elicitor — rostlina. RozliSujeme elicitory biotické a abiotickeé.

Biotické elicitory jsou odvozené z patogenll nebo z rostliny samotné ( nékdy se nazyvaji
endogenni elicitory). Mohou mit definované slozeni (pokud je jejich molekularni struktura
znama, napft. chitosan, alginat, pektin, chinin) nebo jsou tvoifeny komplexem slozek (pokud
jsou slozeny z n¢kolika raznych skupin molekul, u nichz je nemozné urcit chemickou identitu,

napf. spory hub, kvasni¢ny extrakt).

Abiotické elicitory se d€li na fyzikalni (napft. teplo, osmotické jevy, ultrafialové zafeni) a
chemické (napt. soli t€zkych kovil). ,,Dostavaji“ rostlinu do stresu, ktery spousti dalsi

reakce.(8)

3.2.2 Faktory ovliviiujici elicitaci



Efektivita elicitace jako prostfedku ke zvyseni produkce sekundarnich metabolitd zavisi na

komplexu vzajemnych interakci mezi elicitorem a rostlinnou burikou.

a) specifita elicitoru

Stejny elicitor miize stimulovat sekundarni metabolismus v riznych bunéénych kulturdch a
na druhé stran€, jedna rostlinnd kultura maze reagovat na rtizné elicitory produkci stejnych
latek, protoze jsou pro danou rostlinu specifické. Na piiklad vlaseni durmanu Brugmansia
candida po elicitaci biotickymi a abiotickymi elicitory sice produkovalo hyoscyamin a

skopolamin, ale v rizné mifte a s riznou kinetikou indukce.

b) koncentrace elicitoru a délka elicitace

Pro maximalni produkci metabolitl potiebuji rizné rostliny riznou koncentraci stejného
elicitoru. Napiiklad u Rubia akane Nakai je produkce antrachinont maximalni pfi koncentraci
elicitoru chitosanu 20 mg/l, ale kultura maty peprné dosahuje maximalnich hodnot produkce

mentolu u koncentrace chitosanu 200 mg/I.

¢) rustové stadium, slozeni zivného média a svétlo

Tyto faktory jsou velmi vyznamné. Poznatky pro vytvofeni optimélnich podminek

elicitace jsou ziskavany empiricky. (8)

3.3 Ultrafialové zareni

Svétlo patii mezi nejvyznamnéj$i podnéty prostiedi, které reguluji vyvoj rostliny.
V zévislosti na kvalité svétla, rostliny posuzuji kvalitu, smér a periodicitu dopadajiciho svétla
a vyuzivaji ziskané informace k optimalizaci riistu a vyvoje vzhledem k pfevazujicim
podminkdm prostfedi. Rostliny vyuZivaji prostfednictvim fotosyntézy svételnou energii ve
form¢ slunec¢niho zatfeni. Soucésti slunecniho zateni je 1 ultrafialové zafeni a rostliny jsou

tudiz vystaveny jeho ucinkiim. (9)

UV zafeni je elektromagnetické zateni. DEli se zn€kolika hledisek. Z hlediska

biologickych ucinki se d€li na 3 typy:



e UV-A
e UV-B
e UV-C

UV - A ma vinovou délku od 315 do 400 nm. Povazuje se za méné $kodlivé; nebylo
prokazano, ze je pro zivé organizmy zhoubné. Asi 99 % UV zafeni, které dopadne na zemsky

povrch je ze spektralni oblasti UV - A.

UV — B ma vlnovou délku v rozsahu od 280 do 315 nm. Je z prevazné vétSiny
absorbovano ozonem ve stratosféie, resp. 0zonové vrstveé. Z typického slunecniho zareni 350 -
900 W/m?, které dopada na nejvyssi vrstvy atmosféry nepronika prakticky zadné UV zéfeni s
vlnovou délkou pod cca 295 nm. Jinymi slovy lze fici, Ze 0zon a kyslik propusti na povrch
Zem¢ zhruba tfetinu UV zéfeni. Zafeni UV - B je zhoubné pro zivé organizmy. Jeho energie
je schopna rozkladat nebo narusovat bilkoviny nebo jiné zivotné dulezité organické
slou€eniny s vaznymi nasledky pro metabolismus postihnutého jedince. Dlouhodobé plisobeni
zvySeného plisobeni UV - B zafeni by vyustilo v nepfedvidatelné zmény v morfologii biosféry
(kazdy zivocisny ¢i rostlinny druh je na UV zafeni rizné citlivy; a trend sméfujici k
dominanci odolnéjSich druhti nad méné odolné¢jSimi by odstartoval nesmirné slozitou sit’

kauzualnich mezidruhovych vztahi, jejichz disledky neni mozné odhadnout).

UV — C je nejtvrdsi UV zafeni, jeho vinova délka je nizsi nez 280 nm. Toto zéieni je
jednim ze dvou zpusobli vzniku ozénu- pii dopadu na dvouatomarni molekulu kysliku, ji toto
zafeni dod4 energii pro vznik ozonu, ktery je touto reakci absorbovan. Jinymi slovy, plynny

kyslik je vyznamny inhibitor dopadu UV - C zafeni na zemsky povrch. (10)

Vsechny typy radiace poSkozuji rizné rostlinné procesy. Takova poSkozeni mohou byt

klasifikovana do dvou kategorii:

e poskozeni DNA
e poskozeni fyziologickych funkci. (3)

3.3.1 PosSkozeni DNA UV radiaci



Zateni UV - C je prokazatelné¢ zhoubné (karcinogenni) pro zivé organizmy. Na rozdil od
UV - B, které dokaze proniknout jen nékolika vrstvami bunék, je penetrace UV - C pletivy a

tkanémi zivych organismi pomérné veétsi. (10)

Elicitace rostliny UV — B zatfenim vede ke zmén¢ ve velkém mnozstvi gent. Piedtim nez
UV — B radiace vyvoléd buné¢nou odpoved, je zateni zachyceno fotoreceptorem a informace o
ném je prenesena pomoci druhych posli a jinych signalnich molekul k cilovym strukturam,
proteiniim v cytoplasmé nebo genetickému materialu v jadie. Nizké hladiny UV — B zareni
do svych signalnich drah zaclenuji jako druhé posly vapenaté ionty, kinazy a ROS (reactive
oxygen species). Vysoké hladiny UV — B radiace zptusobuji bunééné poskozeni a oxidativni

stres pomoci aktivace generalni stresové signalni transdukéni drahy. (11)

NejfrekventovanéjSim poskozenim DNA jsou cyklobutylpirimidin dimer (CPD) a
pyrimidin (6-4) pirimidon dimer (6-4PP). Nejjednodussi a zaroven nejspecializované;si
z opravnych procesii je fotoreaktivace uskuteCnéna fotoenzymatickou reparaci. CPD jsou
opravovany CPD fotolyazou prostfednictvim UV — A dependentnich mechanismi. CoZ bylo
prokazano naptiklad u studie fotolyazy deficitni Escherichie coli, do které byl vpraven gen
CPD lyazy ze Spinacia oleracea (CDNA). Po transformaci s cDNA byly fotoreaktivaéni
aktivity céastecné obnoveny. Po osvétleni fotoreaktivacnim svétlem poklesl obsah CPD

v genomu E. coli.(3, 12)

Tvorba CPD a 6-4PP je zavisla na teploté stejné tak jako fotoreaktivacni procesy. Tvorba
CPD a 6-4PP indukovanych UV — B zafenim byla u Arabidopsis thaliana pomalejsi za nizsi
nez za vyssi teploty. Fotooprava CPD a 6-4PP byla sledovana za teploty O°C, 12°C a 24°C. U
CPD i 6-4PP byla oprava vyrazné rychlejsi u teploty 24°C. U lisejniku Cladonia arbuscula
ssp. mita byla téz prokézéana zavislost na ptijmu vody. Pokud byl tento liSejnik vysusSen, nebyl

schopen opravit poskozeni vyvolané UV — B kompletné. (13, 14)

K dal§im opravnym mechanismim DNA rostlin patfi vice obecné zptisoby jako vyfiznuti
nukleotidii (NER, nucleotide excision repair), vyfiznuti bazi (base excision repair) a také
bypassové polymerdzy, které umoziuji rostliné replikovat DNA v neptitomnosti DNA oprav.
Fotoreaktivace pomoci CPD lydzy je hlavnim opravnhym mechanismem DNA
Vv neproliferativnich buiikach, zatimco v proliferativnich buiikach je aktivni fotoreaktivace 1

opravy pomoci vyfiznuti nukleotidi a bazi. (15, 16)



3.3.2 Fyziologické reakce rostlin na UV zareni

Skodlivé u¢inky UV — B radiace, jako poskozeni DNA, proteinii, membran a dalsi u¢inky
vedouci ke zménam v metabolismu, jsou c¢asto disledkem pisobeni reaktivniho kysliku
(ROS). Hlavnim zdrojem ROS je fotosynteticky elektronovy transportni systém. Dokonce 1
pfi nezménéném metabolismu jsou rostlinné buiikky nachylné k tvorbé H,O, a 10,, jejichz

tvorba muize byt indukovana vlivem stresovych podminek.

Nepostradatelnou funkci Vv ochran¢é fotosyntetického systému pred fotooxidativnim
poskozenim maji karotenoidy xantofylového cyklu, které rozptyluji nadbytek excitacni
energie. K tomu, aby rostliny zvladly ROS toxicitu, disponuji rostlinné buniky pocetnym,
vysoce efektivnim obrannym systémem zahrnujicim jak enzymatické, tak neenzymatické

slozky.

Neenzymatické antioxidanty jsou celkové tvofeny malymi molekulami, jako askorbat a
glutathion, ¢innymi ve vodné fazi, zatimco lipofilni antioxidanty (tokoferoly a karoteniody)

jsou aktivni v prostfedi membrany.

Rostliny jsou schopné se preventivné chranit pfed piisobenim UV — B zatfeni syntézou
flavonoidi. Jedna se o skupinu slozek absorbujicich ultrafialové zafeni, ktera je lokalizovana
hlavné v epidermis a kterd slouzi jako vnitini filtr. Indukce jejich metabolické drahy je jedna

Z nejcharakteristictéjSich a nejrozsitenéjSich rostlinnych odpovédi na ozareni UV zafenim.

Soucasné poznatky svéd¢i o vzniku fetézce udalosti, ktery se spusti po expozici UV — B
zafenim. Zatimco v epidermis probihd syntéza screeningovych pigmentd, prodélavaji
thylakoidni membrany pomérné velky oxidac¢ni stres, ktery vede k degradaci zasob a —
tokoferolu a karotenoidd, které slouZzi jako ,,vychytavaci“ ROS. Fotooxidativni stres vyvolany
nadbytkem energie absorbované chlorofyly a dalsi redukce elektronového transportniho
systému vedou k odpovédi v EPS xantofylového cyklu. Oxidativni stres v thylakoidech je
pravdépodobné zpiisobeny piimou interakci mezi UV radiaci a membranovym systémem.

(17)

Efekt slune¢niho zafeni na syntézu flavonoidii byl studovan na vrchnich listech bortvky
(Vaccinium myrtillus L.), které jsou vystavené pifimému slune¢nimu svétlu, a zastinénych
spodnich listech, které rostly na téze rostlin€. Po ozéfeni byl pozorovéan vzrlst exprese genli

flavonoidnich drah v listech rostoucich na pfimém slunci a také se zvySily koncentrace



antokyaninti, katechinti, flavonolli a hydroxyskoficovych kyselin. Tyto vysledky svéd¢i o

protektivni roli flavonoidi. (18)

Po expozici kukuiicnych semen UV — B zafenim doslo ke zvySeni koncentraci
antioxidantli a ochrannych pigmentl v takové mite, ktera dokazuje, ze je kukufice schopna

odolavat oxidativnimu stresu indukovanému UV — B radiaci po del$i ¢asové obdobi.(17)

3.4 Genista tinctoria

3.4.1 Charakteristika rostliny

Genista tinctoria — krucinka barviiska, ¢eled” Fabaceae (bobovité) je rozsifena témét po
celé Evrop¢ a nepatrné zasahuje i do Asie. Roste na svétlych a teplych mistech, na stranich, ve
svétlych lesich a kiovinach, na okrajich lest, na pastvinach, u cest a na mezich. V CR se
vyskytuje na celém izemi roztrousené az hojné od nizin po nizsi polohy hor. Preferuje mirné

vlhké, hluboké a na dusik chudé pudy.

Je to poloket o vySce 20 — 100 cm. Vétve jsou kratké, husté vétvené, vystoupavé. Maji
zelenou barvu, jsou lysé nebo jen nahote pfitiskle chlupaté, ryhované a beztrnné. Listy jsou
prisedlé, malé a maji elipticky az kopinaty tvar. Jsou $picaté, vyrustaji stiidave. Na rubu jsou
brvité, svétlejsi, s vyraznymi postrannimi Zilkami. Licni strana je lysd a ma tmavsi barvu.
Palisty jsou zakrnélé. Kvéty se skladaji v mnohokvété koncové hrozny, které jsou dlouhé az 6
cm. Kvétni stopky nesou dva kopinaté listence. Lysy péticipy kalich je opadavy, nevyrazné
dvoupysky. Zlatozluta koruna je lysa, s pavézou vej¢itého tvaru. Clunek je stejné dlouhy jako
pavéza. Plodem je maly (15-20), lysy, carkovity lusk s 5 — 10 semeny. Kvete od kvétna do

cervna.Cela rostlina je jedovata. (19, 20, 21)

Je to jeden z nejpopularngjsich druhi, ze kterych se ziskava barvivo pro barveni viny a
latek. Barviva se ziskavaji ze Zlutych kvétu nebo vrcholkt vétvicek s poupaty. Jako druh
neni ohroZena, avsak jeji poddruh, kruc¢inka barvifska vyssi, je na nasSem Uzemi zatazen do
kategorie ohroZeni A3, tedy mezi nejasné piipady vyhynulych a nezvéstnych druhii. Kvéty
a mladé vétvicky kru€inky se po zavareni s kamencem zluté zbarvuji. Uzivaji se k falSovani

Verbasci flos. (19, 22)



Do rodu Genista patii i dalsi druhy, napf. Genista saharae vyskytujici se v poustnich
oblastech Tuniska, Genista tenera endemiticky rostouci na ostrové Madeira a Genista
umbellata, ktera spolu s druhy Genista pulchella, Genista parnassica (oblast Recka) a
Genista desoleana (okoli pobiezi Tyrhénského mote) pochazi se ve Stredomoii. (40, 41,
42, 44) Jen v Turecku roste 13 druhid rodu Genista. (48)

3.4.2 Droga

Kvetouci nat’ se sbird od kvétna do srpna. Susi se ve stinu. Um¢la teplota pii suSeni

nesmi byt vyssi nez 35 °C. Droga je bez pachu a chutna nahotkle sviravé.
Pouziti

V lidovém léCitelstvi se pouziva pii chorobach ledvin a mocovych cest, jako diuretikum.

Podava pii nedostatecné srde¢ni ¢innosti a pii otocich. Aplikuje se formou nalevu. (22)

3.4.3 Obsahové latky

Rostlina obsahuje chinilizidinové alkaloidy, flavonové glykosidy, isoflavonoidy, silice,

hoi¢iny, tfisloviny a jiné latky. (22, 23)

Chinolizidinové alkaloidy

Chinolizidinové alkaloidy jsou obsahové latky typické pro celed” Fabaceae. Jsou

odvozené od lysinu. Jedna se o pomérné rozsédhlou skupinu latek.

V rodu Genista a v tkanové kultufe Genista tinctoria prokazal Luczkiewicz pomoci
pomoci tenkovrstvé chromatografie tyto latky: retamin, cytisin, spartein, L-a-isospartein,

lupanin a methylcytisin. V dalsich zdrojich se také zminuje obsah anagyrinu. (22, 24)

Utinky t&chto latek na lidsky organismus nejsou ve vech piipadech popsany, proto se

zamé&fim na nejvyznamnéjsi predstavitele.

Cytisin je agonista neuronalnich nikotinovych acetylcholinovych receptorech. Jeho N-

substituenti vykazuji analgetické, antihypertenzni a ionotropni ucinky.

Spartein ptsobi jako profylaktikum predsinovych arytmii a sinusové tachykardie.



Lupanin ma baktericidni G¢inky na Pseudomonas synergae P. U. , phaseolica*,
Pseudomonas synergae P. V. tomato, Pseudomonas putida, Erwinia carotvora. Vyznacuje

se také herbicidnim ptisobenim.

U anagyrinu se zkouma jeho ptisobeni na syncitidln¢ respiracni virus (RSV). (22)

cytisin anagyrin

spartein lupanin

Obr. 1: Chinolizidinov¢ alkaloidy (10, 22)

Flavonoidy

Flavonoidy jsou v rostlinné tisi velmi rozsifeny. Jedna se o ve vodé¢ rozpustna barviva,
kterd jsou zodpovédnd za barvu kvétd, plodi a nekdy i listd. Ulozeni flavonoida
V rostlinném organismu je podminéné druhem rostliny. VSeobecné vSak plati, Ze ve vodé
rozpustné glykosidy jsou nejcastéji uloZeny ve vakuoldch. Methoxylované derivaty jsou

lipofilni a vyskytuji se v silicich. (22)

Termin flavonoidy zahriiuje nékolik typd biogeneticky blizce ptibuznych latek, jejichz
spoleénym zakladem v chemické struktufe je fenylchroman — flavony, flavanoly,
flavanony, dihydroflavanoly, biflavonoidy, chalkony, aurony, katechiny, isoflavonoidy a
homoisoflavonoidy. Posledni dvé skupiny jsou nékterymi autory povazovany za

samostatné. (25)

Luczkiewicz prokdzal kvantitativni analyzou v intaktni rostliné a kalusu nékolika
zastupci rodu Genista tyto flavonoidy: genistein-7-O-glykosid, purearin, 2°-
hydroxygenistein-7-O-glykosid, daidzin, apigenin-7-O-glykosid, luteolin-7-O-glykosid,


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/df/Sparteine.svg

genistin, genistin malonat, 3¢, 4°, 7‘-trihydroxyisoflavon, genistin acetat, ononin, equol,

daidzein, liquiritigenin, sissotrin, genistein, luteolin, coumestrol, isoliquiritigenin. (26)
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Obr. 3: Schéma biosyntézy flavonoidi. (39)

Isoflavonoidy

Isoflavonoidy jsou obvykle pfitomné u zéastupct Celedi Fabaceae. Jsou klasifikovany
jako fytoalexiny a jsou predmétem zajmu vyzkumnikd, kteti zkoumaji obranné
mechanismy rostlin, ale na druhé strané¢ maji v mnoha smérech neobycejné terapeutické

vlastnosti.



Luczkiewicz ve své praci vénované isoflavonoidim tkanovych kultur rodu Genista
zjistil, ze tkanové kultury vSech druhl produkovaly vice isoflavonoidii nez matefska

rostlina. Skupina isoflavonoidi obsahovala 14 sloucenin se zfetelnou dominanci genistinu.

(26)

Kvantitativni analyzou kalusu Genista tinctoria Luczkiewicz prokazal ptitomnost téchto
flavonoida: genistein-7-O-glykosid, purearin, 2°-hydroxygenistein-7-O-glykosid, daidzin,
genistin, genistin malonat, 3¢, 4°, 7‘-trihydroxyisoflavon, genistin acetat, ononin, equol,

daidzein, liquiritigenin, sissotrin, genistein. (26)
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Obr. 5: Vzajemna konverze jednotlivych typi isoflavonoidu. (38)
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Boumaza a kolektiv ve své studii poprvé zkoumali intaktni rostlinu Genista
tricuspidata vyskytujici se endemiticky v Alzirsku. Spektralni analyzou bylo detekovano 6
isoflavonoidii, z nichz soforicosid, isoprunetin, 4°,5,7-trihydroxy—3’,8-dimethoxy-3-O-
glucosylflavon, isorhamnetin 3-glukosid a quercetin 3-glukosid byly u rodu Genista

identifikovany poprvé. (47)

Biologické ucinky isoflavoniodu

Biologické ucinky téchto latek jsou podminény vazbou fenylového kruhu na tieti uhlik
benzo-y-pyronu a ne na druhy uhlik jak je tomu vétSiny flavonoidi. Maji protizanétlivé,
antimykotické, antibakteridlni, hypoglykemické, antivirotické, ,,anti-aging ucinky*, efekt
na cévni systém (genistein, a v mensi mife i daidzein, ma silné vasorelaxacni ucinky), také
maji schopnost ,,vychytavat®“ volné radikdly a ptlisobit jak estrogenné, tak i antiestrogenné.

(22, 26, 27, 31)

Isoflavonoidy vétSinou vykazuji fytoestrogenni ucinky. Fytoestrogeny jsou slouceniny
ziskané z rostlin, které strukturné nebo funkéné napodobuji sav¢i estrogeny. Hraji dilezitou
roli v prevenci menopauzalnich symptomu, osteopordzy, srde¢nich chorob a vzniku
rakoviny. Zabranuji formovani a rdstu nadorovych bunék u rakoviny prsu, vajecniki,

prostaty a kiize. Maji téz vliv na kognitivni schopnosti. ( 26,28)

Zajem o genistein v poslednich letech stoupa diky jeho uinkiim a mnoznostem jeho
vyuziti. V sou€asné dob¢ se ale objevuji zpravy o jeho Skodlivych ucincich, které jsou
zavislé na nacasovani expozice a davce. Studie provedené v letech 1998 a 1999 popisuji
preventivni pusobeni genisteinu na rakovinu prsni Zzlazy, pokud doslo k expozici
V prepubertadlnim obdobi. Zatimco jina studie ukazuje nariist incidence rakoviny prsni
zlazy, pokud se expozice posune do obdobi prenatalniho vyvoje a studie Wendy N.
Jefferson také popisuji vyskyt adenokarcinomu d€lohy v pozdéjSim Zivoté mysi v piipade
neonatalni expozice. Tyto Skodlivé u¢inky genisteinu mohou souviset s jeho podobnosti se
diethylstilbestrolem, ktery se pouZzival v gynekologii (substitu¢ni 1écba nedostatku
estrogenu) od roku 1941. Vroce 1971 bylo objeveno jeho teratogenni pusobeni pfi
podavani t€hotnym zenam. U matek doSlo ke vzristu incidence rakoviny prsu a u dcer byla
popsana vyssi nachylnost k adenokarcinomu vaginy a délozniho krcku, neplodnost a

autoimunitni onemocnéni. (32)



diethylstilbestrol

Obr. 6: Diethylstilbestrol (10)
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Obr. 7: Struktura isoflavonoidnich fytoestrogenti ve vztahu k podobnosti s estradiolem a

tamoxifenem (33)

Vyssi davky genisteinu pusobi cytotoxicky. Choi zkoumal plisobeni genistinu a

genisteinu na proliferaci a apoptdzu lidskych ovaridlnich bunék. Zjistil, Ze cytotoxicita

indukovand genisteinem a genistinem byla ovlivnénd uvolnénim LDH (laktat

dehydrogenazy). Genistein zplisoboval apoptozu a také vyrazné zvySoval uvoliovani LDH,

zatimco genistin uvolnéni LDH neovlivnil. Pfi kombinaci obou isoflavonoidii doslo



k vyvolani apopozy bez vzristu uvolnéni LDH. Kombinace téchto latek by mohla byt

Vv 1é¢bé rakoviny uzitecna. (34)

4. Experimentalni ¢ast

4.1 Rostlinny material



Byla pouzita kalusova kultura odvozena z kofenové ¢asti kli¢ni rostliny Genista tinctoria
v 15. — 31. pasazi (G1) a nové odvozena kalusova kultura z kotenové Casti klicni rostliny

Genista tinctoria v 3.- 15. pasazi (Gy).

4.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy A 200S, Sartorius, Némecko

Autoklav PS 20 A, Chirana, CR

Autosampler Jasco AS-2055 Plus, Japonsko

Box s lamindrnim proudénim Fartan LF, Vyhodné druzstvo Pokrok, Slovensko
Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko
Fluorescenc¢ni detektor Jasco MD-2020, Japonsko
Horkovzdugny sterilizator Chirana SVS/1, CR

Kolona Li ChroCART 250-4, sorbent Li Chrospher S5um
Mikrofiltry (0,45 um), Tessek, CR

Pipetovaci balonek, Filip, Némecko

Ptedkolona Li ChroCART 4-4, sorbent Li Chrospher Spm
Pumpa Jasco PU-2089 Plus, Japonsko

Susdrna HS 61A Chirana, CR

Termostat kolony Jetstream 2 Plus, Japonsko

Té&snéni na vialky, LABICOM s. 1. 0. Olomouc, CR

UV lampa, CAMAG, Svycarsko

Vialky, LABICOM s. 1. 0. Olomouc, CR

Vodni lazen, typ 1042, GFL, Némecko

4.3 Chemikalie a pomocné latky

Ajatin, Profarma-Produkt, CR



Biochanin A p.a., Sigma, USA

Daidzein p. a., Fluka, §V}'/carsk0

Destilovana voda, Katedra analytické chemie, FaF UK HK, CR
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a., Lachema, CR
Dihydrogenfosfore¢nan amonny, Lachema, CR
Dusi¢nan amonny p. a., Penta, CR

Dusiénan draselny p. a., Lach-Ner, CR

Ethanol 96%, Lachema, CR

Formononetin p. a., Fluka, Svycarsko

Genistein p. a., Sigma, USA

Genistin p. a., Fluka, gvycarsko

Glycin, Aldrich, USA

Hydrolyzat kaseinu, Imuna, Slovensko

Chlorid kobaltnaty p. a., (CoCl,.6 H,0), Lachema, CR
Chlorid vapenaty p. a., Penta, CR

Jodid draselny p. a., Lachema, CR

Kinetin, Serva, Némecko

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, Aldrich, USA
Kyselina borité p. a., Lachema, CR

Kyselina nikotinova, Lachema, CR

Methanol HPLC grade, Merk, Némecko

Methanol p. a., Penta, CR

Molibdenan sodny, Lachema, CR

Myo-inositol, Fluka, Svycarsko

Propylether p.a., Lachema, CR

Pyridoxin piriss., Koch-Light Laboratories, Velka Britanie
Sacharosa ¢ista, Lachema, CR

Siran hofeénaty p. a., Lachema, CR

Siran manganaty p. a., Lachema, CR

Siran m&d'naty p. a., Lachema, CR

Siran zine¢naty (ZnSO4.7 H,0), Lachema, CR

Siran Zeleznaty &isty (FeSO4.7 Hy0), Lachema, CR
Sodna stil kyseliny elthylendiamintetraoctové, Lachema, CR

Supercista voda, Katedra analytické chemie, FaF UK HK, CR



Thiamin, Koch-Light Laboratories, Velka Britanie

Zeleznato-sodna siil kyseliny elthylendiamintetraoctové, Fluka, Svycarsko

4.4 Kultivace tkanovych kultur

4.4.1. Piiprava kultiva¢nich nadob a nastroji

Vsechny pouzité sklenéné nadoby byly vyrobeny z varného skla zn. STAL, které je odolné
vuci teplotnim vykyvim a puasobeni chemikalii. Pro kultivace byly pouzity 100 ml
Erlenmayerovy bartiky, do kterych byly vlozeny mistky z filtraniho papiru a bylo nalito 30
ml zivného média. Hrdla ban€k byla uzaviena hlinikovou fo6lii a banky byly sterilizovany
v autoklavu 20 minut pfi 121°C a 100 kPa. Pted dal$i manipulaci byly hlinikové folie i baiky
omyty ajatinem. Pasdzovani bylo provadéno v laminarnim boxu vysterilizovaném ajatinem a

vyzéafeném germicidni zafivkou.

Pinzety byly pfed pouzitim ociStény a oplachnuty 96% ethanolem. Po zabaleni do

hlinikové folie byly sterilizovany v horkovzdu$ném sterilizatoru 2 hodiny pfi teploté 200°C.

4.4.2. SloZeni a priprava Zivného média

Cast kalust kultury G; (15. — 22. pasaz) byla péstovina na pudé sestavené dle
Murashigeho a Skooga (MS). Ktéto pudé byl pfidan rustovy regulator kyselina 2,4-

dichlorfenoxyoctova v koncentraci 1 mg/l.

Kalusy kultury G, a ¢ast kalust kultury Gy (23. — 31. pasaz) byly péstovany na pudé
sestavené dle Schenk a Hildebrandta (SH). K této ptid¢ byly pridany rtistové regulatory:
kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova v koncentraci 0,5 mg/l,

kinetin v koncentraci 0,1 mg/I.

Jednotlivé slozky ptid byly odvazeny na analytickych vahach. Velmi mala mnozstvi byla
odpipetovana ze zasobnich roztokd. VSechny soucasti byly rozpustény v destilované vodé

v odmérné baiice na 1000 ml a doplnény destilovanou vodou po zna¢ku. Zivné médium bylo



rozlito do vysterilizovanych Erlenmayerovych banék, do kazdé baiiky 30 ml Zivného média.

Po uzavieni hlinikovou f6lii byly sterilizovany v autoklavu 20 minut pti 121 °C a 100 kPa.

SloZeni puidy sestavené dle Murashigeho a Skooga (v mg/l) (29)

CaCl,.2 H,0O 440,0
KNO; 1900,0
NHsNO3 1650,0
MgS0,.7 H,O 370,0
KH,PO4.H,0 170,0
FeSO,4.7 H,O 27,84
Na,EDTA 37,34
MnS0O,4.4 H,0 22,30
ZnS0,.7 H,0 11,50
H3BOs 6,20
KI 0,83
CuS04.5 H,0 0,025
Na;Mo00O,.2 H,0O 0,25
CoCl,.6 H,0 0,025
Myo-inositol 100,0
Hydrolyzat kaseinu 1000,0
Glycin 2,0
Kyselina nikotinova 0,50
Pyridoxin hydrochlorid 0,50
Thiamin hydrochlorid 0,10
Sacharosa 30000,0

SloZeni pudy sestavené dle Schenk a Hildebrandta (mg/l) (30)

CoCl,.6 H,O 0,10
CuS04.5 H,O 0,20
FeNaEDTA 19,80
H3BO3 5,00
Kl 1,00
MnSQO4.H,0 10,00

Na;Mo0,.2 H,0 0,10



ZnS04.7 H0 1,00

CaCl, 151,00
KNO; 2500,0
MgSO, 195,05
NH;H,PO, 300,0
Myo-inositol 1000,0
Kyselina nikotinova 50
Pyridoxin hydrochlorid 0,5
Thiamin hydrochlorid 5,0
Sacharosa 30000,0

4.4.3. Pasazovani a kultivace

Pasdzovani probihalo v prostfedi laminarniho boxu. Do vysterilizovanych
Erlenmayerovych banék s zivnym médiem bylo pfeneseno inokulum (¢ast kalusu z predchozi
kultivace) na mustek z filtracniho papiru. Banky s naockovanymi kulturami byly opét zakryty

hlinikovou f6lii.

Kultivace probihala za normalniho svételného rezimu (16 hodin svétlo, 8 hodin tma).

Kultura rostla po dobu pfiblizn€ 4 tydni pti pokojové teploté.

4.5 Elicitace

Ptiblizn€ po 4 tydnech od inokulace byly kalusy ozafeny v laminarnim boxu, ktery byl
pfedem vysterilizovan ajatinem a vyzéafen germicidni zafivkou. Po odkryti hlinikové folie
byly kalusy vystaveny UV — radiaci o vinovych délkach 254 nm a 366 nm po dobu 30 s, 60 s,
120 s, 240 s a 300 s. Pro kazdou ¢asovou jednotku bylo vy¢lenéno 6 Erlenmayerovych banék
s narostlym kalusem. Poté byly baiiky opét uzavieny.

Jednotlivé odbéry kalusii byly provedeny po 24 hodinovém a 48 hodinovém intervalu po
ozafeni a porovnany s kontrolnim vzorkem (bafiky s neozafenym kalusem). Usti

Erlenmayerovy batky bylo od zdroje ozafeni vzdaleno ptiblizn€ 5 cm.



4.6 Hodnoceni rustu

U kalusit G; ze 23. pasaze a Gy ze 7. pasaze, které byly vybrany pro hodnoceni riistu na SH
mediu, byla zméfena hmotnost ban¢k pred a po naockovani inokula na vahach s pfesnosti na
0,0001 g. Po ctyfech tydnech byla stanovena hmotnost narostlych kalusti a hmotnost ban¢k

bez kalusu.

Vyhodnoceni riistu bylo provedeno pomoci rastového faktoru R.

Nejdiive byla zjisténa hmotnost inokula (rozdil hmotnosti baiiky s pidou a inokulem a
hmotnosti banky s piidou bez inokula) a hmotnost kalusu (rozdil hmotnosti banky s ptidou a
kalusem po ctyfech tydnech kultivace a hmotnosti baiikky s pidou bez kalusu). Hodnota

rustového faktoru byla ziskdna pomoci vztahu:

R = FW — FWO
Fuo
R rustovy faktor
Fw Cerstva hmotnost kalusu po 4 tydnech kultivace (g)
Fwo Cerstva hmotnost inokula ()

Hodnoceni ristu bylo zjistovano u kalusovych kultur G; a G; rostoucich na SH mediu a
pro pokus bylo vyélenéno 10 Erlenmayerovych ban¢k s kalusovou kulturou G; a 10
Erlenmayerovych ban¢k s kalusovou kulturou G,. Vysledna hodnota intenzity ristu je

primérnou hodnotou z deseti ban€k, kultivovanych za stejnych podminek.

Intenzita ristu byla hodnocena jako pfiirtstek cerstvé hmotnosti inokula v gramech a

procentech (hmotnost inokula = 100%) a rastovym faktorem. (35)

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 2 a 3.

4.7 Stanoveni obsahu flavonoidi (49)

4.7.1 Priprava vzorki



Susené vzorky kalusii byly upraSkovany v tieci misce a zvazeny. Vice nez 0,100 g drogy
se vafilo s 10 ml 80 % methanolu na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em 20 — 30 min. Po
ochlazeni se vyluh zfiltroval pfes chomacek vaty. Pak se cely postup s drogou a pouzitou
vatou zopakoval. Vyluhy se spojily a byly doplnény na 25 ml. Vytfepavanim v 10 ml
petroletheru byl extrakt zbaven tukd a chlorofylu. Cca 2 ml vyluhu byly piefiltrovany pies

mikrofiltr do oznacenych vialek a analyzovany pomoci metody HPLC.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkéch ¢. 4 — 15.

4.7.2 Parametry HPLC analyzy

Chromatograf: sestava Jasco

Cerpadlo: PU - 2089

Autosampler: AS - 2055

Kolona: Kolona Li Chrospher RP - 18 250 x 4, sorbent Li Chrospher 5 um, ptedkolonovy
filtr, ochranna predkolonka

Objem nasttiku: 20 ul

Detekce: DAD MD —2015, 2 =190 - 450 nm, vyhodnoceno pti A =260 nm

Mobilni faze: methanolicky roztok kyseliny 0,15% fosforecné

Eluéni profil: 0 — 9 min. gradientova eluce, z t = 0 min. 30% MeOH na t = 9 min. 80% MeOH

9 — 15 min. isokraticka eluce, 80% MeOH
Standardy: genistin, genistein, daidzein, formononetin, biochanin A

Prutoky: 1,1 ml/min



4.8 Sestaveni kalibraéni krivky

Jednotlivé standardy byly rozpustény v 80 % MeOH do téchto koncentraci:
Genistin 2,0 mg/ 100 ml, 4,0 mg/100 ml, 8,0 mg/100 mi
Daidzein 2,0 mg/100 ml, 5,2 mg/100 ml, 10,4 mg/100 ml
Genistein 2,4 mg/100 ml, 4,8 mg/100 ml, 9,6 mg/100 ml
Formononetin 2,6 mg/100 ml, 5,2 mg/100 ml, 10,4 mg/100 ml
Biochanin A 2,0 mg/ 100ml, 4,0 mg/100 ml, 8,0 mg/100 ml
Z téchto hodnot byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky.

Kalibraéni krivky

1. kalibraéni kiivka genistinu
X: koncentrace (mg/100ml)
y: plocha
regresni koeficient: 0,9998
y=bx+a a=0
b =6, 08940
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2. kalibra

x: koncentrace (mg/100 ml)

y: plocha

regresni koeficient: 0,9938

y=bx+a

b =10,34026
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3. kalibra¢ni krivka geniste

x: koncentrace (mg/100 ml)

y: plocha

regresni koeficient: 0,9997

0
b =42

a=

y=bx+a

98035



9994

b

koeficient: 0

r

regresni
14,86045

mg Qoml
0

a
b=

rivka formononetinu

¢ni kri

T T T T T T T T T T T T
Fipme =i o ke ST e pETT s e et ) e (Eaerca s e it
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1

' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '

' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '

Fra St i D T e s M A iR, [ R N AL A, AR (e e, [lenER ettt
1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1

i ' ' ' ' ' ' ' ' ' '

' ' 1 ' ' ' ' ' ' '

1 1 1 1 1 1 1 1 1

i ' i i i ' ' '
Sy W Spa— s i, 4m==a R — e e A== e — [
1 ' ' ' ' ' ' ' ' '

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

i ' ' ' i i i ' ' '

' ' ' ' ' ' ' ' ' '

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

P miminss F T N T T T N TEnins e bl et LSS 8 el [ttt e ol oy
' ' h h i ' i ' ' '

' ' ' ' ' ' ' ' ' '

1 1 1 Ll 1 1 1 1l 1 Ll

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Bt uriipey (et e T e B el i e it Elt uin (Pt K e
| ' ' | | ' i | ' '

1 1 1 1 1 1 1 1 1

' ' ' h ' ' ' ' '

' ' ' i ' ' f ' ' '

' ' ' ' ' ' ' ' ' '

LI R R ] - - - - EE .- - - - - HemE-- e m-- = -e - .
' ' ' ' ' ' ' ' ' i '

' ' ' ' ' ' ' ' ' '

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

' ' ' ' 1 h ' ' ' ' '

pips (it (it o lot st etz ) et [ s e e gt e b ot vt Qe ERSERT PSR
1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 1 1 1

' ' ' ' i ' ' ' ' '

' ' ' ' ' ' ' ' ' '

R | R — | [ A m - e Y N . T | s [ - [ | S - | S
| ' ' | [ ' | ' '

' ' ' ' ' ! ' ' '

' ' ' ' ' ' ' '

1 1 1 1 1 1 1 1 1

' ' ' ' ' ' ' ' '
Fr==-==-= Fe==- r-=== = a-s-=- e T e EE ] Fe-=== Fe—sas
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 1 1

' ' ' ' ' h ' h ' i

' ' ' ' ' 1 ' ' ' '

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
B [ [ (e e T T F, U s P 7 B -7 R () P h r-TTT" TE AR
' ' ' ' ' ' ' '

' ' ' ' ' ' ' I '

1 1 1 1 1 1 1 1

i ' ' ' ' ' ' '
| [—— L Sy dmmem o P o NP L SN+, - - -~ S | [ iy S
| ' i 1 ' | ' ' '

1 1 1 1 1 1 1 1

i ' ' ' ' ' ' ' '

' ' ' ' ' ' ' ' '

1 1 1 1 1 1 1 1 1

A o | pitemer ket e S ME TSR by e ki b jhorivteier sy 1o shorinerl ko by itk g, e st rl | i kg L i choring T
i T T T i i i i i T i | Pm=

[ [} = ] ] ] [ ] [ (o} [ ] ]
[rpl ] L [} Ly [} LYy L} Yyl L [} L
=+ =+ o o (o] (] -— — ' - -

bx + a

x: koncentrace (mg/100 ml)

4. kalibra
y: plocha

y



B ek el S
iy A

e R R R e T A A T R T SR R e e S B T R

g e S e A B L B BB B R
1|:||:|_:.4_____|._____|______|_____¢_____|__ ARy

180
160

i
1
1
1
1
a
1
1
1
1
5
1
1
1
'
1
1
'
1
1
4
1
i
f}
1
4
1
1
1
1
]
1
1
1
1
1
4
[
1
1
[
1
a
1
1
1
1
1
=
t

]

3]

0]

1 oo v [ i
1 1 1 1 1 1 1 1 1
| ' 1 T oo |
1 ' 1 o oo 1
1 1 I 1 1 1 1 1 1
I i Ry i e iy © i vt ¥ faaa Vi b
| ' 1 TR oo 1
1 ' 1 TR oo 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
| ' | Lt L_o_L_ 1 i
T e A T s TR A B R e TS TR il
1 1 1 1 1 1 1
1 ' 1 1 o 1
| ' 1 | o 1
1 ' | | o 1
e i i R PR RN SR B
| ' | 1 P \
| ' 1 | o 1
1 ' 1 | o 1
1 1 1 1 1 1 1
| ' | 1 3 g 1
B —-r--r--1-
1 1 1 1 1 1 1
l 1 1 1 1 1 1
1 ' 1 1 o 1
| ' 1 i o 1
TR Dt L, S PO L T S v
1 1 1 1 1 1 [
' 1 1 o T
' 1 | o T
1 1 1 1 1 1
v 1 1 o o
{ ] . { R R N 1
' | i VAT R
1 1 1 1 1 1 1
' 1 1 o o
' 1 o T
' | | o T
il = ol i T
B 1 ] o N
' 1 o T
1 1 1 Ll 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1
' | | vita i e
b TR I ]y r-=r=-"Tt--rt
1 1 Ll 1 1 1
h ' | o T
1 ' 1 T T
1 ' 1 o T
a i L Lo_1
| T T
1 1 g T
1 ' 1 1 T
1 1 1 1 1 1 1
1 ' 1 o o
AR 2l A ey
1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1
1 ' | o 1
1 ' 1 o o
1 1 1 1 1 1 1
T T Pl e Y =) sy e Code, mmhy fp
-
o o o o O o O o o O O
F~ @ m = M 0 o= - oW

paly

g1 00l

Frivka biochaninu A

éni kri

5. kalibra

x: koncentrace (mg/100 ml)

y: plocha

koeficient: 0,9997

4

regresni

=0

a
b

y=bx+a

42,98045
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4.9 Statistické zhodnoceni

Pro zjiSténi statistické vyznamnosti u hodnoceni ristu jsem pouzila t-test rozdilu

b
vzorce:

¢ru kontrolniho souboru a pouzila jsem nasledujici

cho prim

4

%

rumeru a zname

o

¢rového p

vy

v

7

y prumér

Aritmetick



A
Smérodatna odchylka
1 < \2
S = > (% —X)
nN—+"3

n...rozsah souboru (pocet ptipadl)
Xi...naméfené hodnoty
X...aritmeticky prameér

s...smérodatnd odchylka

Vzorec pro testovaci kritérium

t= .
Jns? +n,s?2 n, +n,

t...testovaci kritérium

bl

...aritmeticky pramér kontrolniho souboru

P

.. aritmeticky pramér pokusného souboru
S1...smerodatna odchylka kontrolniho souboru
Sy...smérodatna odchylka pokusného souboru
Ni...pocet ¢lenti kontrolniho souboru

Ny...pocet ¢lenti pokusného souboru

Testovacimu kritériu t pfislusi t-rozdéleni s v=n, +n, —2 stupni volnosti. Pocet ¢lenti

V kontrolnim souboru byl n; = 7 a pocet ¢leni v pokusném souboru byl n, = 10. Z toho

vyplyva, ze pocet stupiiti volnosti byl v = 15.

Pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05 a patnact stupiniit volnosti je tabulkova kriticka

hodnota t, = 2,131. Vysledky jsou statisticky vyznamné, je-li hodnota testovaciho kritéria

vy$si nez tabulkova kritickd hodnota. (43)



Zjisténi statistické vyznamnosti u hodnoceni ristu jsem provedla srovnanim vysledki
experimentu s vysledky ziskanymi z Diplomové prace Terezy Sarkové. Jako kontrolni soubor
jsem pouzila rast Genisty tinctoria na MS médiu s obsahem 1 mg/l 2,4 — D za normalniho
svételného rezimu. Smérodatnd odchylka a hodnoty testovaciho kritéria jsou uvedeny

Vv tabulkach ¢. 1-3.

5. Vysledky

Tabulka ¢. 1

Rust kalusové kultury G; na MS mediu — kontrolni soubor (35)



gislo hmotnost | hmotnost | pFirastek | prirastek ristovy
barnky inokula | kalusu (g) (9) (%) faktor
9) 0,790
1 0,63 1,40 0,77 122,22
2 0,52 0,63 0,11 21,15
3 0,46 1,32 0,86| 186,95 | SMerodatna
odchylka
4 0,70 1,14 0,44 62,86 0,568
5 0,54 0,78 0,24 44,44
6 0,68 1,35 0,67 98,53
7 0,59 0,69 010| 1695| lestovaci
Kkritérium
soucet 5,70 7,31 3,19 553,10 _
pramér 0,59 1,04 0,46 79,01
Tabulka ¢. 2
Rust kalusové kultury G; na SH mediu v 23. pasazi
hmotnost
Cislo inokula | hmotnost | pFirstek | pFirlstek ristovy
barky (9) kalusu (g) (9) (%) faktor
1 0,66 0,88 0,22 32,32 2,350
2 0,90 4,02 3,12 347,09
3 0,56 0,77 0,21 37,11
5 0,86 3,22 2,36| 274,08| odchylka
1,581
6 1,02 2,91 1,89 185,73
7 0,62 2,98 2,36 382,96
8 1,23 3,93 2,71 220,90
9 0,64 3,20 2,56| 398,74 testovaci
10 0,76 4,30 3,54| 464,04| kritérium
2,348
soucet 7,94 26,94 19,01| 2349,95
pramér 0,79 2,69 1,90 235,00
Tabulka ¢. 3
Rust kalusové kultury G2 na SH mediu v 7. pasazi
hmotnost r?:;?(;/ry
Cislo inokula | hmotnost | pfirGstek | pfirGstek 1193
bariky (9) kalusu (g) (9) (%) ’




1 0,45 0,95 0,50| 109,75

2 0,59 1,22 0,62| 105,65

3 0,75 1,42 0,67 89,03

4 0,44 1,24 0,80| 182,18 smérodatna

5 0,35 0,92 0,57| 160,88| odchylka

6 0,54 0,71 0,18 32,49 0,819

7 0,58 0,00 0,00 0,00

8 0,72 1,39 0,67 92,75

9 0,61 1,26 0,65| 107,40 testovaci

10 0,68 2,80 2,12| 31252| kritérium
soucet 5,70 11,90 6,77| 1192,65 1058
pramér 0,57 1,19 0,68 119,26
Tabulka ¢. 4

Obsah flavonoidli v kalusové kultufe G (20. pasaz) rostouci na MS mediu po ozafovani
ultrafialovym zafenim o vlnové délce 254 nm a odbérem provedenym po 24 hodindch od

ozareni.



Cas - S . : . .
ozAFoVANi genistin | daidzein | genistein form (%) biochanin | navazka
(s) (%) (%) (%) A (%) )

30 0 0 0 0 0] 0,2556

60 0,01 0,01 0 0 0| 0,2592

120 0,03 0,02 0,01 0 0] 0,2576

240 0,02 0,02 0 0 0| 0,2147

300 0,03 0,01 0 0 0] 10,2430

kontrola 0 0 0 0 0] 0,2604
Tabulka ¢. 5

Obsah flavonoidli v kalusové kultuie G; (19.pasdz) rostouci na MS mediu po ozafovani

ultrafialovym zafenim o vlnové délce 254 nm a odbérem provedenym po 48 hodinach od

ozareni.

Cas . S L . . .
oZ4FoVANi genistin | daidzein | genistein form (%) biochanin | navazka
©) (%) (%) (%) T A® | @

30 0,01 0 0 0 0| 0,4498

60 0,01 0,02 0 0 0| 0,3077

120 0,02 0 0 0 0| 0,2676

240 0,04 0,02 0 0 0| 0,2952

300 0 0,01 0 0 0| 0,3820

kontrola 0 0 0 0 0] 0,2604
Tabulka ¢.6

Obsah flavonoidii v kalusové kultufe Gy (17. pasaz) rostouci na MS mediu po ozatfovani

ultrafialovym zéfenim o vlnové délce 366 nm a odbérem provedenym po 24 hodinach od

ozareni.

Cas - S L . . .
oz4FOvVANi genistin | daidzein | genistein form (%) biochanin | navazka
©) (%) (%) (%) TA®) | (@

30 0,02 0,01 0 0 0| 0,1642

60 0 0,01 0 0 0| 0,2778

120 0,01 0,01 0 0 0| 0,4140

240 0,01 0,02 0 0 0| 0,3512

300 0,01 0,01 0 0 0| 0,3379

kontrola 0 0 0 0 0| 0,2604
Tabulka ¢.7

Obsah flavonoidi v kalusové kultute G; (17. pasdz) rostouci na MS mediu po ozafovani

ultrafialovym zafenim o vlnové délce 366 nm a odbérem provedenym po 48 hodinach od

ozareni.




Cas - . C : . -
ozAFovANi genistin | daidzein | genistein form (%) biochanin | navazka
(s) (%) (%) (%) A (%) )

30 0 0 0 0 0| 0,103

60 0 0,01 0 0 0] 0,5391

120 0,01 0,02 0 0 0| 0,4862

240 0,01 0,01 0 0 0| 0,3440

300 0 0 0 0 0] 0,4343

kontrola 0 0 0 0 0] 0,2604
Tabulka ¢.8

Obsah flavonoidi v kalusové kultufe G; (23. pasaz) rostouci na SH mediu po ozatovani

ultrafialovym zafenim o vlnové délce 254 nm a odbérem provedenym po 24 hodinach od

ozareni.
Cas
ozarovani| genistin | daidzein | genistein biochanin | navazka
(s) (%) (%) (%) | form (%) | A (%) (9)
30 0,02 0 0 0 0,01 0,2567
60 0,02 0 0 0 0| 0,2417
120 0,02 0,03 0 0 0| 0,1930
240 0,07 0,03 0 0 0| 0,2715
300 0,01 0,04 0,01 0 0,01| 0,2779
kontrola 0 0,01 0 0 0| 0,2166
Tabulka ¢.9

Obsah flavonoidi v kalusové kultufe Gi (26. pasaz) rostouci na SH mediu po ozatfovani

ultrafialovym zéfenim o vinové délce 254 nm a odbérem provedenym po 48 hodinach od

ozareni.

Cas - S L . . .
oz4FOvVANi genistin | daidzein | genistein form (%) biochanin | navazka
©) (%) (%) (%) A%) | @

30 0,01 0,02 0 0 0| 0,2639

60 0,01 0,01 0 0 0| 0,2696

120 0 0,04 0 0 0| 0,2488

240 0,03 0,01 0 0 0| 0,2531

300 0,01 0,09 0 0 0| 0,2701

kontrola 0 0,01 0 0 0| 0,2166
Tabulka ¢.10

Obsah flavonoidi v kalusové kultufe Gi (24. pasaz) rostouci na SH mediu po ozatfovani

ultrafialovym zafenim o vlnové délce 366 nm a odbérem provedenym po 24 hodinach od

ozafreni.



¢as
ozafovani| genistin | daidzein | genistein biochanin | navazka
(s) (%) (%) (%) [form (%) | A (%) 9
30 0 0,01 0 0 0] 0,2182
60 0,01 0 0 0 0 0,231
120 0 0,02 0,01 0 0| 0,2244
240 0,01 0,01 0 0 0] 0,2461
300 0 0 0 0 0| 0,2248
kontrola 0 0,01 0 0 0] 0,2166

Tabulka ¢.11

Obsah flavonoidi v kalusové kultufe G; (31. pasaz) rostouci na SH mediu po ozatovani

ultrafialovym zéfenim o vlnové délce 366 nm a odbérem provedenym po 48 hodinach od

ozafeni.
Cas . S L . . .
oz&Fovani genistin | daidzein | genistein form (%) biochanin | navazka
©) (%) (%) (%) A%) | @
30 0,04 0,02 0 0 0| 0,1781
60 0 0,04 0 0 0| 0,2213
120 0 0,03 0 0 0| 0,2975
240 0 0,02 0 0 0| 0,2842
300 0,01 0,01 0 0 0| 0,2191
kontrola 0 0,01 0 0 0 0,2166

Tabulka ¢.12

Obsah flavonoidii v kalusové kultufe G, (7. pasaz) rostouci na SH mediu po ozafovani

ultrafialovym zéfenim o vlnové délce 254 nm a odbérem provedenym po 24 hodindch od

ozareni.
Cas
ozafovani| genistin | daidzein | genistein biochanin | navazka
(s) (%) (%) (%) |form (%) | A(%) 9
30 0,93 0 0,16 0 0,01| 0,4861
60 0,30 0 0,12 0 0 0,4077
120 0,79 0 0,11 0 0| 0,4228
240 0,99 0 0,17 0 0| 0,4897
300 0,22 0 0,09 0 0,01| 0,4169
kontrola 0,97 0 0,15 0 0| 0,4227

Tabulka ¢.13

Obsah flavonoidi v kalusové kultuie G, (10. pasaz) rostouci na SH mediu po ozafovani

ultrafialovym zafenim o vlnové délce 254 nm a odbérem provedenym po 48 hodinach od

ozareni.




Cas - . C : . -
ozAFovANi genistin | daidzein | genistein form (%) biochanin | navazka
(s) (%) (%) (%) A (%) )

30 1,61 0,01 0,10 0 0] 10,3215

60 1,71 0,01 0,06 0 0| 10,3757

120 1,35 0,01 0,08 0 0| 10,3703

240 1,30 0,01 0,05 0 0| 0,3452

300 3,03 0,01 0,09 0 0] 10,3672
kontrola 0,97 0 0,15 0 0| 0,4227

Tabulka ¢.14

Obsah flavonoidi v kalusové kultuie G, (15. pasaz) rostouci na SH mediu po ozatovani

ultrafialovym zafenim o vlnové délce 366 nm a odbérem provedenym po 24 hodinach od

ozareni.
Cas - S . . . .
oz&Fovani genistin | daidzein | genistein form (%) biochanin | navazka
(s) (%) (%) (%) A (%) )]
30 1,93 0,05 0,12 0,07 0| 0,6614
60 1,83 0,01 0,08 0,04 0| 0,3589
120 1,63 0,04 0,07 0,01 0| 0,2990
240 1,86 0,04 0,09 0 0| 0,3596
300 1,79 0,01 0,13 0 0| 0,3591
kontrola 0,97 0 0,15 0 0| 0,4227

Tabulka ¢.15

Obsah flavonoidli v kalusové kultufe G, (15. pasaz) rostouci na SH médiu po ozatrovani

ultrafialovym zéfenim o vlnové délce 366 nm a odbérem provedenym po 48 hodindch od

ozareni.
¢as . C S . . -
oz&FoVANi genistin | daidzein | genistein form (%) biochanin | navazka
©) (%) (%) (%) 1A ©)
30 0,67 0,01 0,04 0,04 0| 0,3171
60 1,36 0,01 0,05 0,03 0| 04192
120 2,06 0,01 0,08 0 0| 0,3581
240 1,69 0,01 0,03 0 0| 0,3160
300 0,22 0,01 0,04 0,04 0| 0,3900
kontrola 0,97 0 0,15 0 0| 0,4227
Graf ¢. 1

Rust kalusové kultury Genista tinctoria na riznych médiich




rustovy faktor

MS SH SH
G1 G1 G2
typ média
kultura

Gl tkanova kultura odvozena z kli¢ni rostliny Genista tinctoria v 15.-31.
pasazi
G2  nove odvozena tkanova kultura z kli¢ni rostliny Genista tinctoria v 3.-

15. pasazi

Graf¢. 2
Obsah flavonoidid v kalusové kultufe G; rostouci na MS mediu po ozafovani ultrafialovym

zafenim o vinové délce 254 nm a odbérem provedenym po 24 hodinach od ozafeni.
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Graf ¢. 3

Obsah flavonoidi v kalusové kultufe G; rostouci na MS mediu po ozafovani ultrafialovym

zafenim o vinové délce 254 nm a odbérem provedenym po 48 hodinach od ozafeni.
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Graf¢. 4

Obsah flavonoidi v kalusové kultufe G; rostouci na MS mediu po ozafovani ultrafialovym

zéatenim o vlnové délce 366 nm a odbérem provedenym po 24 hodindch od ozareni.
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Graf ¢. 5

Obsah flavonoidi v kalusové kultufe G; rostouci na MS mediu po ozafovani ultrafialovym

zafenim o vlnové délce 366 nm a odbérem provedenym po 48 hodinach od ozafeni.
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Graf €. 6

Obsah flavonoidii v kalusové kultufe G rostouci na SH mediu po ozafovani ultrafialovym

zéatenim o vlnové délce 254 nm a odbérem provedenym po 24 hodindch od ozateni.
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Graf ¢. 7
Obsah flavonoidii v kalusové kultuie G; rostouci na SH mediu po ozafovani ultrafialovym

zafenim o vlnové délce 254 nm a odbérem provedenym po 48 hodinach od ozafeni.
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Graf ¢.8
Obsah flavonoidii v kalusové kultufe G; rostouci na SH mediu po ozafovani ultrafialovym

zéafenim o vlnové délce 366 nm a odbérem provedenym po 24 hodinach od ozafeni.
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Graf ¢. 9
Obsah flavonoidii v kalusové kultuie G; rostouci na SH mediu po ozafovani ultrafialovym

zafenim o vlnové délce 366 nm a odbérem provedenym po 48 hodinach od ozafeni.
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Graf¢. 10

Obsah flavonoidii v kalusové kultufe G, rostouci na SH mediu po ozafovani ultrafialovym

zéatenim o vinové délce 254 nm a odbérem provedenym po 24 hodinach od ozateni.
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Graf¢.11
Obsah flavonoidi v kalusové kultuie G, rostouci na SH mediu po ozafovani ultrafialovym

zafenim o vlnové délce 254 nm a odbérem provedenym po 48 hodinach od ozafeni.
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Obsah flavonoidii v kalusové kultufe G2 rostouci na SH mediu po ozafovani ultrafialovym

zéafenim o vlnové délce 366 nm a odbérem provedenym po 24 hodinach od ozéfeni.
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Graf ¢. 13

Obsah flavonoidii v kalusové kultuie G2 rostouci na SH médiu po ozafovani ultrafialovym

zafenim o vinové délce 366 nm a odbérem provedenym po 48 hodinach od ozafeni.
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Graf ¢. 14

Obsah genistinu v raznych kalusovych kulturach Genista tinctoria péstovanych na rtizném

médiu, ozafenych vlnovou délkou 254 nm nebo 366 nm, s riznou dobou odbéru po ozareni
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Obsah daidzeinu v riznych kalusovych kulturach Genista tinctoria péstovanych na rtizném

médiu, ozafenych vinovou délkou 254 nm nebo 366 nm, s riznou dobou odbéru po ozéteni
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Graf €. 16
Obsah genisteinu v riznych kalusovych kulturach Genista tinctoria péstovanych na rtizném

médiu, ozafenych vinovou délkou 254 nm nebo 366 nm, s riznou dobou odbéru po ozéfeni
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Graf ¢. 17
Obsah formononetinu v raznych kulturach Genista tinctoria in vitro péstovanych na rizném

médiu, ozafenych vinovou délkou 254 nm nebo 366 nm, s riznou dobou odbéru po ozéteni
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Graf ¢. 18
Obsah biochaninu A v riznych kalusovych kulturach Genista tinctoria péstovanych na
rizném médiu, ozarenych vinovou délkou 254 nm nebo 366 nm, s riznou dobou odbéru po

ozareni
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Stanoveni obsahu isoflavonoidi v kalusové kultuie Genista tinctoria
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Obr. 9: Zaznam HPLC analyzy kultury G2 rostouci na SH médiu po UV ozafovani o vlnové

délce 366 nm po 120 s a odbérem provedenym po 48 hod. od ozareni.

6. Diskuze



Cilem mé prace bylo seznameni se s metodikou kultivace rostlinnych kultur in vitro. Dale
také sledovani vlivu UV zéfeni, jakozto abiotického elicitoru, na produkci flavonoidi v

kultufe Genista tinctoria in vitro.

P1i kultivaci rostlinnych kultur in vitro je nutné zajistit pro jejich rust optimalni podminky.
Jedna se o slozeni zivného média, pfitomnost rustovych regulatorti, ale také vliv svétla,
teploty a dodrzovani aseptickych podminek. Cést kalust kultury G; (15. — 22. pasaz) byla
pestovana médiu Murashigeho a Skooga. K této piid¢ byl pfidan ristovy regulator kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova v koncentraci 1 mg/l. Kalusy kultury G, (3.-15. pasaz) a ¢ast kalusi
kultury G; (23. — 31. pasaz) rostly na pudé sestavené dle Schenk a Hildebrandta. K této pudé
byla pfidana kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova v koncentraci 0,5 mg/l a kinetin v koncentraci
0,1 mg/l.

UV zéfeni stimuluje tvorbu flavonoidl a ty pak chrani rostlinu pfed fotooxida¢nim
poskozenim. Vliv UV zafeni byl sledovan napft. u kalusové kultury Ononis arvensis, kdy byly
kalusy vystaveny UV zafeni o vinové délce 254 nm a 366 nm po dobu 15 min, 30 min a 60
min a vzorky byly odebirany v intervalu 24 hod a 48 hod po ozéfeni. K vyznamnému zvySeni
obsahu flavonoidt doslo pii ozafeni UV svétlem o vinové délce 254 nm po dobu 15 min a 30
min pii obou intervalech odbéru a pii ozateni UV svétlem o vlnové délce 366 nm po dobu 15

min a 60 min (odbér po 48 hodinach). (3)

UV zateni stimulovalo také tvorbu kumarinti u kalusové kultury Glycyrrhiza glabra. Vliv
UV radiace na produkci umbeliferonu a herniarinu v buiikach kultury byl signifikantni po
elicitaci UV zafenim o vinové délce 254 nm po dobu 30 min a u odbért po 12, 48 a 168

hodinach. (46)

Ke zvyseni tvorby flavolignanti u kalusové kultury Silybum marianum bylo také pouzito
UV zafeni. Po elicitaci UV zafenim ale nebyla detekovéana Z4dné ze slozek silymarinového

komplexu. (46)

Kalusova kultura Genista tinctoria (3.-11. pasaz) rostouci na MS médiu s piidavkem 2,4-
D jako rtstového regulatoru produkovala nedetekovatelné mnoZzstvi isoflavonoidd. (35)
V kontrolni skupiné, kterd nebyla vystavena vlivu UV zafeni také nebyly zaznamenany zadné

isoflavonoidy. U kalusové kultury G; péstované na MS médiu byly po elicitaci UV zafenim



zaznamenany pouze isoflavonoidy genistin, daidzein a v minimalnim zastoupeni genistein,
ostatni isoflavonoidy se vyskytovaly v nedetekovatelnych mnozstvich. Obsah genistinu
v bunikach byl zvySen po elicitaci UV zafenim o vlnové délce 254 nm po dobu 240
S S odbérem provedenym po 48 hod (tab. €. 5, graf €. 3). Kultura obsahovala 0,04 % genistinu.
Dalsi zvySeni obsahu genistinu bylo pozorovano také po 120 s a 300 s psobeni UV zafeni
254 nm u odbéru po 24 hodinach (0,03 %, tab. ¢. 4, graf €. 2). Ke zvySeni obsahu daidzeinu
doslo po ozateni UV 254 nm po dobu 120 s a 240 s (odbér po 24 hod po elicitaci, tab. ¢. 4,
graf ¢. 2), 60 s a 240 s (odbér po 48 hod po elicitaci, tab. ¢. 5, graf ¢. 3), po ozaieni UV
zéatenim o vinové délce 366 nm po dobu 240 s (odbér po 24 hod po elicitaci, tab. ¢. 6, graf ¢.
4) a 120 s (odbér po 48 hod po elicitaci, tab. ¢. 7, graf ¢. 5). Ve vSech ptipadech se jednalo o

obsah 0,02 % daidzeinu v kalusové kultufe. Produkce genistinu a daidzeinu byla vyrovnana.

Kontrolni skupina kalusové kultury G; rostouci na SH médiu obsahovala pouze minimalni
mnozstvi daidzeinu. Obsah ostatnich isoflavonoidii byl pod hranici detekovatelnosti. Po
ozateni byly detekovany isoflavonoidy genistin, daidzein a v minimalnim zastoupeni
genistein a biochanin A, mnozstvi formononetinu bylo nedetekovatelné. Obsah genistinu byl
signifikantné zvySen po ozafeni UV zéfenim o vinové délce 254 nm po dobu 240 s s odbérem
po 24 hod (tab. ¢. 8, graf ¢. 6). Obsah genistinu byl 0,07 %, coz je o 1,75 krat vice nez u
kultury G; péstované na MS médiu. Mirn¢jsi zvySeni obsahu bylo pozorovano také za
stejnych podminek u odbéru po 48 hod (0,03 % genistinu, coZ je 1,3 krat méné neZ u kultury
G1 péstované na MS médiu, tab. ¢. 9, graf €. 7) a po elicitaci UV zafenim 366 nm po dobu 30
S a odbérem po 48 hod (0,04 % genistinu, tab. ¢. 11, graf ¢. 9). K nejvyraznéjSimu zvyseni
obsahu daidzeinu doslo po puisobeni UV zéfeni o vinové délce 254 nm po dobu 300 s (odbér
po 48 hod po elicitaci, tab. ¢. 9, graf ¢. 8). Daidzein byl v kultufe in vitro zastoupen z 0,09 %.
Toto mnozstvi je 4,5 krat vyssi neZ u kultury G; péstované na MS médiu. U kalusové kultury

G; péstované na SH médiu byla pozorovana vyssi produkce daidzeinu nez genistinu.

U nové odvozené kalusové kultury Gy, kterd rostla SH médiu, se zastoupeni jednotlivych
isoflavonoidit ménilo v zévislosti na vinové délce UV zareni, ktera byla pouZita pfi elicitaci.
U neelicitované kultury (kontrola) byl zaznamendm pouze obsah genistinu a genisteinu. Pti
elicitaci UV zafenim o vlnové délce 254 nm byly detekovany piedev§im isoflavonoidy
genistin a genistein, daidzein a biochanin A v nepatrném mnozstvi a formononetin nebyl
produkovan. Zatimco pii plsobeni UV o vlnové délce 366 nm byl detekovan genistin,

genistein a formononetin, daidzein Vv nepatrném mnozstvi a biochanin A v mnoZstvi



nedetekovatelném. Maximalni obsah genistinu byl zjistén po ozafeni UV zafenim o vinové
délce 254 nm po dobu 300 s (odbér po 48 hod, tab. ¢. 13, graf ¢. 11). Obsah genistinu byl 3,03
%, coz je témef 76 krat vice nez u kultury G; péstované na MS médiu. Vyznamného zvySeni
obsahu genistinu bylo také dosaZzeno po elicitaci UV zéafenim o vinové délce 366 nm po dobu
120 s (2,06 % genistinu — 51,5 krat vice nez u kultury G; péstované na MS médiu, odbér po
48 hod, tab. ¢. 15, graf ¢. 13). Nejvyssi obsah daidzeinu byl detekovan po piisobeni UV zareni
o vlnové délce 366 nm po 30 s a S odbérem provedenym po 24 hod (0,05 %, coz je 2,5 krat
vice nez u kultury G; péstované na MS médiu, tab. ¢. 14, graf ¢. 12). Ke zvySeni obsahu
genisteinu doslo po piisobeni UV zéfeni o vinové délce 254 po dobu 30 s a 240 s a odbéru po
24 hodindch po elicitaci (0,16 % a 0,17 % genisteinu, tab. ¢. 12, graf ¢. 10). Nejvyssi
produkce formononetinu bylo dosazeno po elicitaci UV zafenim 366 nm po dobu 30 sa
odbérem po 24 hod od ozafeni (0,07 % formononetinu, tab. ¢. 14, graf ¢. 12). Kalusova

kultura G, rostouci na SH médiu produkovala nejvice genistin.

Z vysledkt vyplyva, ze kalusova kultura G; produkuje méné isoflavonoidi nez novée
odvozena kultura G,. Divodem by mohl byt pocatecni rist kultury G; na MS médiu
s nevhodnym riistovym reguldtorem. Sarkova ve své praci pfi tvorbé riistové a produkéni
charakteristiky zjistila, ze kalusova kultura G; dosahuje maximélniho ristu a produkce
isoflavonoidil pfi pouziti ristového regulatoru 6-benzylaminopurinu (BAP) o koncentraci 0,1
mg/l za normdlniho svételného rezimu. (35) DalSim divodem by mohla byt i vy€erpanost
kultury G; dlouhodobym pasazovanim. Dalsi pokusy byly provadény s kalusovou kulturou
G,, ktera byla péstovana na SH médiu. U tohoto média, jak uvadi ve své studii i Luczkiewicz,

se dosahuje pfi kultuvaci nejlep$ich vysledki z hlediska ristu a produkce. (26)

V intaktni rostliné byla stanovena piitomnost daidzeinu, genisteinu a biochaninu A. V
kalusové kultufe bylo po elicitaci prokazano vsech pét stanovovanych isoflavonoida.
Dostupna literatura se o vyskytu formononetinu v intaktni rostling, v in vitro kultufe ani
Vv elicitované kultufe nezminiuje. Produkce isoflavonoidll v kalusové kultufe byla vyssi nez
V intaktni rostlin€, kterd produkovala 0 % genistinu, 0,12 % daidzeinu, 0,01 % genisteinu, 0 %
formononetinu a 0,02 % biochaninu A (35). Cimz se potvrdilo Luczkiewiczovo zjisténi, Ze
kalusova kultura produkuje vyssi mnozstvi isoflavonoidil nez intaktni rostlina. (26) Vyjimkou

byl biochanin A, jehoz mnozstvi v intaktni rostlin€ bylo vyssi nez v kultufe in vitro.



7. Zaveér

Vysledky prace 1ze shrnout nasledovné:

U kalusové kultury G; péstované na MS médiu bylo zaznamenano zvysSeni obsahu
genistinu po elicitaci UV zafenim o vlnové délce 254 nm po dobu 240 s s odbérem
provedenym po 48 hod a také pci ozateni 120 s a 300s u odbéru po 24 hodinach od
ozéfeni. Ke zvyseni obsahu daidzeinu doSlo po UV ozéfeni o vinové délce 254 nm po
dobu 120 sa 240 s (odbér po 24 hod po elicitaci), 60 s a 240 s (odbér po 48 hod po
elicitaci), po ozaieni UV zafenim o vinové délce 366 nm po dobu 240 s (odbér po 24
hod po elicitaci) a 120 s (odbér po 48 hod po elicitaci). Produkce genistinu a daidzeinu
byla vyrovnana.

U kalusové kultury G; rostouci na SH médiu byl obsah genistinu signifikantné zvySen
po ozateni UV zafenim o vlnové délce po dobu 240 s s odbérem po 24 hod. Mirnéjsi
zvyseni obsahu bylo pozorovéano také za stejnych podminek u odbéru po 48 hod a po
elicitaci UV zéafenim 366 nm po dobu 30 s a odbérem po 48 hod. Nejvyrazngjsi

zvySeni obsahu daidzeinu nastalo po UV ozafeni o vinové délce 254 nm po dobu 300 s



(odbér po 48 hod po elicitaci). U kalusové kultury G; péstované na SH médiu byla
prokazana vyssi produkce daidzeinu nez genistinu.

e U nové¢ odvozené kalusové kultury Gy, kterd rostla SH médiu, dosdhl genistin
maximalniho obsahu po ptisobeni UV zafenim o vinové délce 254 nm po dobu 300 s
(odbér po 48 hod), vyznamného zvyseni bylo také dosazeno po elicitaci UV zafenim o
vinové délce 366 nm po dobu 120 s (odbér po 48 hod). Ke zvysSeni obsahu genisteinu
doslo vlivem UV zafeni o vinové délce 254 po dobu 30 s a 240 s s dobou odbéru 24
hodin po elicitaci. Formononetin dosahl nejvyssiho obsahu po elicitaci UV zafenim
366 nm po dobu 30 s a odbérem po 24 hod od ozafeni. Kalusova kultura G; rostouci

na SH médiu produkovala nejvice genistin.
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