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1 ÚVOD    

Léčivé rostliny a účinné látky v nich obsaţené zaujímají v prevenci a terapii chorob 

velmi důleţité a nezastupitelné místo.  Usušené nebo jiným způsobem konzervované části 

léčivých rostlin (drogy) se pouţívají jako léčivé přípravky nebo také mohou slouţit k izolaci 

účinných látek. V některých případech je rostlina jediným zdrojem sekundárních metabolitů, 

jelikoţ doposud není známo přesné sloţení účinné látky nebo nebyl nalezen způsob syntetické 

výroby. Chemická struktura mnohých přírodních látek stala vzorem pro čistě synteticky 

vyráběná léčiva, často je však syntéza velmi sloţitá, ale i ekonomicky a časově náročná, tudíţ 

pro průmyslovou výrobu nepouţitelná.  

Rostlinný materiál se získává z polních monokultur nebo sběrem planě rostoucích 

rostlin. Sběr nelze provádět v případě, ţe se rostlina nesmí sbírat, například je-li chráněna. U 

planě rostoucích rostlin hrozí také nebezpečí záměny. Pěstují-li se léčivé rostliny 

v monokulturách, zvyšuje se nebezpečí výskytu chorob a škůdců. Proto se nelze vyhnout 

pouţití pesticidů, které mohou nepříznivě ovlivnit biosyntézu sekundárních metabolitů, 

dokonce i znehodnotit rostlinnou drogu rezidui. Ani jedna ze jmenovaných metod není tedy 

ideální. Sběr i polní pěstování léčivých rostlin je sezonní záleţitostí, tudíţ se nejeví ani jako 

vhodná moţnost zvyšování produkce. 

V důsledku zvyšování nároků farmaceutického průmyslu v současné době není potřeba 

sekundárních metabolitů plně pokryta. Jedním z moţných řešení by mohlo být zavedení 

systému buněčných kultur pro jejich produkci. Podařilo by se tak vyhnout obtíţím se 

zajištěním těchto látek. [11, 23] 

Explantátové kultury stejně jako nativní rostliny mohou syntetizovat sekundární 

metabolity. Produkce explantátových kultur je ale ve srovnání s nativní rostlinou niţší. Proto 

se vyvíjí snaha nacházet nové metody a postupy, které umoţní zvyšovat produkci. Vyuţívá se 

obranných reakcí s následným vyuţitím produkce sekundárních metabolitů. Kaskáda 

obranných reakcí je zaloţena na schopnosti rostlin či buněk in vitro reagovat na elicitory 

(různé stresové faktory). Problematikou elicitace explantátových kultur jetele lučního 

(Trifolium pratense L., Fabaceae) se zabývá tato práce. 
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Výhody buněčné kultivace oproti pěstování celé rostliny v polních monokulturách nebo 

planě rostoucích rostlin jsou následující: 

 Pěstované buňky jsou prosté mikrobů a hmyzu. 

 Sloţky, jeţ jsou vyuţívané, jsou produkovány za přesně daných a za kontrolovaných 

podmínek, v prostředí nezávislém na klimatických změnách nebo půdních podmínkách. 

 Bez ohledu na geografický původ rostliny, jsou buňky pěstovány k získání jejich 

specifických metabolitů. 

 Technologie je téměř bezodpadová, v jistých případech je odpad biologicky 

zuţitkovatelný. 

 Získané kultury jsou homogenní, neznečištěné, neobsahují insekticidy, coţ je výhodné 

z ekonomického hlediska. 

 Automatická kontrola racionální regulace metabolických procesů a buněčného růstu 

můţe pomoci při sníţení pracovních nákladů a zvýšení produktivity. [23, 60] 
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2 CÍL PRÁCE 

 Seznámit se s metodikou kultivace a elicitace rostlinných explantátových kultur 

in vitro. 

Ověřit vliv působení různých koncentrací abiotického elicitoru chloridu olovnatého na 

produkci sekundárních metabolitů suspenzní kulturou Trifolium pratense L. (varieta DO-8, 

Sprint). 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 

3.1 Jetel luční (Trifolium pratense L., Fabaceae) 

3.1.1 Původ rostliny 

Trifolium pratense L. je rostlina, jeţ je značně proměnlivá a roste od níţin aţ po horské 

oblasti.  Odlišnosti se nachází v oddělení lodyh, palistů podpůrných listů jakoţ i velikosti a 

vzrůstu. 

Její rozšíření je téměř po celé Evropě a v západní Asii, kde zasahuje na východ aţ 

k Altaji, Bajkalskému jezeru a do Kašmíru. V Severní i Jiţní Americe a také Novém Zélandu 

roste jen zplaněně. V severní Africe se vyskytuje v Alţíru. V některých oblastech, respektive 

pohořích střední a jiţní Evropy a mořských pobřeţích vytváří morfologicky diferencované 

rasy, označované obvykle jako subspecies nebo variety.  

3.1.2 Botanický popis rostliny 

Jetel luční je vytrvalá (u některých kulturních forem jen dvou aţ tříletá) bylina, více či 

méně bělavě chlupatá, se silným kulovitým kořenem, který sahá i přes 60 cm hluboko do 

půdy. 

Z trsnatého oddenku bez výběţků vyrůstá přízemní růţice listů a vystoupavé nebo 

přímé, jednoduché nebo spoře rozvětvené, 15 aţ 50 cm vysoké, většinou mírně hranaté, 

lodyhy o 3 aţ 5 článcích. Jsou poněkud smáčklé, chlupaté nebo téměř lysé, často do červena 

zbarvené. 

Listy jsou trojčetné, v dolní části dlouze řapíkaté, v horní s řapíky kratšími aţ přisedlé, 

s palisty. Listy jsou sloţené z lístků o průměru 7-15 mm × 15-30 mm velikých, skoro 

celokrajných, vejčitých aţ široce elipsovitých, svítivě zelených, na lících lysých, s příčně 

bělavou nebo červenohnědou skvrnou ve tvaru půlměsíce. Na okrajích bývají brvité a spodní 

straně přisedle chlupaté. Palisty dolních listů jsou kopinaté, u horních listů vejčité a přirostlé 

k řapíku. Semena jsou nesouměrně srdcovitá, aţ třírohá, lesklá, ţlutá aţ pískově hnědá, 

poněkud zploštělá, dosahující délky 1,5-2,0 mm a šířky 1,2-1,5 mm, semena mají zřetelně 

vyznačenou rýhu.  
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Květy se uspořádávají do hlávek, měřících v průměru 2 aţ 3 cm. Na jedné lodyze bývají 

1-3 květenství, rozmístěna tak, ţe postraní vyrůstají v paţdí listů a horní je zdánlivě 

vrcholové. Květenství jsou vejčitá nebo kulatá, skládají se z drobných, světle karmínově aţ 

masově červených nebo řidčeji vybledlých aţ bílých kvítků v počtu 30 aţ 60. Pětičetné kvítky 

jsou bez listenců, přisedlé 13- 18 mm dlouhé, přímé, sloţené z desetiţilného kalichu, který má 

dolní zub delší a je vně krátce chlupatý, zbarvený načervenale nebo bělozeleně.  Květenství 

jsou polozakrytá velikými palisty podpůrných listů. Koruna je z dolejšku srostlá, motýlová, 

její horní plátek (pavéza) je delší, neţ oba postranní plátky (křídla), dva spodní jsou srostlé 

v člunek, který je tupý. 

Plodem je vejčitý, drobný, nepukavý, tence blanitý, jednosemenný lusk, pevně uzavřený 

v kalichu. [62, 56, 40, 16, 17] 

3.1.3 Pěstování a výskyt 

V Čechách se pěstuje od 18. století v nejčastěji v monokulturách, méně však ve 

směsích. V případě jetele lučního je zapotřebí věnovat důraz při výběru vhodných pozemků a 

podle moţností také soustavnou péči. Jetel luční je pěstován na polích jako hospodářská 

plodina v různých vyšlechtěných odrůdách. Dobrých výnosů se dosahuje na půdách hlinitých 

aţ hlinitojílovitých s hloubkou ornice, která je proti vojtěšce menší (20-25 cm). Výhodná je 

půda slabě kyselého aţ neutrálního charakteru (pH 5,5-7,0). Při výběru stanoviště je 

výhodnější zvolit spíše teplejší polohy, ale s dostatkem půdní a vzdušné vláhy, proto se jeteli 

nejlépe daří v podhorských (zde je více chráněn sněhovou pokrývkou) a bramborářských 

oblastech. Nejvýhodnější jsou vzdušné otevřené polohy v terénu na rovině nebo mírnějších 

svazích, s upřednostněním hnízdišť divokých opylovačů a jiţní expozicí. Opylení zajišťují 

čmeláci, včely medonosné a včely samotářky. Morfologicky i biologicky jsou pro opylování 

jetele přizpůsobení čmeláci. Opylují jetel i za chladnějšího počasí (8-10°C), brzy ráno a pozdě 

večer, mají sosák dlouhý 8-18 mm (délka květní trubky je 8-10 mm). Za stejnou dobu opylují 

třikrát více květů neţ včela medonosná. Proto se uskutečňují pokusy s chovem čmeláků 

v umělých hnízdech, přes dosaţení určitých úspěchů, zůstává vzhledem ke svému počtu 

rozhodujícím opylovačem jetele včela medonosná. Sklizeň během vegetačního období závisí 

na nadmořské výšce, stáří porostu, povětrnostních podmínkách, agrotechnice a také na tom, 

zda se volí časnější, nebo pozdější termín sklizně. Je to významná pícnina bohatá na 

bílkoviny, pylodárná a medonosná rostlina: dvacet milionů opylených květů dává 1 kg medu a 
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30 kg semene. Pěstuje-li se jetel na semeno, poskytne při prvním sečení méně semene neţ při 

druhém, neboť na jaře je ještě málo čmeláků, takţe opylení je špatné. 

Roste na bohatých, suchých aţ mírně vlhkých půdách, především na stráních, loukách, 

v příkopech nebo okrajích cest. [40, 46, 3, 45, 71]  

 

Obrázek č. 3-1: Jetel luční (Trifolium pratense L., Fabaceae) 

3.1.4 Odrůdy 

V České republice se nachází tři poddruhy, které bývají někdy hodnoceny jako odrůdy. 

Patří sem: 

 Trifolium pratense subsp. pratense (jetel luční pravý) – vytrvalá bylina s významem 

léčivé rostliny. 

 subsp. sativum (jetel luční setý) – většinou dvou aţ tříletá bylina, která je významnou 

hospodářskou plodinou. 

 subsp. americanum (jetel luční americký) – tento vytrvalý poddruh byl k nám dovezen 

v 80. letech 19. století, ale od jeho pěstování bylo později upuštěno.[62] 

3.1.5 Sběr a úprava drogy 

Jetel luční kvete od května do října. Jako droga se pouţívají nerozpadlé hlávky – Trifolii 

pratensis flos. Droga není oficinální. Hlávky se sbírají v počátku květu, přehrabáváním se 
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snadno rozpadají a dávají bezcennou drť. Překvetlé hlávky jsou bezcenné, neboť při sušení 

hnědnou. Květy se suší v jednoduché vrstvě na přímém slunci a poté se dosuší ve stínu a 

v průvanu. Správně usušená droga by měla zachovávat původní barvu, v některých případech 

můţe ztmavnout, ale její zbarvení by nemělo být rezavé. Důleţitou podmínkou je, aby hlávky 

zůstaly v celku, a nebyly uvnitř suché. Při umělém sušení nemá teplota překročit 35°C. Drogu 

je třeba chránit před světlem a vlhkem, protoţe velmi rychle podléhá zkáze. [45] 

3.1.6 Použití 

Jetel luční byl po staletí pouţíván v lidovém léčitelství v rámci mnoha onemocnění. 

Známý byl jiţ ve středověku i v dřívějších dobách, kdy byl povaţován za magický prostředek 

proti čarodějnictví.  

První zdokumentované zprávy o pouţití jetele lučního pocházejí z Ameriky, kdy 

američtí eklektici v 19. století, předchůdci dnešních přírodních léčitelů, byli velkými zastánci 

jetele. Jejich kniha King’s American Dispensatory (1898) bylinu popisuje jako jeden 

z prostředků k léčbě černého kašle, neboť má výrazně uklidňující účinky. Také ji 

doporučovali proti kašli spojenému s bronchitidou a tuberkulózou. Velké nadšení přinesly 

účinky této drogy při léčbě rakoviny [8]. 

Na přelomu 19. a 20. století se stal jetel hlavní sloţkou mnoha léků známých pod 

názvem „Trifolium Compounds“ (trojlístkové přípravky). Tyto léky byly patentovány. 

Jednalo se o tonika a léky na koţní onemocnění, syfilitidu a tuberkulózu mízních uzlin. 

V roce 1912 byly tyto přípravky napadeny americkou lékařskou radou pro farmacii a chemii 

se závěrem, ţe neexistují ţádné důkazy o léčebných účincích těchto bylinných léků. I přesto 

ale zůstal jetel luční součástí National Formulary do roku 1946 jako lék koţních onemocnění. 

[8] 

V současné lidové medicíně bylináři doporučují tuto drogu k vnitřnímu i vnějšímu 

pouţití. Zevně se doporučuje ve formě koupelí jako koţní desinfekce na ekzémy, hnisavé 

rány, lupénku, a ve formě obkladů při příušnicích. Hojně se uţívá ve formě nálevů (2 čajové 

lţičky drogy na šálek vody) k úpravě stolice. Jetel luční také obsahuje nezanedbatelné 

mnoţství tokoferolu (forma vitamínu E), coţ je silný antioxidant, který pomáhá předcházet 

vzniku rakoviny a srdečních onemocnění. Nemůţe ale nahradit klasickou léčbu rakoviny, 

která byla vyvolána estrogeny. V lidovém léčitelství je ceněn jako posilující prostředek 

v rekonvalescencích. Povzbuzuje chuť k jídlu a napomáhá pročišťování krve. V čajových 
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směsích se pouţívá jako chuťové a vonné korigens (aromatikum). Pozornost je také věnována 

estrogenním látkám, které jsou součástí mnohých potravinových doplňků vedoucích ke 

zmírnění obtíţí v klimakteriu. Uţívá se také ve formě nálevu při kašli, chronickém zánětu 

průdušek, revmatismu, při edémech lymfatických ţláz a cukrovce. [40, 16, 8, 63, 45]  

3.1.7 Rizika použití 

Lékařská literatura doposud neobsahuje ţádné zprávy o škodlivosti jetele lučního. 

Fytoestrogeny v jeteli obsaţené by ale mohly být v určitých případech uţívání nebezpečné. 

Vlivem nedostatku informací o genetické výbavě nádoru prsu a jeho moţném biologickém 

chování v těle hostitele nebyly potvrzeny jednotné závěry, které by podporovaly vyuţívání 

konvenční či nekonvenční HRT (hormonální substituční terapie) u takto nemocných ţen. 

Estrogeny zvyšují také riziko růstu s estrogenem souvisejících nádorů prsů a dělohy, výskytu 

krevních sraţenin (tromboembolizmu), a zánětu cév (tromboflebitidy). Lidé trpící touto 

diagnózou by neměli jetel luční uţívat vůbec, nebo jen ve výjimečných případech a s velkou 

opatrností. Terapie by měla být velmi individuální, coţ platí stejně tak u ţen uţívajících 

antikoncepci obsahující estrogen. Proto by se měly o případném léčebném pouţití jetele 

lučního poradit se svým lékařem. Běţně doporučované dávky jetele lučního jsou povaţovány 

za bezpečné, coţ platí pro dospělé, s výjimkou těhotných a kojících ţen a pacientů s historií 

estrogen dependentních nádorů prsu nebo dělohy, tromboembolie nebo tromboflebitidy. FDA 

(Food and Drug Administration) zařazuje jetel luční do seznamu rostlin celkově 

označovaných jako bezpečné. Pokud se přesto dostaví drobnější zdravotní potíţe, například 

bolesti břicha, doporučuje se sníţit dávkování nebo rostlinu přestat uţívat úplně. [8, 28] 

3.1.8 Obsahové látky 

Droga Trifolium pratense flos obsahuje třísloviny, saponiny, kumariny, kyanogenní 

glykosidy, fenolické glykosidy, tanin, barviva, pryskyřice, silice, organické kyseliny 

(salicylová, kumarová, hroznová, oxalová), flavonoidy a isoflavonoidy a jiné látky. 

Nejzajímavější skupinou látek z hlediska moţného vyuţití jako léčiv se jeví 

isoflavonoidy s fytoestrogenní aktivitou (daidzein, genistein, biochanin A, formononetin). 

Dále se mohou vyskytovat isoflavonoidy genistin, ononin, kumestrol, trifoliol. V jeteli lučním 

jsou zastoupeny nejvíce formonetin a biochanin A. [59, 74] 
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3.1.8.1 Flavonoidy 

V roce 2000 bylo známo jiţ více neţ 4000 flavonoidů a stále se nacházejí další 

sloučeniny. Flavonoidy neboli flavonoidní látky jsou rozsáhlou skupinou rostlinných fenolů. 

[21] 

Flavonoidy jsou deriváty fenylchromanu. Základem je chroman arylovaný v poloze 4 

(neoflavany), 3 (isoflavany) nebo 2 (flavany). Vyskytují se jen v rostlinné říši, nejčastěji se 

jedná o flavany a řidčeji isoflavany. Neoflavany se vyskytují vzácně a nemají terapeutický 

význam. [68, 24] 

 

Obrázek č. 3-2: Struktury nejčastějších flavonoidů 

 

Přírodní flavonoidy se nejčastěji vyskytují ve formě O-glykosidů, obsahují ve své 

molekule aglykon (necukernou sloţku) a cukernou sloţku. Volné aglykony se vyskytují pouze 

zřídka, v některých případech (při technologické zpracování při vyšších teplotách a v kyselém 

prostředí) můţe docházet k hydrolýze glykosidů a vzrůstu koncentrace aglykonů.[19, 21] 

Flavonoidy se v rostlinách vyskytují rozpuštěné, a to v buněčné šťávě vakuoly, v 

silicích se nacházejí ve formě lipofilnějších methoxylových derivátů. V ţivé rostlině se 

účastní oxidačně - redukčních pochodů.  Další funkcí flavonoidů v rostlinném organismu je 

vábení opylovačů a ochrana před UV zářením. [21, 19]  

Běţně bývají všechny tři kruhy substituovány hydroxyskupinami nebo 

methoxyskupinami a jednotlivé deriváty se liší pouze stupněm substituce a oxidace. Podle 

stupně oxidace pyranového kruhu se flavonoidy dělí do několika skupin (flavanony, 

flavononoly, flavony, flavanoly, flavonoly, flaveny, flavany, flavandioly). Flavonoly jsou 

nejhojnější skupinou flavonoidů zastoupených v zelenině a ovoci, kemferol a kvercetin jsou 

jejich nejběţnějšími zástupci.[21, 19]  
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Obrázek č. 3-3: Kvercetin 

 

Aglykony flavonoidních glykosidů jsou produkty, které vznikají dvěma hlavními 

cestami. Šestiuhlíkový fragment C₆ - C₃ - C₆ sloučenin je odvozen z acetátového metabolismu 

a zbývající devítiuhlíková část z kyseliny šikimové. Deriváty se tvoří zavedením nebo 

odstraněním hydroxylových skupin. Glykosylace nastává aţ v pozdním stádiu tvorby 

flavonoidů. Jednotka C₆ - C₃ ve formě kyseliny skořicové je spojena se třemi molekulami 

acetátu za vytvoření meziproduktu chalkonu, z něhoţ vzniká následně flavanon.[24] 

Flavonoidy jsou významnou součástí antioxidačního systému, likvidují volné kyslíkové 

radikály, zabraňují peroxidaci lipidů, mohou dále vázat a inaktivovat některé prooxidační 

kovové ionty (ţelezo, měď). Antioxidační aktivita souvisí s počtem a polohou hydroxylových 

skupin v molekule. Vliv má i glykosylace. Optimální radikálově likvidační vlastnosti byly 

nalezeny pro o-dihydroxy strukturu v kruhu B, 2,3 dvojnou vazbu a 4-oxo funkční skupinu 

v kruhu C a 3 a 5 hydroxyskupiny na kruzích A a C. Tuto strukturu mají právě flavonoly. [21] 

Bylo prokázáno, ţe přírodní flavonoidy s popsanými vlastnostmi mohou významným 

způsobem působit při prevenci chorob majících svůj původ v oxidačním poškození 

biologických struktur (ateroskleróza, kardiovaskulární onemocnění). Vhodný způsob 

stravování a příjem potravin s vyšším obsahem flavonoidů by mohl pomoci při léčbě těchto 

chorob a jako jistá prevence. Tato forma antioxidantů je zřejmě vhodnější neţ podávání 

samotných antioxidačních preparátů jako vitamín C a E. [21] 

Flavonoidy jsou také inhibitory hyaluronidasy, brání šíření mikrobiálních toxinů 

tkáněmi, a proto jsou podpůrnými prostředky při léčení infekčních nemocí. Z terapeutického 

hlediska je vyuţití flavonoidů zaloţeno na jejich schopnosti normalizovat permeabilitu 

kapilár, odstraňovat jejich lomivost, působit antihemorhagicky a antiedematosně (P-
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vitaminový účinek). Pro svůj hepatoprotektivní účinek zabraňují nepříznivému účinku 

slunečního záření. Některé flavonoidy působí močopudně, dilatují cévy a sniţují krevní tlak. 

Mají téţ vlastnosti choleretické, cholagogní a spasmolytické. Napomáhají regeneraci vitamínu 

E, zvyšují také hladinu vitamínu C a β-karotenu a sniţují hladinu sériových triglyceridů. 

Účinné jsou glykosidy a glykony. Pouţívají se v čistém stavu, častěji ale jako drogy nebo 

jejich extrakty. S vápenatými ionty tvoří komplexní soli a brání tak sráţení krve a zadrţují 

vápník v těle. [68, 24] 

3.1.8.2 Isoflavonoidy 

Isoflavonoidy se vyskytují ve většině bobovitých rostlin (Fabaceae). Isoflavonoidy jsou 

v přírodě rozšířeny jen málo, na rozdíl od všudypřítomných flavonoidů. Jsou tedy významnou 

podskupinou, patřící mezi flavonoidy.  

Tyto sloučeniny se odlišují od dalších tříd flavonoidů vazbou fenylového kruhu (B-

kruhu) v pozici 3-heterocyklického kruhu (3-fenylchromanu). Nejbohatším zdrojem je soja 

luštinatá (Glycine max, Fabaceae), dalšími zdroji jsou jetel luční (Trifolium pratense, 

Fabaceae), tolice vojtěška (Medicago sativa, Fabaceae) a jetel plazivý (Trifolium repens, 

Fabaceae). Další čeledi třídy dvouděloţních, u kterých se vyskytují isoflavonoidy, jsou 

zejména Rubiaceae, Passifloraceae, Moraceae, Myristicaea, popřípadě Rosaceae a 

Scrophulariaceae (výskyt isoflavonoidů v těchto čeledích je vzácný a potvrzen u jednoho 

rodu či druhu). U jednoděloţních rostlin je nejbohatším zdrojem isoflavonoidů oddenek rodu 

Iris (čeleď Iridaceae). Isoflavonoidy byly nově objeveny v rybízu (Ribes sp., čeleď 

Grossulariaceae) a jiném drobném ovoci, dále v čeledi Zingiberaceae. 

Existuje asi 700 známých struktur isoflavonoidů, z toho je popsáno pouze 370 

aglykonů. Liší se v míře methylace a glykosylace. Nejčastěji se vyskytující skupinou 

isoflavonoidů (sekundárních metabolitů) jsou isoflavony (polohové isomery častěji se 

vyskytujících flavonů), které se nacházejí častěji ve volné formě a méně často glykosidicky 

vázané. Mezi nejvýznamnější zástupce isoflavonů řadíme daidzein, genistein, biochanin A 

a formononetin. Isoflavonoidy lze izolovat z většiny rostlinných tkání. Nejvíce se vyskytují 

v pupenech, mladých výhoncích a klíčcích. Z toho vyplývá, ţe by tyto látky mohly ovlivňovat 

důleţité fyziologické procesy růstu rostlin. Pravděpodobně jsou tyto látky vytvářeny jako 

odpověď na infekci patologickým agens (fytoalexiny) a představují tak jeden z obranných 

mechanismů rostlin. [36, 20, 1, 7, 34]  
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  genistein     biochanin A 

 

  

  daidzein      formononetin 

Obrázek č. 3-4: Struktury nejvýznamnějších isoflavonoidů 

 

Isoflavonoidy se vyskytují ve stopách v kořenech (u některých rostlin pouze 

v kořenech), ale především v chloroplastech nadzemních částí rostlin. [36, 19]  

V rostlinách isoflavonoidy vznikají kondenzací polyacetátu a aromatických 

aminokyselin, jeţ jsou syntetizovány biosyntetickou cestou kyseliny šikimové.[19] 

O významu isoflavonoidů se příliš neví, předpokládá se, ţe plní řadu funkcí v obranném 

systému rostliny jako přirozená obrana proti infekci, dále při klíčení semen, při poškození 

škůdci a napadení hmyzem. Významné jsou také účinky antibakteriální, imunosupresivní, 

antifungální, insekticidní. Inhibují tvorbu superoxidových aniontů, vlivem této schopnosti 

účinkují v rostlinách jako antioxidanty. Tyto látky po určitou dobu udrţují svou biologickou 

aktivitu a ovlivňují mikrobiální poměry v půdě. Četnými pozorováními bylo prokázáno, ţe 

rostliny ve vysokohorských oblastech mají větší obsah isoflavonů, často tedy bývají 

označovány přívlastkem „anti–aging“, a to pro svou schopnost ochránit samotnou rostlinu 

před agresivním slunečním zářením.  Obsah  isoflavonoidů ovlivňuje řada abiotických a 

biotických faktorů.[20, 33, 22] 

Isoflavonoidy mají schopnost interagovat s estrogenními receptory na základě jejich 

podobnosti s 17–β estradiolem, jsou tedy slabými estrogeny. I kdyţ jsou isoflavony nazývány 
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fytoestrogeny, nejsou totoţné s estradiolem a neposkytují schopnost buněčné proliferace. 

Účinek isoflavonoidů se neprojevuje pouze prostřednictvím estrogenních receptorů, ale také 

působí na syntézu proteinů, transport vápníku, oxidaci tuků, na účinek růstových faktorů a 

diferenciaci buněk, mohou také ovlivňovat různé enzymy.[59, 20] 

Významnou roli hrají také při prevenci aterosklerózy (ovlivňují tedy i vniku infarktu 

myokardu a cévní mozkové příhody), sniţují totiţ koncentraci lipidů a lipoproteinů v krevní 

plazmě. Isoflavony sóji mohou stabilizovat LDL (light density lipoproteins) lipoproteiny proti 

oxidaci, která je povaţována za jednu z moţných příčin vzniku aterosklerózy. Isoflavonoidy 

mohou mít pozitivní vliv na srdeční onemocnění působením na estrogenní receptory, ale také 

jiţ na zmíněné sniţování koncentrace lipidů v krevní plazmě. U ţen v postmenopauzálním 

věku zlepšují vazodilataci. [20]  

Isoflavony vykazují kromě estrogenové aktivity, také působení na progesteronových či 

androgenních receptorech, a to s různou aktivitou, samozřejmě i vnitřní aktivitou, coţ s 

velikou pravděpodobností stojí v pozadí jejich vyšší bezpečnosti v porovnání s léčivými 

přípravky obsahujícími pohlavní hormony. Dominantní aktivita fytoestrogenů se uplatňuje na 

β–estrogenních receptorech, zatímco aktivita na α–estrogenních receptorech bývá velmi malá. 

V dnešní době se rozlišují dva typy estrogenních receptorů (ER), ER–α se nachází převáţně v 

děloze, prsu respektive mléčných ţlázách a hypofýze, ER–β je exprimován v celé řadě tkání, 

například mozku, močovém měchýři, thymu, kostech a kardiovaskulárním systému. Někdy se 

také isoflavony označují jako selektivní modulátory estrogenových receptorů (SERM). [22, 

30, 36, 2] 

Isoflavony  mohou uplatnit i antiestrogenní aktivitu kompetitivní inhibicí, zabraňují 

navázání estrogenu na receptor. Tohoto účinku se vyuţívá před menopauzou, kdy je hladina 

estrogenu vysoká. Princip antiestrogenní aktivity je zaloţen na stimulaci biosyntézy 

sexuálních hormonů vázajících globulin (SHBG) v játrech. Vyšší hladiny těchto hormonů 

jsou protektivním faktorem proti nadměrnému působení estrogenů, ale také androgenů v 

cílové tkáni. Z téměř tisíce isoflavonoidů byla estrogenní účinnost signifikantně prokázána jen 

u čtyř isoflavonoidů (genisteinu, biochaninu A, formononetinu, daidzeinu). [19] 

Isoflavonoidy a především některé jejich metabolity zřejmě vykazují PPAR–γ 

(peroxizome proliferator–activated receptor γ) vazebnou a přenosovou aktivitu. Maximální 

přenosová aktivita některých isoflavonoidů (6–hydroxydaidzeinu a 3–hydroxygenisteinu) 
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můţe překročit léčivou látku rosiglitazon, coţ je známý PPAR–γ agonista, vyuţívaný při 

léčbě diabetus mellitus. Jiţ 15 – 30 % doporučené dávky rosiglitazonu teoreticky pokrývá 

denní dávka (80 mg) isoflavonoidů obsaţených v extraktu z jetele lučního.[52]  

V budoucnu by se mohly isoflavonoidy vyuţívat i k ochraně dopaminergních receptorů 

(mají totiţ ochranný efekt) a také ke zlepšení stavu pacienta s metabolickým syndromem.[52, 

26] 

Studie v oblasti veterinární i humánní medicíny, dále pokusy s tkáňovými kulturami 

dokládají důleţitou roli isoflavonoidů přijímaných v potravě. Působí jako jistá prevence 

symptomů menopauzy, osteoporozy, nádorových a srdečních onemocnění. Jiné studie 

přisuzují isoflavonoidům extraktu jetele lučního hypoglykemický, hypolipidemický, 

antiaterosklerotický účinek. [36, 52] 

3.2 Rostlinné kultury in vitro 

Vyuţití kultur in vitro jako zdroje důleţitých rostlinných metabolitů pro potravinářství, 

zemědělství, kosmetiku a farmacii je velmi perspektivní. Vyšší rostliny jsou důleţitými zdroji 

léčivých látek, jednou z moţností, jak se vyhnout komplikacím se zajištěním těchto látek, je 

kultivace rostlinných tkání a buněk in vitro. Explantátové kultury rostlin (kultury rostlinných 

explantátů) značí aseptickou kultivaci izolovaných částí rostlin za umělých podmínek. Vyuţití 

kultur in vitro lze rozdělit do dvou sfér, ve kterých je nejintenzivněji prováděn výzkum, jeho 

výhodou je i praktické uplatnění. Jedná se o problematiku biotechnologických metod ve 

šlechtění i rozmnoţování rostlin a o produkci sekundárních metabolitů těmito kulturami, 

kterou lze ovlivnit například biotransformací, procesem elicitace nebo vyuţitím prekurzorů 

poţadovaných metabolitů.  

Z parenchymatických pletiv různých rostlinných částí se mohou odvodit kalusové 

explantáty reprezentované nediferenciovanou hmotou buněk rostoucích na polotuhém médiu a 

z nich dále mohou být odvozené suspenzní a buněčné explantáty, rostoucí v tekutých půdách. 

Na udrţování rostlinných explantátů jsou nezbytné makroelementy, mikroelementy, 

růstové regulátory, vitamíny a jiné důleţité látky. V případě buněčných suspenzí hraje 

významnou roli provzdušňování a zachování sterility ţivného média. [11,33,42]  
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Ve svém principu zahrnují rostlinné explantátové kultury izolaci buněk, pletiv, orgánů, 

následuje jejich kultivace ve sterilních podmínkách a řízeném prostředí. Nediferencované 

buňky obsahují i genetické informace, které podmiňují tvorbu sekundárních metabolitů, je 

také moţné jejich vyuţívání k produkci léčivých látek. Při vhodných podmínkách a působení 

rostlinných stimulátorů lze rostlinné explantáty opět diferencovat (zpočátku se tvoří kořeny, 

výhonky a nakonec kompletní rostliny, jeţ jsou schopny všech ţivotních funkcí). 

Výhodou rostlinných explantátů je, ţe nepodléhají vlivům exogenních faktorů, naopak 

je tomu u rostlin polních kultur. Nejsou ovlivňované počasím, ročním obdobím, škůdci, 

hmyzem, insekticidy. Rostliny in vitro v období mezi pasáţemi nevyţadují ţádnou péči, jako 

zálivku, chemické ošetření nebo pletí. [68, 42, 51]  

3.2.1 Obecná charakteristika 

 Kultivace in vitro - pěstování rostlinného materiálu v podmínkách co nejúplněji 

definovatelných po stránce fyzikální, ale i chemické a zabraňujících neţádoucí 

kontaminaci cizorodými ţivými organismy a buňkami. 

 Intaktní rostlina – původní rostlina pěstovaná v původních podmínkách. 

 Rostlinný explantát – kaţdý fragment ţivého pletiva, komplex orgánů nebo celý 

orgán, odebraný buď z intaktní rostliny, nebo z jiţ existující kultury s cílem pěstovat 

jej v podmínkách in vitro.  

Obrázek č. 3-5: Základní kroky regenerace rostlin v explantátové kultuře 
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 Kultura rostlinných explantátů – rostlinné explantáty pěstované po určitou dobu 

v podmínkách in vitro. Kultury rostlinných explantátů lze podle morfologické 

charakteristiky zařadit do některé z následujících kategorií:  

 Kultura orgánová – orgánové systémy, orgány, respektive jejich základy nebo 

části pěstované v podmínkách in vitro způsobem, který umoţňuje diferenciaci 

a částečně zachovává i jejich funkci a stavbu. 

 Kultura tkáňová – do různého stupně soudrţné, morfologicky dezorganizované 

mnohobuněčné komplexy tkáně, pomnoţované buď na pevných či polotuhých 

nosičích, nasycených ţivným médiem nebo ve výjimečných případech v tekuté 

ţivné půdě. 

 Kultura protoplastů - kultura buněk zbavených buněčných stěn, kde buněčný 

obsah je obalen nikoliv pevnou buněčnou stěnou, ale jen pruţnou plasmatickou 

plasmalemou. 

 Kultura buněčná - volné jednotlivé buňky, respektive jejich nejbliţší 

potomstvo, pomnoţované v polotekuté či tekuté ţivné půdě nebo na nosiči 

nasyceném ţivnou půdou. 

 Kultura suspenzní - volné buňky a buněčné shluky společně pomnoţované, 

suspendovány v tekuté ţivné půdě, provzdušňované a promíchávané. 

 Primární explantát - rostlinný explantát odebraný přímo z intaktní rostliny. 

 Primární kultura - kultura primárních explantátů. 

 Subkultivace, pasážování - přenos celé kultury nebo její části (inokula) do čerstvé 

ţivné půdy s cílem obnovit, zachovat nebo zesílit růst kultury po další subkultivační 

interval. 

 Rozpadavost kultur – schopnost tkáňových či suspenzních kultur spontánně se 

rozpadat na buněčné shluky a volné buňky schopné dalšího růstu, respektive 

pomnoţování. 

 Subkultivační interval – je doba mezi dvěma pasáţováními. 

 Subkultivační číslo – udává, kolikrát byla kultura pasáţována. 

 Kalus, zával, svalec – v původním významu neorganizované pletivo, vzniklé činností 

sekundárních meristémů po poranění rostliny, v přeneseném významu pletivo, které 

vzniká na povrchu nenádorových primárních explantátů a je schopné subkultivace. 

 Kalusová kultura – kultura kalusu in vitro. 
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 Diferenciace – jedná se o strukturální a chemické změny v jednotlivých buňkách a 

pletivech spočívající v aktivaci a inaktivaci určitých genů, jimiţ se odlišily od tzv. 

eumeristematického stavu a získaly jinou specializaci. Opačný proces je nazýván 

dediferenciací. 

 Totipotence – schopnost rostlinných buněk kultivovaných in vitro obnovit v průběhu 

diferenciačních procesů specializované funkce a postupně regenerovat ve fertilní 

rostlinu. Umoţňuje realizace genetických změn vyvolaných v jednotlivých buňkách na 

úrovni celého organismu. [42, 43, 60, 61] 

3.2.2 Vlastnosti kultur rostlinných explantátů 

 Rostlinné kultury lze odvodit z buňky či komplexu buněk pletiva kteréhokoliv 

rostlinného těla (s výjimkou některých velmi specializovaných buněk, např. sítkovice, 

sklereidy). 

 Kulturu lze pěstovat in vitro za vhodných kultivačních podmínek neomezeně dlouho. 

 Suspenzní kultury jsou tvořeny volnými buňkami a jednotlivými buněčnými shluky, 

poměr volných buněk a buněčných shluků se v průběhu kultivace můţe měnit. 

Rozpadavost kultury je zřejmě geneticky podmíněna a lze ji ovlivnit sloţením media a 

kultivačními podmínkami. 

 Tkáňová a suspenzní kultura se v průběhu růstu in vitro dediferencuje, ztrácí svůj 

původní morfologický a fyziologický charakter, není však homogenní, obsahuje buňky 

různého stupně diferenciace. 

 Buňky tkáňových ani buněčných kultur nejsou schopny tvořit jednovrstevnou kulturu 

(monolayer), neuchycují se na tuhé ani polotuhé podklady. 

 Explantátové orgány, respektive orgánové základy v kultuře in vitro, mohou dorůstat. 

 Tkáňové, orgánové ani buněčné kultury nejsou schopny bez poškození podstoupit 

konzervaci mrazem.  

 Řada rostlinných kultur je schopna trvale růst na plně syntetických půdách, které 

bývají často jednoduché. 

 Vhodnou kombinací růstově aktivních látek a ostatních sloţek kultivačního média lze 

v kulturách indukovat histogenezi nebo organogenezi, takto je moţné odvodit z jediné 

somatické buňky ţivotaschopnou rostlinu. [60, 61] 
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3.2.3 Odvození a udržování explantátové kultury 

Cílem práce je získat sterilní rostlinný materiál s vysokou produkcí metabolitů. Prvním 

krokem pro úspěšné odvození stabilní kultury je výběr vhodné matečné rostliny i části 

rostlinného těla. Výchozí rostlina by měla být zdravá a pěstovaná v optimálních podmínkách. 

Nejlepších výsledků je dosaţeno, je-li explantát odebrán z rostliny v aktivní fázi růstu nebo ze 

zásobních orgánů. Rostliny by měly být povrchově sterilní anebo asepticky pěstované. Z 

rostliny se fragment některého z orgánu umístí do kultivační nádoby s vhodným sterilním 

ţivným médiem a inkubuje se při teplotě 23 – 28 °C. Po několika týdnech se objeví primární 

kalus (pletivo vzniklé dělením povrchových vrstev primárních explantátů), který je schopen 

se rozmnoţovat na novém médiu. Získaný kalus je schopen neomezené proliferace na 

vhodném médiu po odstranění zbytku výchozího orgánu při pravidelném pasáţování. 

U prvních pasáţí se mohou vyskytovat morfologické a morfogenetické změny. Teprve 

po větším počtu pasáţí se získá stabilní a homogenní rostlinný materiál, ovšem pouze za 

předpokladu velmi přísného dodrţování konstantních podmínek kultivace, jako je teplota, 

osvětlení, sloţení a zpracování ţivné půdy, prostředí a pravidelnost pasáţí. 

Z kalusové kultury lze mechanickým a enzymatickým způsobem odvodit suspenzní 

kulturu. V prvním případě se pouţívají pomaloběţné rolery a třepačky, ve druhém vhodné 

pektinázy. Kultura musí být pravidelně pasáţována za aseptických podmínek, z důvodu 

zabránění neţádoucí kontaminace rostlinného explantátu. Získané kultury lze udrţovat za 

podmínek in vitro neomezeně dlouho. Pro úspěšnou kultivaci rostlinných kultur je důleţité 

najít optimální sloţení ţivného média, ale také připravit vhodné fyzikální podmínky. [60, 61]  

3.2.4 Podmínky kultivace rostlinných explantátů 

Optimální růst, ale i produkce sekundárních metabolitů jsou ovlivněny volbou 

vhodných podmínek, jako jsou sterilní prostředí, optimální sloţení ţivného media a četná 

opatření zabraňující kontaminaci kultury.  

3.2.4.1 Složení živných médií 

Jedním z nejdůleţitějších faktorů ovlivňující růst a morfogenezi v tkáňových kulturách 

rostlin je výběr a vhodné sloţení kultivačního média. Kvalitativní i kvantitativní zastoupení 

jednotlivých sloţek hraje důleţitou roli nejen z hlediska růstu explantátů, ale například i pro 

rozpadavost kalusu při převádění do suspenzní kultury. Můţe být tuhé (s přísadou agaru) nebo 

tekuté. [42]   
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Sloţky ţivných půd se podle mnoţství v půdě, respektive svého charakteru nebo 

fyziologických účinků, rozdělují do následujících devíti skupin:  

 Makroelementy - zahrnují šest nejdůleţitějších prvků: hořčík, vápník, fosfor, dusík, 

síru, draslík. Přidávají se do ţivné půdy ve formě solí, jejich koncentrace v médiu je 

vyšší neţ 30 mg.l
-1. Jsou nezbytné pro kultivaci intaktní rostliny. 

 Mikroelementy - jsou nepostradatelné pro správný vývoj. Většinou jsou přítomny 

v malých mnoţstvích ve formě solí. Zahrnují ţelezo, mangan, molybden, měď, bór a 

zinek. Ţelezo a zinek se obvykle do médií dodávají ve formě chelátu. Význam 

kobaltu, niklu a hliníku pro růst kultivovaných rostlinných tkání je zatím sporný. 

 Zdroje organického uhlíku – jsou základní stavební jednotkou pro nově vznikající 

pletiva. Rostlinné tkáně jsou schopny vyuţít uhlík jako základní stavební jednotku 

z alkoholů, cukrů a organických kyselin. Alkoholy nemají pro tkáňové kultury takový 

význam jako cukry. Glycerin je povaţován jako dostačující zdroj uhlíku, jiné alkoholy 

jsou uţ méně účinné, některé jiţ neúčinné nebo dokonce toxické (propanol). 

Organické kyseliny také nejsou ideální s výjimkou kyseliny jablečné, u které byl 

zjištěn příznivý vliv na růst kultur. Pro většinu rostlinných kultur byl zjištěn příznivý 

vliv sacharózy v koncentraci 2 – 5%, kterou je moţno nahradit laktózou, glukózou či 

škrobem. Sacharóza přítomna v médiu můţe být rozštěpena na glukózu a fruktózu. 

 Prostředky pro odpěňování živných půd – jedná se o rostlinné oleje (slunečnicový, 

hořčičný, sojový, řepkový, kokosový), silikonové oleje (jako vodná emulze s obsahem 

10% silikonu) a dále ţivočišné tuky (lůj, dezodorizovaný rybí tuk, tekutá frakce 

vepřového sádla). Tyto prostředky jsou důleţité zejména při výrobě. 

 Vitamíny – normální rostlina sama syntetizuje vitamíny nezbytné k jejímu růstu a 

vývoji, explantátové kultury ale nejsou schopny produkovat dostatečné mnoţství 

vitamínů pro svůj růst a vývoj. Jsou také důleţité jako katalyzátory řady 

metabolických procesů. Mezi vitamíny nejčastěji pouţívané v médiích patří kyselina 

nikotinová, thiamin, pyridoxin a myoinisitol. Thiamin se pouţívá v koncentraci 0,1 – 

10,0 mg.l
-1

. Je součástí většiny ţivných médií a je pro růst tkáňových kultur 

nepostradatelný. V kultivačních médiích se někdy pouţívají další vitamíny (například 

kyselina askorbová, riboflavin, kyselina pantotenová a mnoho dalších), jejich 

přítomnost však není většinou nepostradatelná. 

 Aminokyseliny – se dodávají do ţivných médií především v případě kultivace 

buněčných suspenzí a protoplastů. Slouţí buňkám jako bezprostřední zdroj dusíku 
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nebo mohou být také přímo vyuţívány k syntéze proteinů. Jejich přirozené směsi 

(například hydrolyzát kaseinu v obvyklé koncentraci 0,05 – 0,1%) působí příznivě na 

růst a vývoj explantátu, podporují také organogenezi.[42] 

 Nedefinované směsi přírodních látek – růst explantátové kultury je moţné 

stimulovat přidáním celé řady organických extraktů (například protein hydrolyzátu, 

kokosového mléka, sladového extraktu, kvasničného extraktu, extraktů z banánů, 

koňského kaštanu, vlašského ořechu, kukuřice, pšenice, rajčatové a pomerančové 

šťávy). V současnosti se dává přednost definovaným kombinacím látek a tím se 

přechází ke skutečně syntetickým médiím.[42, 60, 61]  

 Látky používané pro zpevnění média – pro přípravu tuhých médií se nejčastěji 

pouţívá agar, který má oproti jiným látkám řadu výhod (nereaguje s ostatními 

sloţkami média a není rozkládán enzymy). Agarové gely jsou při kultivačních 

teplotách stabilní. V případě, ţe není pouţito pevné médium, je moţno explantáty 

fixovat na můstcích z filtračního papíru, polyuretanové pěně, perforovaném celofánu 

nebo čedičové vatě. Tuhost agarového gelu je moţno regulovat pouţitou koncentrací 

agaru, druhem agaru a pH média. 

 Růstové regulátory (fytohormony) – rostlinné buňky jsou při pěstování in vitro 

většinou závislé na přítomnosti růstových regulátorů, protoţe samotná syntéza 

endogenních růstových regulátorů není pro zajištění růstu dostatečná. O charakteru 

růstu rozhoduje koncentrace hormonů a také jejich vzájemný poměr. Pro účely 

kultivace lze růstové regulátory rozčlenit do tří základních skupin: 

 1. Auxiny: mezi auxiny pouţívané v tkáňových kulturách rostlin 

patří především kyselina β–indolyloctová (IAA), kyselina β–

indolyl–4–máselná (IBA), kyselina 2,4 – dichlorfenoxyoctová (2,4-

D) a kyselina α-naftyloctová (α-NAA). V kultivačním médiu jsou 

pouţívány za účelem stimulace růstu buněk a kalusu. V některých 

případech k indukci prýtu a zejména kořenů. IAA představuje 

nativní auxin, ostatní látky jsou syntetické.  

 2. Cytokininy: nejdůleţitějšími přírodními cytokininy jsou zeatin a 

6-izopentenylaminopurin a syntetickými 6-furfurylaminopurin 

(kinetin) a benzylaminopurin (BA). Pouţívají se k indukci tvorby 

axilárních prýtů a ke stimulaci buněčného dělení. Zeatin je 
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povaţován za nativní cytokinin, zatímco kinetin představuje 

syntetický cytokinin. 

 3. Gibereliny: hlavními zástupci jsou kyselina giberelová (GBA) a 

giberelin. Přidávají se do média většinou za účelem stimulace růstu 

buněčných kultur, kalusů a zakrslých rostlin. 

Je-li poměr auxinu k cytokininu vysoký, pak je stimulována iniciace tvorby 

kořenů, kalusu a embryogeneze, ale je-li tento poměr nízký je indukována tvorba 

axilárních, či adventivních prýtů.  Například při zvýšení poměru auxinu, dochází 

k tvorbě kořenu, dochází-li naopak ke zvýšení mnoţství kinetinu, indukuje se tvorba 

prýtů (viz. Obrázek č. 3-6:).[42, 43, 60] 

 

Obrázek č. 3-6: Vliv různé koncentrace auxinu a cytokininu (IAA, kinetin) na vývoj explantátu tabáku 

 

3.2.4.2 Fyzikální podmínky kultivace 

Jedním z předpokladů úspěšného pěstování rostlin in vitro je jejich adaptibilita na 

podmínky kultivace dané kultury. Lze sem zařadit pH ţivného média, osvětlení, teplotu a 

mnoho dalších fyzikálních faktorů. 

 Teplota - kultivační teplota je jedním z faktorů, který ovlivňuje průběh kultivace 

tkáňových kultur. Její hodnota má vliv na rychlost růstu kultury a její zvýšení 

můţe indukovat organogenezi. Pokud je teplota příliš nízká, rychlost metabolismu 

se zpomalí, aţ zastaví, pokud je teplota vysoká, dojde k poškození buněk. Většinou 

je empiricky zvolena v těsném rozmezí okolo 25°C. 



 

~ 27 ~ 

 Světlo – působením světla často dochází v intaktních rostlinách i tkáňových 

kulturách ke změně intenzity biosyntézy a k akumulaci sekundárních metabolitů. 

Stejný vliv má i světlo na orgánovou diferenciaci. Světlo můţe být také 

induktorem některých biosyntéz, například syntézy anthokyanů a flavonoidů. 

Pozitivní vliv světla byl dále prokázán u kultur produkujících diosgenin a 

digitoxin. Vliv na produkci sekundárních metabolitů má také světlo o různých 

vlnových délkách. 

 Acidita živného média – u rostlinných tkání není bezpodmínečně nutná přesná 

hodnota pH ţivného média. Optimální hodnota pH závisí na typu kultury. Pro 

většinu kultur in vitro se doporučuje hodnota pH od 5,5 do 6,0. Na tyto hodnoty se 

v případě potřeby upravují půdy přísadou kyseliny chlorovodíkové či hydroxidu 

sodného. 

 Vlhkost vzduchu – podle poţadavků dané kultury bývá nastavena na hodnoty 

v rozmezí 20 – 98%.[60, 61, 18, 5] 

3.2.5 Fáze růstu kultury 

Růst buněčné suspenze v uzavřeném systému probíhá v několika fázích. Jednotlivé fáze 

lze charakterizovat růstovou křivkou (Obrázek č. 3-1), vyjadřující závislost koncentrace 

biomasy na čase. Délka fáze závisí na sloţení ţivného média, na typu a stáří buněk, jejich 

mnoţství, genetickém vybavení a fyzikálních faktorech.[42] 

1. lag fáze  - období přizpůsobení se naočkovaných buněk novému prostředí. Po 

umístění buněk do ţivného média je jejich koncentrace po určitou dobu konstantní 

nebo můţe přechodně klesnout. 

2.  fáze zrychlení (akcelerační) – všechny důleţité enzymové reakce postupně 

dosahují maximálních konstantních rychlostí a přecházejí do ustáleného stavu. 

3. exponenciální fáze – buňky rostou stále stejnou maximální rychlostí, buňka se z 

hlediska chemického sloţení nemění. Fáze trvá tak dlouho, pokud mají buňky 

dostatečné mnoţství ţivin a pokud není růst kultury inhibován produkty vlastního 

metabolismu. 

4. fáze zpomalení (deklinační) – s postupným vyčerpáváním ţivin a hromaděním 

metabolických produktů dochází k poklesu růstové rychlosti. V této fázi se můţe 

tvar růstové křivky velmi lišit, coţ záleţí na typu rostlinné kultury. 
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5. stacionární fáze – populace buněk dosahuje maximální a po určitou dobu 

konstantní velikosti, doba této fáze závisí stejně jako u předchozí fáze na způsobu 

měření koncentrace buněk. Maximální dosaţenou koncentraci buněk určuje řada 

faktorů: počáteční koncentrace energetického zdroje, koncentrace kyslíku, způsob 

úpravy pH během kultivace, zdroje dusíku a stopových prvků. 

6. fáze odumírání – pro průběh fáze neexistuje ţádné pravidlo, odumírání můţe být 

pomalé nebo rychlé, spojené nebo nespojené s autolýzou buněk.[42, 43, 60]  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.6 Biotechnologické využití rostlinných explantátů 

Vyuţití rostlinných explantátů lze rozdělit na dvě oblasti, v nichţ je prováděn výzkum, 

který má své praktické uplatnění. Jedná se o problematiku biotechnologických metod 

v rozmnoţování a šlechtění rostlin a o produkci sekundárních metabolitů těmito 

kulturami.[42, 11] 

3.2.6.1 Produkce sekundárních metabolitů 

Vyšší rostliny jsou bohatými zdroji sekundárních metabolitů, z nich některé mají 

význam ve farmaceutickém, kosmetickém průmyslu či potravinářství atd. Jednou z moţností 

jak se vyhnout obtíţím se zajištěním těchto látek, by mohlo být vyuţití systému buněčných 
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Obrázek č. 3-7: Fáze růstové křivky: x – koncentrace biomasy, t – čas; jednotlivé fáze: 1. lag 

fáze, 2. akcelerační fáze, 3. exponenciální fáze, 4. deklinační fáze, 5. stacionární fáze, 6. fáze 

odumírání 
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kultur pro jejich produkci. Mezi významné sekundární metabolity patří isoflavonoidy a 

flavonoidy. [11] 

V současné době dochází k významnému pokroku ve vývoji nových technik, 

kterými je moţné dosáhnout zvýšené produkce a akumulace sekundárních metabolitů 

v buněčných kulturách in vitro. Jedná se například o elicitaci, imobilizaci, 

biotransformaci. 

Perspektivní je i přenos rostlinných genů, které kódují enzymy katalyzující reakce 

biosyntézy sekundární látky do bakteriální buňky nebo do buňky mikroskopických hub. 

Úspěšných výsledků ve vyuţití rostlinných buněčných kultur pro tvorbu sekundárních 

přírodních látek bylo také dosaţeno postupy postavenými i na manipulaci sloţení ţivného 

média a také vlivem rozvoje metod klonování. 

Přes dosaţené úspěchy zůstává stále nevyřešena celá řada problémů, které představují 

jisté úskalí ve vyuţití tkáňových kultur pro produkci sekundárních metabolitů. Zřejmě 

nejváţnějším problémem je nízký obsah ţádaných látek, kombinovaný s často se vyskytující 

nestabilitou produkce.[42, 11, 48] 

 

3.3 Elicitace 

3.3.1 Charakteristika elicitace 

Elicitace je jednou z metod, které lze vyuţít ke zvýšení produkce sekundárních 

metabolitů v rostlinách nebo rostlinných explantátech. Při této metodě jsou vyuţívány 

obranné reakce in vitro. Můţe se charakterizovat jako indukční proces vyvolaný vhodným 

elicitorem, při kterém dochází ke změně transkripce genů kódující enzymy ovlivňující 

biosyntézu sekundárních metabolitů. Dochází ke zvýšení hladiny enzymů či jejich aktivaci, 

vedoucí ke zvýšení produkce sekundárních metabolitů. 

 Na produkci sekundárních metabolitů můţe stimulačně působit i vliv určitého stresu. 

Jako stres se označují všechny faktory, které vyvolávají odchylky od fyziologického 

standardu a navíc určitým způsobem zatěţují organismus. Například sníţení koncentrace ţivin 

v ţivném médiu, vynechání růstového regulátoru nebo aplikace elicitoru do média. V 
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okamţiku, kdy je tkáňová kultura vystavena stresu, zahájí jako obrannou odpověď syntézu 

tzv. fytoalexinů.[57, 5, 42] 

3.3.2 Stres a obranné reakce rostlin 

Rostliny jsou za svého ţivota vystaveny velmi proměnlivým ţivotním podmínkám. 

Nepříznivé vlivy vnějšího prostředí svou intenzitou překračují hranici tolerance a závaţně 

ohroţují rostlinu, jsou označovány jako stresové faktory (stresory). Nejvýznamnější stresové 

faktory, se kterými se rostliny v přírodě setkávají, jsou uvedeny v následujícím přehledu: 

 

ABIOTICKÉ FAKTORY BIOTICKÉ FAKTORY 

 fyzikální 

o mechanické účinky větru 

o nadměrné záření (viditelné a UV) 

o extrémní teploty (horko, mráz, chlad) 

 chemické 

o toxické plyny ve vzduchu 

o toxické kovy a organické látky v půdě 

o nedostatek vody (sucho) 

o nedostatek ţivin v půdě 

o nedostatek kyslíku (hypoxie, anoxie) 

o nadbytek iontů solí a vodíku v půdě 

 

 herbivorní ţivočichové (spásání, 

poranění) 

 patogenní mikroorganismy (viry, 

bakterie, houby) 

 vzájemné ovlivňování (alelopatie, 

parazitismus) 

Rostliny si proti stresu vyvinuly rozmanité obranné mechanismy, jeţ umoţňují jejich 

přeţití. Pasivní (dlouhodobý) způsob ochrany je zaloţen na zamezení (nebo alespoň výrazném 

omezení) průniku stresových faktorů do vnitřního prostředí – jedná se tedy o schopnost se 

vyhnout stresu. K tomuto účelu slouţí především speciální anatomické ochranné struktury 
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(ztlustlá kutikula na listech, impregnovaná buněčná stěna, trny, ostny, trichomy). Jiným 

rostlinám slouţí jako nespecifická prevence syntéza více či méně toxických látek (kyanogenní 

glykosidy, taniny). Jiné mechanismy jsou realizovány v případě napadení škůdcem.[57]  

Pronikne-li stresor k plazmatické membráně buněk a do symplastu, je jeho negativní 

dopad omezen spuštěním mechanismů aktivní odolnosti. Průběh této stresové reakce a její 

konečný výsledek závisí na charakteru a dále geneticky zakódovaných (adaptačních) i 

přechodných (indukovaných) schopnostech napadených rostlin.[48, 57] 

3.3.2.1 Obecné mechanismy stresových reakcí 

Mechanismus působení jednotlivých stresorů je do značné míry specifický, avšak 

rozmanité jsou i reakce rostlin. I přes tuto různorodost aklimačních biochemických změn lze 

však nalézt některé společné mechanismy stresových reakcí: 

1. Syntéza stresových proteinů 

Působením kteréhokoliv stresoru dochází k výrazným změnám v kvalitativním i 

kvantitativním zastoupení bílkovin v buňkách. Proteiny, jejichţ tvorba prudce stoupá, jsou 

označovány jako stresové proteiny, syntéza jiných se naopak zastavuje. Ve velkém mnoţství 

jsou někdy produkovány i proteiny, které se za normálních podmínek v buňkách 

nenacházejí, jejich funkce však není objasněna. Většina z proteinů, jejichţ tvorba je 

indukována nespecificky, tzn. různými typy stresorů, patří do některé z těchto tří funkčních 

skupin: 

1. molekulární chaperony 

2. proteázy 

3. ubikvitin 

Jedná se většinou o konstitutivní proteiny, které patří k pravidelné výbavě buněk všech 

genotypů. Úloha konstitutivních proteinů, jejichţ syntéza je při stresu mnohonásobně 

zvýšena, je objasněna lépe: 

Chaperony řídí změny konformace bílkovin při transportu přes membrány, jsou však 

schopny upravit prostorové uspořádání i mírně poškozených proteinů. Pokud je ovšem 

poškození nenapravitelné, je takový protein „označen“ molekulou ubikvitinu a následně 

rozloţen pomocí proteáz na aminokyseliny, které pak slouţí jako stavební kameny pro 

syntézu proteinů. 

Stresové proteiny mohou dále aktivovat specifické bílkoviny regulující transkripci, 

naváţou se na příslušné úseky DNA a navodí tak syntézu speciálních strukturních či 

regulačních proteinů a enzymů s nejrůznějšími funkcemi (mohou ovlivnit průběh primárního 
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i sekundárního metabolismu, transport látek přes membránu, zvyšovat stabilitu buněčných 

stěn, membrán a dalších struktur). Řada z indukovaných proteinů má specifické antimikrobní 

účinky (například glukanáza a chitinázy aj.).[57] 

2. Tvorba a odstranění aktivních forem kyslíku 

Superoxidový anion, singletový kyslík, hydroxylový radikál a peroxid vodíku mají v 

rostlinách rozporuplnou úlohu. Zastávají úlohu signálu či ochranné látky při některých 

typech stresových reakcí a je tudíţ ţádoucí jejich koncentraci udrţovat na určité úrovni, na 

druhé straně vznikají jako nebezpečné produkty při působení stresových faktorů a rostliny 

tudíţ musí mít účinné systémy na jejich deaktivaci. 

Ochranný význam aktivních forem kyslíku je patrný při hypersenzitivní reakci (bude o 

ní pojednáno). Peroxid vodíku má i funkci přenašeče signálu pro expresi „obranných“ genů, 

indukuje syntézu některých stresových proteinů. Přispívá ke zpevnění buněčné stěny a tím 

ke větší odolnosti vůči různým stresovým faktorům.[49, 59] 

3. Zvýšení hladiny „stresových“ fytohormonů 

Jedná se o endogenní látky, mezi které patří kyselina jasmonová, kyselina abscisová, 

methyljasmonát, ethylen a polyamin. 

Kyselina jasmonová a její methylester (methyljasmonát) jsou obsaţeny ve všech 

rostlinných orgánech i za normálních okolností, při stresu (například dotyku, infekci či 

poranění) však jejich obsah prudce stoupá, obě látky se šíří rostlinou, nesou tedy informaci o 

působení stresového faktoru. Obě látky jsou tedy spouštěči celé řady aklimačních reakcí 

(indukují transkripci enzymů účastnící se syntézy obranných látek, aktivují také tvorbu 

inhibitorů proteáz). Methyljasmonát je těkavý, díky této vlastnosti můţe působit jako plynný 

signál, bezkontaktně „informuje“ i sousední zdravé rostliny. 

Kyselina abscisová indukuje tvorbu určitých stresových bílkovin (hlavně chaperonů). 

Nejdůleţitější funkcí kyseliny abscisové je regulace vodního reţimu. Při působení 

stresových faktorů, které vyvolávají sníţení obsahu vody v buňkách (zasolení, mráz) nebo 

zvýšení nedostatku vláhy, pak dochází k jejímu prudkému nárůstu. Její vysoká koncentrace 

vede k uzavření průduchů a zvýšení hydraulické vodivosti kořenů. 

Ethylen má také funkci druhého posla, aktivuje totiţ geny podílející se na ochraně 

rostlin, například při nízkém obsahu kyslíku v půdě (záplavové oblasti a mokřady) vyvolává 

tvorbu enzymů rozkládající pektinové střední lamely buněčných stěn parenchymu stonků a 

kořenů, vznikajícími kanálky pak prostupuje kyslík z nadzemních částí do hypoxických 

kořenů).[75, 57] 
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4. Syntéza osmoregulačních sloučenin 

Do osmoticky aktivních látek řadíme polyoly, cukry a jednoduché dusíkaté látky. 

Význam syntézy těchto látek vzrůstá především u rostlin ţijících v zasolených půdách. 

Halofyty jsou nuceny zvýšením osmotického tlaku v kořenových buňkách (aţ nad 10 MPa) 

sníţit hodnoty vodního potenciálu na úroveň niţší, neţ je v půdě, coţ podmiňuje zachování 

příjmu vody.[57] 

5. Hypersenzitivní reakce 

Při napadení rostliny infekcí dochází k náhlému zvýšení koncentrace peroxidu vodíku 

a v menší míře i ostatních aktivních forem kyslíku (tzv. oxidative burst). Volné radikály 

způsobí nekrotizaci patogenem poškozených buněk i jejich bezprostředního okolí a zabrání 

tak dalšímu šíření infekce. V delší vzdálenosti od nekrotického loţiska je jiţ koncentrace 

peroxidu vodíku niţší a nezpůsobuje tedy odumření rostlinných buněk, podporuje však vznik 

pevných vazeb mezi proteiny v buněčné stěně, podporuje tvorbu ligninu a podílí se tak na 

jiném způsobu sníţení propustnosti tkáně pro patogenní organismy. Tvorba volných radikálů 

zpravidla začíná aktivací NADPH-oxidázy v plazmatické membráně vhodnými elicitory, 

které jsou vylučovány buď přímo patogenem či vznikají při narušení rostlinné buněčné 

stěny. Současně také dochází k inhibici antioxidačních enzymů.[57] 

6. Syntéza fytoncidů (inhibitinů) 

Fytoncidy jsou v některých rostlinách syntetizovány konstitutivně (preventivně), při 

infekci se však jejich mnoţství zvyšuje. Fytoncidy jsou produkty sekundárního metabolismu, 

mají výrazné antimikrobní účinky. Příkladem těchto látek jsou alkaloidy, kyanogenní 

glykosidy, glukosinoláty, terpenoidy, fenolické látky apod.[57]  

7. Depozice kalózy 

Dalším mechanismem, který brání šíření infekčního agens, je depozice kalózy (1,3-D-

glukanu) v okolí infikovaného loţiska. Jedná se o polysacharid, který je odolný vůči 

houbovým hydrolázám.[57] 

8. Indukovaná syntéza fytoalexinů 

Fytoalexiny jsou specifické nízkomolekulární obranné látky sekundárního 

metabolismu. Za normálních okolností se v buňkách nevyskytují, ale začnou se vytvářet aţ 

po napadení patogenem, signálem k jejich syntéze je tedy kontakt specifických povrchových 

receptorů rostlinných buněk s patogenem.[48, 51, 57] 

V současné době je známo více neţ 300 fytoalexinů. Z chemického hlediska se jedná o 

velmi různorodou skupinu látek, u systematicky příbuzných rostlinných druhů se však 

obvykle setkáváme se strukturně podobnými fytoalexiny. Například u rostlin čeledi 
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Fabaceae převaţují isoflavonoidy, u jiných čeledí to mohou být seskviterpeny (Solanaceae), 

diterpeny (Poaceae), stilbeny (Vitaceae) či fumarokumaríny (Apiaceae). V jedné rostlině se 

však můţe současně tvořit i více různých fytoalexinů. 

Většina z těchto rostlin je lipofilní povahy, coţ jim usnadňuje průnik přes 

plasmatickou membránu patogenů. Fytoalexiny jsou toxické nízkomolekulární látky, jejichţ 

mechanismus účinku je zaloţen na poškození membránových funkcí infekčních agens. Tyto 

látky mají bakteriostatické, cytostatické či fungistatické účinky. Tyto fenolické látky působí 

na patogenní houby jiţ v minimálních koncentracích (10
-6

mol/l), bakterie jsou méně citlivé. 

Jedná se například o taniny či isoflavonoidy.[42, 43, 48, 57] 

Předpokládá se, ţe v případě napadení patogenním mikroorganismem indukují syntézu 

fytoelexinů u rostlin látky buněčné stěny. Byly jiţ z části charakterizovány jako 

polysacharidy či glykoproteiny a nazvány elicitiny. Jsou účinné v koncentraci srovnatelné s 

obsahem endogenních hormonů (10
-9

mol). 

Proti účinku fytoalexinů se objevuje snaha některých patogenních mikroorganismů 

vyvinout detoxikační mechanismy, jimiţ se pokouší inaktivovat antimikrobiálně účinné 

látky. U isoflavonoidů se jedná o demethylaci methoxyskupin a hydroxylaci cyklů, čímţ se 

sniţuje lipofilita a vzrůstá rozpustnost ve vodě. Usnadní se tak oxidační odbourávání 

molekuly fytoalexinu.[48]  

Maximální hladiny jsou dosaţeny během několika hodin aţ dní, poté jejich 

koncentrace opět klesá. Nejvyšší koncentrace bývají v místě hypersenzitivní reakce, zde je 

syntéza těchto látek vystupňována a zároveň je potlačeno odbourávání, fytoalexiny sem 

vylučují i sousední buňky. 

Produkce fytoalexinů nemusí být indukována pouze působením patogenního 

mikroorganismu, ale také napadením herbivorním hmyzem, jednoduchým poraněním 

rostliny aj. Pravděpodobně jsou také fytoalexiny zodpovědné za obrannou reakci navozenou 

působením těţkých kovů.[5, 48, 51, 57] 

3.3.3 Elicitory 

Elicitory jsou signální látky, jejichţ původ je biologický nebo nebiologický. Mají 

schopnost dát podnět k aktivaci genů, které jsou nezbytné pro syntézu fytoalexinů. Elicitory 

aktivují určité enzymy, které katalyzují tvorbu antimikrobiálně působících sekundárních látek 

(fytoalexinů) i jiných stresových látek s charakterem sekundárních metabolitů.[5] 
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3.3.3.1 Abiotické elicitory 

Jedná se o chemické a fyzikální vlivy, které stresují rostlinu a spouštějí tvorbu 

fytoalexinů. Výhoda abiotických elicitorů spočívá v tom, ţe jsou chemicky zcela definované, 

lze je přesněji dávkovat a jsou zpravidla finančně dostupné.[5] 

Řadíme mezi ně: 

 rostlinné ochranné prostředky: pesticidy 

 detergenty 

 fyzikální vlivy: UV záření, gama záření, změny pH a osmotického tlaku, extrémní 

teploty (chlad nebo naopak vysoké teploty) 

 soli těţkých kovů: CuCl2, HgCl2, CdCl2, CuSO4, MnSO4, PbNO3 

 inhibitory látkové výměny: kyselina trichloroctová, 2,4-dinitrofenol [42, 43, 57] 

3.3.3.2 Biotické elicitory 

Jedná se o organické látky se signálním účinkem. 

Řadíme mezi ně: 

 organické molekuly parazitických organismů: glykoproteiny, oligosacharidy, mastné 

kyseliny 

 celé intaktní patogenní i nepatogenní organismy nebo jejich části: viry, bakterie 

(například Pseudomonas), houby (například Candida, Aspergillus), kvasinky, 

mykoplazmata 

 endogenní konstitutivní elicitory: organické molekuly pocházející z buněk napadené 

rostliny: chitosan, kyselina salicylová, kyselina jasmonová, oligogalakturonidy[14]  

3.3.4 Mechanismus účinku elicitoru 

Na základě dosavadních znalostí se předpokládá, ţe elicitory indukovaná produkce a 

akumulace fytoalexinů a jiných stresových metabolitů rostlinnými kulturami in vitro je 

regulována stejnými mechanismy jako v případě intaktní rostliny.[5] 

Většina obranných reakcí rostliny je závislá na aktivaci vhodných genů. Elicitory 

obvykle neovlivňují genovou aktivitu přímo, ale zprostředkovaně pomocí přenašečů signálu 

(označovaných jako druzí poslové; second messenger). Ti pak přenášejí signály v buňce 

transdukčními signálními cestami, coţ vede ke genové expresi a biochemickým změnám. 

Přenos extracelulárního signálu do intracelulárního signálního systému a následně k DNA je 
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moţný více systémy. Zároveň byly nalezeny některé komponenty signálního transdukčního 

řetězce, které pomáhají přenosu signálu přes membránu do buňky. Jedná se o G-protein, 

proteinkinázy, vápenaté ionty.[57] 

Předpokládá se, ţe molekuly biotického elicitoru interagují se specifickými receptory 

(obvykle v plazmatické membráně). Obsazení receptoru můţe vést k aktivaci G-proteinu, k 

otevření vápenatých kanálů a k rychlému influxu vápenatých iontů do buňky. G-protein leţí 

na vnitřní straně plazmatické membrány. Po navázání elicitoru na vazebné místo receptoru se 

mění konformace receptoru a v tomto stavu váţe na své intracelulární části G-protein. 

Aktivací G-proteinu je umoţněn vstup vápníku do buňky přes vápníkový kanál. 

Extracelulární vápník je povaţovaný za signál, který přináší informaci o poranění dovnitř 

buňky. Další předpokládaný zdroj vápenatých iontů, který pochází z intracelulárních organel 

(endoplasmatické retikulum, mitochondrie), přenáší informace v buňce. Ionty Ca
2+

 se uvnitř 

buňky váţí na specifickou bílkovinu kalmodulin, která má čtyři vazebná místa pro vápenaté 

ionty a narůstající komplex kalcium-kalmodulin moduluje mnoho fyziologických procesů. 

Vzniklý komplex ovlivňuje aktivitu určitých proteinkináz.[57, 73]  

Zvýšené koncentrace vápenatých iontů v cytozolu, a tím tedy i aktivace proteinkináz 

můţe být dosaţeno i jinými cestami. Jiný způsob přenosu signálu je zprostředkován pomocí 

fosfoinositolového systému, při kterém jsou hydrolýzou lipidů plazmatické membrány 

generovány dvě signální molekuly (inositol-1,4,5-trifosfát a diacyglycerol), které za účasti 

iontů vápníku aktivují proteinkinázy a posléze i expresi genů. 

V experimentech zabývajících se biochemickým rozborem signálních cest, které 

regulují obranné reakce rostlinných buněk, jsou v současnosti hlavním objektem pozorování 

receptorově zprostředkované změny cytosolové koncentrace vápenatých iontů a produkce 

reaktivních kyslíkových radikálů. Některé pokusy dokazují, ţe velmi častým a rychlým 

způsobem přenosu signálu a aktivace genové exprese je také tvorba superoxidu a dalších 

aktivních forem kyslíku (hydroperoxidy, hydroxylové radikály) vyvolané elicitory. Zvýšené 

mnoţství peroxidu je moţné zjistit po 5 aţ 10 minutách od expozice elicitorem.[53, 57, 25, 

73]   

Mechanismus účinku abiotických elicitorů není moţné objasnit, protoţe nedochází 

k vazbě na specifický receptor. Navození indukce syntézy fytoalexinů lze však vysvětlit 

několika způsoby. První z nich ovlivňují těţké kovy, spouštějící peroxidaci lipidů, coţ vede 
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k prudkému nárůstu koncentrace signálně účinných stresových fytohormonů, a také dochází 

ke zvýšení propustnosti plazmatické membrány pro vápenaté ionty, které mají funkci druhého 

posla. Jinou moţností navození indukce syntézy fytoalexinů je stresově podmíněné uvolnění 

endogenních (biotických) elicitorů z narušené buněčné stěny. 

Další obecná reakce na abiotické elicitory je navození transkripce genů kódujících 

tvorbu stresových proteinů. 

Významnou reakcí na stres způsobený těţkými kovy je tvorba fytochelatinů. Jsou to 

zvláštní malé peptidy, syntetizované z glutathionu, jejichţ mechanismus účinku spočívá 

v inaktivaci toxických iontů uzavřením do chelátu. Syntéza těchto látek neprobíhá na 

ribozomech, ale přímo biochemickou cestou, která je však indukována aţ přítomností iontů 

těţkých kovů v cytosolu. [10, 57, 5, 38] 

Vytvořené komplexy hrají při detoxifikaci jen přechodnou roli. Po sedmi aţ čtrnácti 

dnech od expozice je jejich mnoţství nedetekovatelné. Zřejmě mají jen transportní funkci. 

Slouţí k přenosu a následnému uvolnění navázaných iontů do vakuoly, kde dochází 

k omezení toxických účinků iontů díky chelatační schopnosti přítomných vícemocných 

organických kyselin. [47, 57] 

3.3.5 Elicitační podmínky 

Základním předpokladem úspěšné elicitace je nutné splnění určitých podmínek: 

 volba vhodného elicitoru a jeho koncentrace 

 doba působení elicitoru na kulturu 

 volba vhodného media a jeho sloţení 

 výběr vhodné kultury (typ explantátu, stáří kultury, optimální růstová fáze) 

Volba vhodného elicitoru pro elicitaci vybrané kultury je nejdůleţitější podmínkou 

úspěšné elicitace. [5] 

Poznatky o procesu elicitace, který podmiňuje tvorbu a akumulaci sekundárních 

přírodních látek v rostlinných buněčných kulturách, lze shrnout následujícím způsobem: 

 tvorba sekundárních přírodních látek po působení elicitoru se vyskytuje především 

v buňkách, které se nacházejí na konci růstové fáze 
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 tvorba sekundárních přírodních látek nastává v průběhu několika hodin po působení 

elicitoru (6 aţ 168 hodin); 

 probíhá v buňkách suspendovaných v růstovém médiu, tak i v kalusu 

 sekundární přírodní látky jsou přítomny v buňkách i v médiu 

 elicitaci můţeme opakovat, aniţ by nastávalo poškození buňky [11] 

3.3.6 Těžké kovy 

V této práci jsem pouţila k elicitaci explantátové kultury chlorid olovnatý. In vitro 

kultury se stávají častým modelem pro studie různých kovů, zahrnují jejich nedostatek, ale 

také i jejich toxicitu. 

Ionty těţkých kovů jako Mn
2+

,  Pb
2+

,  Zn
2+

, Fe
2+

, Co
2+

 jsou esenciální mikroelementy 

pro rostlinný metabolismus. Mechanismy transportu těţkých kovů nebyly ještě zcela 

specifikovány, ačkoliv počet genů kódujících moţné transportní struktury byl jiţ určen. Tyto 

mechanismy slouţí k ochraně buněk proti toxickým účinkům kovových iontů, ale také musí 

vyhovovat poţadavkům buněčného metabolismu. Jsou-li ionty těţkých kovů v nadbytečném 

mnoţství, mohou být velmi toxické.[4, 72] 

3.3.6.1 Olovo 

V současné době příčinou neustálého zvyšování mnoţství olova je rozšíření 

automobilové dopravy, usazování prachu, pouţívání kontaminovaných hnojiv a vypouštění 

odpadních vod z průmyslových provozů. Mnoţství olova jako stresového faktoru (spouštějící 

obranné reakce rostlin) se neustále zvyšuje, proto je mu věnovaná značná pozornost. Při 

optimalizaci podmínek lze tedy elicitačních účinků iontů těţkých kovů vyuţít k cílené 

produkci sekundárních metabolitů. 

Těţké kovy pozměňují fyziologické pochody rostlin a některé jejich mechanismy jsou 

jiţ známy. Zpomalují a redukují růst biomasy, ovlivňují intenzitu biosyntetických dějů 

(v pozitivním i negativním smyslu), sniţují také odolnost vůči vodnímu stresu. 

Některé toxické účinky těţkých kovů jsou zaloţeny na interakci s kovy esenciálními pro 

rostlinný organismus. Vstup olova do vnitřního prostředí je velmi usnadněn, protoţe je 

omezena selektivita transportních proteinů a kanálů, jimiţ za běţných okolností rostlina 

přijímá potřebné makroprvky a mikroprvky. Prvotním projevem toxicity olovnatých iontů je 

často inhibice buněčného dělení a dlouţivého růstu primárního kořene. Tento jev je způsoben 
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tím, ţe v kořenech dochází k maximální akumulaci iontů olova. Po vstupu těţkého kovu do 

buněk dochází k inaktivaci některých enzymů a redoxních systémů. 

Olovo soutěţí převáţně s vápníkem – zamezuje jeho přenosu nejen nespecifickými 

kalciovými kanály, ale i přes Na
+
/Ca

2+
 ATPázu. Olovo vstupuje do mitochondrií namísto 

vápníku, rovněţ negativně ovlivňuje úlohu vápenatých iontů při transdukci signálu, čímţ 

způsobuje pozměněnou regulaci buněčného metabolismu. 

Do nadzemních orgánů je přenášena pouze menší část olovnatých iontů. Především 

bývají ovlivněny fyziologické procesy v listech (hlavně fotosyntéza). [57, 15] 

Některé rostliny jsou odolnější vůči působení těţkých kovů. Tyto rostliny umí omezit 

vstup toxických iontů do cytosolu, a to sorpcí na pektinové látky v buněčných stěnách, 

vylučováním organických kyselin a dokonce i zvýšenou selektivitou transportních proteinů 

v plazmatické membráně. Rostliny reagují na přítomnost olovnatých iontů několika typy 

vnitrobuněčných detoxikačních mechanismů. Zejména tvoří stresové proteiny zahrnující 

odolnější isoenzymy, ale také proteázy a ubikvitin, které urychlí rozklad poškozených 

proteinů. V rezistenci rostlin k působení těţkých kovů existují velké rozdíly nejen mezi druhy, 

ale i uvnitř téhoţ druhu. 

Další významnou aklimační reakcí je syntéza specifických proteinů schopných 

inaktivovat těţké kovy do chelátových komplexů. Ačkoli fytochelatiny jsou schopny vytvořit 

pevný komplex jen s určitými těţkými kovy (Cu, Cd), existují také fytochelatinům podobné 

nízkomolekulární substance, jejichţ vlivem je vyvazováno právě olovo. [47, 66] 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Použitý materiál, přístroje a pomůcky 

4.1.1 Rostlinný materiál 

K pokusům uvedeným v této práci byla pouţita explantátová kultura, odvozená ze 

sterilní klíční rostliny jetele lučního Trifolium pratense L., Fabaceae (varieta DO-8, Sprint). 

Semena byla získána ze Šlechtitelské stanice Domoradice. Elicitace byla prováděna u čtyřleté 

suspenzní kultury. 

4.1.2 Stanovení ztráty sušením 

Ztráta sušením je ztráta hmotnosti vyjádřená v hmotnostních procentech. Do předem 

vysušené váţenky byly odváţeny asi 2,000 g explantátové kultury. Váţenka s obsahem byla 

zváţena a sušena 2 hodiny v sušárně při 105°C. Po vysušení a vychladnutí v exsikátoru byla 

zváţena. Ztráta sušením byla vztaţena na naváţku explantátové kultury a vyjádřena 

v procentech. Výsledná hodnota ztráty sušením 5,69 % (DO-8), 5,41 % (Sprint) je 

aritmetickým průměrem ze tří stanovení. [39] 

4.1.3 Chemikálie 

 6-benzylaminopurin č., Lachema, Brno 

 Dihydrogenfosforečnan sodný č., Lachema, Brno 

 Dusičnan draselný p.a., Lachema, Brno 

 Dusičnan amonný p.a., Lachema, Brno 

 Ethanol 96%, Lachema, Brno 

 Glycin č., Lachema, Brno 

 Chloramin B, Lachema, Brno 

 Chlorid kobaltnatý p.a., Lachema, Brno 

 Chlorid olovnatý p.a., Lachema, Brno  

 Chlorid pyridoxinia č., Koch-Light Laboratories, Colnbrook 

 Chlorid thiaminia č., Koch-Light Laboratories, Colnbrook 

 Chlorid vápenatý p.a., Lachema, Brno 
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 Jodid draselný p.a., Lachema, Brno 

 Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová č., Lachema, Brno 

 Kyselina boritá p.a., Lachema, Brno 

 Kyselina chlorovodíková p.a., Lachema, Brno 

 Kyselina mravenčí bezvodá p.a., Lachema, Brno 

 Kyselina nikotinová č., Lachema, Brno 

 Kyselina octová bezvodá p.a., Lachema, Brno 

 Kyselina octová ledová p.a., Lachema, Brno 

 Kyselina šťavelová č., Lachema, Brno 

 Methanol p.a., Lachema, Brno 

 Molybdenan sodný p.a., Lachema, Brno 

 Myoinositol č., Sigma, St. Louis 

 Sacharóza p.a., Lachema, Brno 

 Síran amonný p.a., Lachema, Brno 

 Síran hořečnatý p.a., Lachema, Brno 

 Síran manganatý p.a., Lachema, Brno 

 Síran měďnatý p.a., Lachema, Brno 

 Síran zinečnatý p.a., Lachema, Brno 

 Síran ţeleznatý p.a., Lachema, Brno 

4.1.4 Přístroje a pomůcky 

 Analytické váhy A 200S, Sartorius, Göttingen 

 Autokláv PS 20A, Chirana, Brno 

 Horkovzdušný sterilizátor HS 31A, Chirana, Brno 

 Box s laminárním prouděním Fatran LF, Ţilina 

 Roler, Vývojové dílny AV ČR, Praha 

 Třepačka Unimax 2010, Heidolph 

 Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge 

 Chromatografická sestava Jasco (čerpadlo PU-2089, detektor MD-2015, autosampler 

AS-2055), Merck, Darmstadt 

 Kolona LiChrosper RP-18 250x4 (5μm) s předkolonkou, Merck, Darmstadt 
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4.2 Kultivace explantátové kultury 

4.2.1 Kultivační nádoby a nástroje 

Kultivace suspenzní kultury probíhala ve 250 ml varných baňkách z varného skla 

značky SIAL, které bylo pouţito pro své vhodné vlastnosti (odolnost vůči vodě, chemikáliím 

a rozdílům teplot).  

Při elicitaci byly pouţity pipety, jeţ byly sterilizovány v autoklávu obalené hliníkovou 

folií po dobu 15 minut při teplotě 121°C a tlaku páry 0,1 MPa.  Kovové nástroje byly nejprve 

opláchnuty 96% ethanolem, poté zabaleny do hliníkové folie a sterilizovány 2 hodiny 

v horkovzdušném sterilizátoru při teplotě 200°C. 

4.2.2 Příprava živného média 

Pro kultivaci tkáňových kultur bylo pouţito ţivné médium podle Gamborga, které má 

následující sloţení: [12] 

 

KNO3 2 500,00     mg.l
-1

 

CaCl2 . 2 H2O 150,00     mg.l
-1

 

MgSO4 . 7 H2O 250,00     mg.l
-1

 

(NH4)2SO4 134,00     mg.l
-1

 

NaH2PO4 . H2O 150,00     mg.l
-1

 

FeSO4 . 7 H2O 27,84     mg.l
-1

 

Na2EDTA 37,34     mg.l
-1

 

KI 0,75     mg.l
-1            

 

H3BO3 3,00     mg.l
-1

 

MnSO4 . H2O 10,00     mg.l
-1

 

ZnSO4 . 7 H2O 2,00     mg.l
-1

 

Na2MoO4 . 2 H2O 0,25     mg.l
-1

 

CuSO4 . 5 H2O 0,025     mg.l
-1

 

CoCl2 . 6 H2O 0,025     mg.l
-1

 

myoinositol 100,00     mg.l
-1

 

kyselina nikotinová 1,00     mg.l
-1 

pyridoxin 1,00     mg.l
-1
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thiamin 10,00     mg.l
-1

 

sacharosa 30 000,00     mg.l
-1

 

 

Pro přípravu ţivného média byly pouţity substance a zásobní roztoky. Substance byly 

zváţeny na analytických vahách a nízké koncentrace byly pipetovány z předem připravených 

zásobních roztoků. Jednotlivé sloţky byly rozpuštěny v destilované vodě v odměrné baňce o 

objemu 1000 ml a vše bylo doplněno destilovanou vodou po značku. 

Jako stimulátor růstu byla pouţita kombinace 2 mg.l
-1

 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny 

a 2 mg.l
-1

 6-benzylaminopurinu. [30] 

Předem připravená půda pro kultivaci byla rozlita do 25 ml varných baněk připravených 

pro suspenzní kultury. Baňky byly uzavřeny hliníkovou folií a sterilizovány v autoklávu 15 

minut při teplotě 121°C a tlaku páry 0,1 MPa. 

4.2.3 Pasážování a kultivace 

Pasáţování bylo prováděno v aseptickém boxu s laminárním prouděním, jehoţ prostor 

byl vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vyzářen nejméně 1 hodinu germicidní zářivkou. Při 

práci bylo pouţito sterilní sklo a nástroje, také musely být zachovány přísné aseptické 

podmínky. 

Suspenzní kultura byla kultivována při teplotě 25 °C a světelné periodě 16 hodin 

světlo/8 hodin tma na pomaloběţném roleru. Pasáţování bylo prováděno vţdy po 14 dnech 

subkultivace přenesením části narostlé suspenze do baněk s čerstvým médiem. [30] 

4.3 Elicitace 

4.3.1 Příprava roztoků elicitoru 

K elicitaci byly pouţity roztoky chloridu olovnatého o různých koncentracích: 

I  0,1 μmol 

II 1 μmol 

III 10 μmol 

IV 100 μmol 
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Nejsilnější koncentrace chloridu olovnatého byla vyuţita k přípravě roztoků o niţší 

koncentraci ředěním destilovanou vodou. Všechny roztoky elicitoru byly sterilizovány 

v autoklávu 15 minut při teplotě 121°C a tlaku 0,1 MPa. 

4.3.2 Elicitace a odběr kultur 

Ve 21. dni kultivace byla provedena za aseptických podmínek elicitace suspenzní 

kultury chloridem olovnatým. 

K experimentu bylo pouţito 72 kultivačních baněk s explantátovou kulturou. Jako 

kultura kontrolní slouţil soubor osmi neelicitovaných baněk. Ke kontrolním kulturám byl 

přidáván 1,0 ml destilované vody. Do ostatních 64 baněk s kulturou byl napipetován vţdy 

1,00 ml elicitoru o příslušné koncentraci. Potom byly elicitované kultury dále kultivovány dle 

podmínek jiţ uvedených v kapitole 4.2.3. Po 6, 24, 48 a 168 hodinách aplikace elicitoru byly 

elicitované kultury odebrány. Odběry kontrolních kultur byly provedeny po 6 a 168 hodinách. 

Buňky byly odděleny od kultivačního média filtrací za sníţeného tlaku, promyty destilovanou 

vodou a sušeny za laboratorní teploty. 

U kaţdého vzorku bylo provedeno stanovení obsahu flavonoidů dle ČL 2009 a 

stanovení isoflavonoidů pomocí HPLC. 

4.4 Stanovení obsahu flavonoidů 

4.4.1 Princip stanovení 

Po reakci s roztokem kyseliny borité a kyseliny šťavelové v kyselině mravenčí bezvodé 

byl stanoven obsah flavonoidů pomocí spektrofotometrie. [39] 

Základní roztok: 0,200 – 0,400 g upráškované kultury se ve 250ml baňce smíchá se 40 

ml lihu R 60% (V/V) a zahřívá se 10 minut ve vodní lázni při teplotě 60 °C, za častého 

protřepávání. Po ochlazení se zfiltruje přes chomáček vaty do 100ml odměrné baňky. 

Chomáček vaty se vloţí ke zbytku kultury ve 250ml baňce, přidá se 40 ml lihu R 60% (V/V) a 

zahřívá se 10 minut ve vodní lázni při teplotě 60 °C, za častého protřepávání. Po ochlazení se 

zfiltruje do téţe odměrné baňky. 250ml baňka i filtr se promyjí lihem R 60% (V/V) a 

promývací tekutina se přidá do odměrné baňky. Spojené roztoky se zředí lihem R 60% (V/V) 

na 100,0 ml a roztok se zfiltruje. 
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Zkoušený roztok: 5,0 ml základního roztoku se odpaří v baňce s kulatým dnem za 

sníţeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpustí v 8 ml směsi objemových dílů methanolu R a 

kyseliny octové ledové R (10 + 100) a převede se do 25ml odměrné baňky. Baňka s kulatým 

dnem se promyje 3 ml směsi objemových dílů methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 

100) a promývací tekutina se převede do téţe odměrné baňky. K tomuto roztoku se přidá 10,0 

ml roztoku, který obsahuje kyselinu boritou R (25,0 g/l) a kyselinu šťavelovou R (20,0 g/l) v 

kyselině mravenčí bezvodé R a zředí se kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml. 

Kontrolní roztok: 5,0 ml základního roztoku se odpaří v baňce s kulatým dnem za 

sníţeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpustí v 8 ml směsi objemových dílů methanolu R a 

kyseliny octové ledové R (10 + 100) a převede se do 25ml odměrné baňky. Baňka s kulatým 

dnem se promyje 3 ml směsi objemových dílů methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 

100) a promývací tekutina se převede do téţe odměrné baňky. K tomuto roztoku se přidá 10,0 

ml kyseliny mravenčí bezvodé R a zředí se kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml. 

Po 30 minutách se měří absorbance zkoušeného roztoku při 410 nm proti kontrolnímu 

roztoku. 

Obsah flavonoidů v procentech, vyjádřeno jako hyperosid (C21H20O12), se vypočítá 

podle vzorce: 

𝐴 ∙ 1,235

𝑚
 

v němţ značí: 

A – absorbanci roztoku v maximu při 410 nm; 

m – hmotnost zkoušené kultury v gramech. 

Specifická absorbance má hodnotu 405. 

4.5 Stanovení obsahu isoflavonoidů 

Ke stanovení isoflavonoidů byla pouţita vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

s fluorimetrickou detekcí. Provádělo se určení těchto isoflavonoidů: daidzeinu, genisteinu, 

formononetinu, biochaninu A a genistinu. [9] 
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4.5.1 Příprava vzorku 

Asi 0,2000 – 0,4000 g upráškované kultury se ve 100ml baňce smíchá s 15 ml 

methanolu 80% a extrahuje se 30 minut na vodní lázni při 80 °C pod zpětným chladičem. Po 

ochlazení se zfiltruje přes malý chomáček vaty do 25ml odměrné baňky. Chomáček vaty se 

vloţí ke zbytku kultury ve 100ml baňce. Přidá se 15 ml methanolu 80% a extrahuje se ještě 

jednou 20 minut na vodní lázni pod zpětným chladičem. Po ochlazení se zfiltruje do téţe 

odměrné banky a spojené extrakty se zředí methanolem 80% na 25 ml. Roztok se převede 

přes mikrofiltr do vialek a analyzuje se metodou HPLC. 

4.5.2 Analýza HPLC a její parametry 

Chromatograf: Jasco (čerpadlo PU-2089 Plus, detektory MD-2015 a MD-2020, autosampler 

AS-2055) 

Kolona: Kolona LiChrospher RP-18 (250 x 4 mm, velikost částic 5 μm) s ochrannou 

předkolonkou 

Objem nástřiku: 20 μl 

Průtok: 1,1 ml/min 

Mobilní fáze: fáze A:  methanolický roztok kyseliny o-fosforečné (0,15% m/v) 

  fáze B: vodný roztok kyseliny o-fosforečné (0,15% m/v) 

Eluce mobilní fáze probíhala nejdříve gradientově. V čase t=0 bylo sloţení 30% methanolu a 

70% vody, v čase t=9  minut 80% methanolu a 20% vody. Následovala isokratická eluce se 

stejným sloţením do času t=15 minut. 

Detekce: DAD Jasco MD-2015, λ = 200-650 nm, vyhodnoceno při vlnové délce 260 nm. 

Standardy: genistin, genistein, daidzein, formononetin a biochanin A 

Obsah všech látek byl kvantifikován matematickou metodou normalizace a porovnáním 

s kalibrační křivkou, vytvořenou pomocí externě měřeného standardu téţe látky. V tabulce č. 

1 jsou zaznamenány naměřené hodnoty. 
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Obrázek č. 4-1: Chromatografický záznam standardů 
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Obrázek č. 4-2: Chromatografický záznam vzorku 
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4.6 Statistické hodnocení 

Statistické zpracování naměřených hodnot obsahu flavonoidů v kulturách Trifolium 

pratense L. bylo provedeno na základě T – testu (test významnosti rozdílu dvou průměrů), pro 

zvolenou hladinu významnosti p = 0,05.[37, 58]  

Aritmetický průměr 

𝑥 =
1

𝑛
 𝑥𝑖

𝑛

𝑖=1

 

 

Směrodatná odchylka 

𝑠 =  
1

𝑛
  𝑥𝑖 − 𝑥  2
𝑛

𝑖=1

 

n . rozsah souboru 

xi . naměřené hodnoty 

𝑥  . aritmetický průměr 

s .. směrodatná odchylka  

 

 

T – test 

𝑡 =
 𝑥 1 − 𝑥 2 

 𝑛1𝑠1
2 + 𝑛2𝑠2

2
×  

𝑛1𝑛2 𝑛1 + 𝑛2 − 2 

𝑛1 + 𝑛2
 

n1 ... počet členů pokusného souboru 

n2 ... počet členů kontrolního souboru 

𝑥 1  .. aritmetický průměr pokusného souboru 

𝑥 2 ...  aritmetický průměr kontrolního souboru 
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s1 .... směrodatná odchylka pokusného souboru 

s2 .... směrodatná odchylka kontrolního souboru 

t ..... testovací kritérium 

Testovacímu kritériu přísluší t rozdělení se stupněm volnosti (ν) vypočítaného podle 

vztahu: 

𝝂 = 𝒏𝟏 + 𝒏𝟐 − 𝟐 

Vypočtená hodnota testovacího kritéria t se porovná s příslušnou kritickou hodnotou tp 

(ν) pro vypočítaný stupeň volnosti (ν) a zvolenou hladinu významnosti (p). Je-li hodnota t 

větší neţ hodnota tp (ν) je rozdíl  𝑥 1 − 𝑥 2  statisticky významný na hladině významnosti (p). 

V případě provedení dvou stanovení obsahu byl vypočtený počet stupňů volnosti ν = 2 a 

pro p (0,05) se kritická hodnota tp(ν) = 2,919987.[37, 58] 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Tabulky 

Tabulka č. 1: Kontrolní suspenzní kultura Trifolium pratense L., varieta Sprint 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

[h] 

Navážka 
[g] 

Absorbance Obsah 
flavonoidů 

[%] 

Průměrný 
obsah 

[%] 

Směrodatná 
odchylka 

6 
0,2025 0,044 0,268 

0,242 0,026 
0,2003 0,035 0,216 

168 
0,2016 0,046 0,282 

0,250 0,031 
0,2088 0,037 0,219 

 

Tabulka č. 2: Suspenzní kultura Trifolium pratense L., varieta Sprint, elicitovaná 0,1 μmol vodným 

roztokem chloridu olovnatého 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

[h] 

Navážka 
[g] 

Absorbance Obsah 
flavonoidů 

[%] 

Průměrný 
obsah 

[%] 

Směrodatná 
odchylka 

6 
0,2041 0,013 0,079 

0,061 0,018 
0,2010 0,007 0,043 

24 
0,2038 0,025 0,151 

0,198 0,046 
0,2024 0,040 0,244 

48 
0,2023 0,067 0,409 

0,418 0,009 
0,2021 0,070 0,428 

168 
0,2015 0,053 0,325 

0,309 0,016 
0,2027 0,048 0,292 
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Tabulka č. 3: Suspenzní kultura Trifolium pratense L., varieta Sprint, elicitovaná 1 μmol vodným 

roztokem chloridu olovnatého 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

[h] 

Navážka 
[g] 

Absorbance Obsah 
flavonoidů 

[%] 

Průměrný 
obsah 

[%] 

Směrodatná 
odchylka 

6 
0,2011 0,067 0,411 

0,435 0,023 
0,2021 0,075 0,458 

24 
0,2030 0,036 0,219 

0,210 0,009 
0,2030 0,033 0,201 

48 
0,2012 0,042 0,258 

0,258 0,000 
0,2014 0,042 0,258 

168 
0,2012 0,034 0,209 

0,209 0,000 
0,2009 0,034 0,209 

 

Tabulka č. 4: Suspenzní kultura Trifolium pratense L., varieta Sprint, elicitovaná 10 μmol vodným 

roztokem chloridu olovnatého 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

[h] 

Navážka 
[g] 

Absorbance Obsah 
flavonoidů 

[%] 

Průměrný 
obsah 

[%] 

Směrodatná 
odchylka 

6 
0,2010 0,052 0,320 

0,307 0,012 
0,2008 0,048 0,295 

24 
0,2010 0,056 0,344 

0,323 0,021 
0,2009 0,049 0,301 

48 
0,2010 0,052 0,320 

0,301 0,018 
0,2010 0,046 0,283 

168 
0,2012 0,027 0,166 

0,169 0,003 
0,2011 0,028 0,172 
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Tabulka č. 5: Suspenzní kultura Trifolium pratense L., varieta Sprint, elicitovaná 100 μmol vodným 

roztokem chloridu olovnatého 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

[h] 

Navážka 
[g] 

Absorbance Obsah 
flavonoidů 

[%] 

Průměrný 
obsah 

[%] 

Směrodatná 
odchylka 

6 
0,2000 0,040 0,247 

0,265 0,018 
0,2008 0,046 0,283 

24 
0,2021 0,048 0,293 

0,309 0,016 
0,2017 0,053 0,325 

48 
0,2012 0,063 0,387 

0,387 0,000 
0,2012 0,063 0,387 

168 
0,2013 0,040 0,245 

0,258 0,012 
0,2014 0,044 0,270 

 

Tabulka č. 6: Kontrolní suspenzní kultura Trifolium pratense L., varieta DO-8 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

[h] 

Navážka 
[g] 

Absorbance Obsah 
flavonoidů 

[%] 

Průměrný 
obsah 

[%] 

Směrodatná 
odchylka 

6 
0,2012 0,040 0,246 

0,246 0,000 
0,2010 0,040 0,246 

168 
0,2009 0,043 0,264 0,252 

 
0,012 

 0,2005 0,039 0,240 

 

Tabulka č. 7: Suspenzní kultura Trifolium pratense L., varieta DO-8, elicitovaná 0,1 μmol vodným 

roztokem chloridu olovnatého 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

[h] 

Navážka 
[g] 

Absorbance Obsah 
flavonoidů 

[%] 

Průměrný 
obsah 

[%] 

Směrodatná 
odchylka 

6 
0,2013 0,045 0,276 

0,279 0,003 
0,2013 0,046 0,282 

24 
0,2011 0,047 0,289 

0,286 0,003 
0,2011 0,046 0,282 

48 
0,2012 0,044 0,270 

0,273 0,003 
0,2011 0,045 0,276 

168 
0,2012 0,043 0,264 

0,270 0,006 
0,2012 0,045 0,276 
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Tabulka č. 8: Suspenzní kultura Trifolium pratense L., varieta DO-8, elicitovaná 1 μmol vodným 

roztokem chloridu olovnatého 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

[h] 

Navážka 
[g] 

Absorbance Obsah 
flavonoidů 

[%] 

Průměrný 
obsah 

[%] 

Směrodatná 
odchylka 

6 
0,2011 0,054 0,332 

0,338 0,006 
0,2011 0,056 0,344 

24 
0,2010 0,050 0,307 

0,307 0,000 
0,2010 0,050 0,307 

48 
0,2010 0,073 0,449 

0,451 0,003 
0,2012 0,074 0,454 

168 
0,2012 0,067 0,411 

0,393 0,018 
0,2012 0,061 0,374 

 

Tabulka č. 9: Suspenzní kultura Trifolium pratense L., varieta DO-8, elicitovaná 10 μmol vodným 

roztokem chloridu olovnatého 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

[h] 

Navážka 
[g] 

Absorbance Obsah 
flavonoidů 

[%] 

Průměrný 
obsah 

[%] 

Směrodatná 
odchylka 

6 
0,2011 0,037 0,227 

0,227 0,000 
0,2011 0,037 0,227 

24 
0,2011 0,038 0,233 

0,246 0,012 
0,2011 0,042 0,258 

48 
0,2012 0,026 0,160 

0,157 0,003 
0,2011 0,025 0,154 

168 
0,2012 0,053 0,325 

0,325 0,000 
0,2012 0,053 0,325 
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Tabulka č. 10: Suspenzní kultura Trifolium pratense L., varieta DO-8, elicitovaná 100 μmol vodným 

roztokem chloridu olovnatého 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

[h] 

Navážka 
[g] 

Absorbance Obsah 
flavonoidů 

[%] 

Průměrný 
obsah 

[%] 

Směrodatná 
odchylka 

6 
0,2012 0,056 0,344 

0,356 0,012 
0,2012 0,060 0,368 

24 
0,2010 0,059 0,363 

0,332 0,031 
0,2012 0,049 0,301 

48 
0,2011 0,037 0,227 

0,243 0,015 
0,2011 0,042 0,258 

168 
0,2013 0,042 0,258 

0,276 0,018 
0,2013 0,048 0,294 
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Tabulka č. 11: Produkce flavonoidů v suspenzní kultuře Trifolium pratense L., varieta Sprint, elicitovaná 

chloridem olovnatým 

Koncentrace 
elicitoru 
(μmol) 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

(hod) 

Elicitace Kontrola 

T-test Průměrný 
obsah (%) 

Směrodatná 
odchylka 

Průměrný 
obsah (%) 

Směrodatná 
odchylka 

0,1 μmol 

6 0,061 0,018 0,242 0,026 5,708 

24 0,198 0,046 0,242 0,026 0,832 

48 0,418 0,009 0,242 0,026 6,321 

168 0,309 0,016 0,250 0,031 1,648 

1 μmol 

6 0,435 0,023 0,242 0,026 5,478 

24 0,210 0,009 0,242 0,026 1,157 

48 0,258 0,000 0,242 0,026 0,594 

168 0,209 0,000 0,250 0,031 1,317 

10 μmol 

6 0,307 0,012 0,242 0,026 2,256 

24 0,323 0,021 0,242 0,026 2,377 

48 0,301 0,018 0,242 0,026 1,838 

168 0,169 0,003 0,250 0,031 2,576 

100 μmol 

6 0,265 0,018 0,242 0,026 0,719 

24 0,309 0,016 0,242 0,026 2,188 

48 0,387 0,000 0,242 0,026 5,505 

168 0,258 0,012 0,250 0,031 0,216 

 

Tabulka č. 12: Produkce flavonoidů v suspenzní kultuře Trifolium pratense L., varieta DO-8, elicitovaná 

chloridem olovnatým 

Koncentrace 
elicitoru 
(μmol) 

Doba 
aplikace 
elicitoru 

(hod) 

Elicitace Kontrola 

T-test Průměrný 
obsah (%) 

Směrodatná 
odchylka 

Průměrný 
obsah (%) 

Směrodatná 
odchylka 

0,1 μmol 

6 0,279 0,003 0,246 0,000 10,912 

24 0,286 0,003 0,246 0,000 12,990 

48 0,273 0,003 0,246 0,000 8,779 

168 0,270 0,006 0,252 0,012 1,316 

1 μmol 

6 0,338 0,006 0,246 0,000 14,997 

24 0,307 0,000 0,246 0,001 61,000 

48 0,451 0,003 0,246 0,000 72,217 

168 0,393 0,018 0,252 0,012 6,386 

10 μmol 

6 0,227 0,000 0,246 0,001 19,000 

24 0,246 0,012 0,246 0,000 0,000
 

48 0,157 0,003 0,246 0,000 29,369 

168 0,325 0,000 0,252 0,012 6,059 

100 μmol 

6 0,356 0,012 0,246 0,000 8,990 

24 0,332 0,031 0,246 0,000 2,786 

48 0,243 0,015 0,246 0,000 0,200 

168 0,276 0,018 0,252 0,012 1,082 

 

V tabulkách obsahu flavonoidů jsou zvýrazněné hodnoty statisticky významně lišící se (vyšší nebo niţší) od 

kontrolních hodnot na hladině významnosti p=0,05. 
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Tabulka č. 13: Produkce isoflavonoidů v suspenzní kultuře Trifolium pratense L., varieta Sprint, 

elicitované chloridem olovnatým 

koncentrace 
elicitoru 
(μmol) 

doba 
aplikace 
elicitoru 

(hod) 

Obsah isoflavonoidů 
(%) 

genistin daidzein genistein formononetin biochaninA 

0,1 μmol 

6 0,03 0,03 0,01 - - 

24 - 0,02 - - - 

48 0,02 0,03 0,01 - - 

168 - 0,02 0,01 - - 

1 μmol 

6 0,28 0,02 0,02 - - 

24 0,17 0,01 0,01 - - 

48 0,16 0,01 0,01 - - 

168 0,14 0,01 0,01 - - 

10 μmol 

6 0,02 0,04 0,01 - - 

24 0,15 0,03 0,01 - - 

48 0,22 0,04 - - - 

168 0,21 0,04 0,01 - - 

100 μmol 

6 0,01 0,01 0,01 - - 

24 0,14 0,01 - - - 

48 0,15 0,01 0,01 - - 

168 0,18 0,01 0,01 0,01 - 

- 
6 0,01 0,02 0,01 - - 

168 - - - - - 
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5.2 Grafy 

Graf č. 1: Produkce flavonoidů v suspenzní kultuře Trifolium pratense L., varieta Sprint, elicitovaná 

chloridem olovnatým 

 

 

Graf č. 2: Produkce flavonoidů v suspenzní kultuře Trifolium pratense L., varieta DO-8, elicitovaná 

chloridem olovnatým 
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Graf č. 3: Produkce isoflavonoidu genistinu v suspenzní kultuře Trifolium pratense L., varieta Sprint, 

elicitované chloridem olovnatým 

 

 

 

Graf č. 4: Produkce isoflavonoidu daidzeinu v suspenzní kultuře Trifolium pratense L., varieta Sprint, 

elicitované chloridem olovnatým 
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Graf č. 5: Produkce isoflavonoidu genisteinu v suspenzní kultuře Trifolium pratense L., varieta Sprint, 

elicitované chloridem olovnatým 

 

 

Graf č. 6: Produkce isoflavonoidu formononetinu v suspenzní kultuře Trifolium pratense L., varieta 

Sprint, elicitované chloridem olovnatým 
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6 DISKUSE 

Cílem kultivace rostlinných explantátů in vitro je zvýšení produkce a dostupnosti 

farmaceuticky významných sekundárních metabolitů. Buňky v explantátových kulturách mají 

vlivem své totipotence schopnost syntetizovat sekundární metabolity, které produkuje 

samotná matečná rostlina. Jejich produkce je však oproti intaktním rostlinám niţší, a proto je 

snahou biotechnologie nalézat nové způsoby, jimiţ je moţné dosáhnout zvýšení produkce a 

akumulace sekundárních metabolitů v kulturách in vitro. Jednou z metod je elicitace 

buněčných kultur, kde je nezbytné zjistit optimální koncentraci i dobu aplikace daného 

elicitoru. Ve své diplomové práci jsem pozorovala vliv abiotického elicitoru PbCl2  ve čtyřech 

různých koncentracích (0,1 μmol, 1 μmol, 10 μmol, 100 μmol), které se zpravidla pouţívají u 

tohoto typu elicitoru. [69] 

Jedním z faktorů ovlivňujících úspěch či neúspěch elicitace je fyziologický stav kultury, 

respektive její růstová fáze. Je prokázáno, ţe pro elicitaci suspenzní kultury Trifolium 

pratense L, je nejoptimálnější 21. den subkultivace. [30] Proto jsem elicitaci prováděla v 

tomto dni kultivace. Dalším faktorem, který ovlivňoval elicitaci, byla doba působení elicitoru 

(6, 24, 48, 168 hod.). Sledované doby působení vycházely z poznatků jiţ dříve prováděných 

pokusů a z publikovaných údajů. [31, 32]  

Z údajů je zřejmé, ţe produkce sekundárních metabolitů v průběhu několika hodin aţ 

dní po přidání elicitoru je zvýšena. Kontrolní kultury se odebíraly ve dvou časových 

intervalech, po 6 a 168 hodinách, neboť produkce isoflavonoidů a flavonoidů se v krátkých 

časových intervalech výrazně nemění. Z tohoto důvodu jsem vyuţila naměřenou hodnotu 

kontrolního vzorku po 6hodinách také pro srovnání s elicitovanými vzorky po 24 a 48 

hodinách.[67, 29, 69, 54, 50] 

V případě měření suspenzní kultury Trifolium pratense L. (varieta Sprint) elicitované 

roztokem chloridu olovnatého (tabulka č. 12, graf č. 1) jsem očekávala znatelný nárůst 

produkce flavonoidů. Výsledky měření ale tuto domněnku nepotvrdily. Přestoţe v některých 

případech k nárůstu docházelo, výsledky nebyly tak značné. Maximální nárůst jsem zjistila u 

suspenzní kultury po 6hodinovém působení koncentrace 1 μmol, kdy došlo ke statisticky 

významnému zvýšení produkce flavonoidů o 80 % oproti kontrolní kultuře. Obsah 

isoflavonoidů byl 0,435 %. Obdobné procentuální zvýšení jsem pozorovala u suspenzní 
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kultury, na níţ bylo působeno elicitorem o koncentraci 0,1 μmol po dobu 48 hodin, jednalo se 

o 73% zvýšení oproti kontrolní kultuře. Výrazný pokles o 75 % jsem zaznamenala u kultury, 

při 6hodinové elicitaci roztokem chloridu olovnatého o koncentraci 0,1 μmol. U pěti z 

šestnácti vzorků došlo k sníţení produkce flavonoidů, ovšem pouze jediný z nich byl 

statisticky významný. U ostatních vzorků došlo ke zvýšení, pouze tři vzorky byly statisticky 

významné na hladině významnosti p=0,05. Lze  předpokládat, ţe vyuţití olova jako elicitoru 

není pro suspenzní kulturu Trifolium pratense L. (varieta Sprint) vhodné. 

 Naopak z výsledků suspenzní kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-8), elicitované 

roztokem chloridu olovnatého (tabulka č. 13, graf č. 2) vyplývá, ţe ve všech sledovaných 

časových intervalech a u všech koncentrací elicitoru byly zjištěny pozitivní výsledky. Ke 

statisticky významnému zvýšení obsahu flavonoidů oproti kontrolní kultuře došlo u jedenácti 

z šestnácti získaných výsledků. 

Maximální obsah flavonoidů (0,451 %) způsobila aplikace elicitoru o koncentraci 1 

μmol po 48hodinové elicitaci, navýšení hodnoty činilo 83 %. Další statisticky významné 

zvýšení produkce flavonoidů o 56 % oproti kontrolní kultuře způsobila 168hodinová elicitace 

elicitoru opět o koncentraci 1 μmol. Ke statisticky významnému poklesu obsahu flavonoidů o 

36 % došlo pouze u 48hodinové elicitace o koncentraci 10 μmol.  

Na základě porovnání výsledků u obou sledovaných kultur (varieta DO-8, Sprint) je 

zřejmé, ţe pro abiotickou elicitaci je vhodnější suspenzní kultura Trifolium pratense L. 

(varieta DO-8). Nejlepší elicitační účinek elicitoru byl u obou suspenzních kultur Trifolium 

pratense L. prokázán u koncentrace 1 μmol po 48hodinové, respektive 6hodinové aplikaci. 

 U suspenzní kultury Trifolium pratense L. (varieta Sprint), byl také sledován obsah 

přítomných isoflavonoidů. U kontrolní kultury byl zjištěn daidzein, genistein, genistin. Po 

elicitaci kultury chloridem olovnatým (0,1 μmol, 1 μmol, 10 μmol, 100 μmol) byla nejvíce 

stimulována produkce genistinu, dále daidzeinu a genisteinu. Maximální obsah genistinu 

(0,28%) byl zjištěn stejně jako u flavonoidů po 6hodinovém působení koncentrace 1 μmol, 

kde došlo v porovnání s kontrolní kulturou k zvýšení produkce o 2700 %. 

Kladně lze hodnotit také 48hodinovou aplikaci koncentrace 10 μmol, kdy byl 

zaznamenán nejen vysoký obsah genistinu (0,22 %), ale byla zvýšena i produkce daidzeinu 

(0,04 %). Delší působení tohoto elicitoru vedlo jiţ ke sníţení obsahu. U nejniţší koncentrace 
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(0,1 µmol) pozitivní elicitační účinek prokázán nebyl. Formononetin a biochanin A zjištěn 

nebyl. 

Vliv stejných koncentrací chloridu olovnatého vedl také ke stimulaci syntézy 

anthracenových derivátů u kultury Rheum palmatum L. (Polygonaceae). Maximální produkce 

(o 44 % více neţ kontrola) byla zjištěna po 24hodinové aplikaci chloridu olovnatého 

s přídavkem koncentrace vápenatých iontů o koncentraci 10 μmol. [76]  

Odborná literatura uvádí také studie, které se zabývaly intaktní rostlinou Trifolium 

pratense L. v souvislosti s průmyslovým znečištěním ţivotního prostředí, konkrétně 

akumulací těţkých kovů v půdě. Byl studován nikl, coţ je těţký kov, který v malých 

mnoţstvích je nezbytný pro růst a vývoj ţivých organismů, zatímco v nadbytku je toxický.  

Byl zkoumán vliv půdy kontaminované niklem (50, 100 a 150 mg Ni/kg půdy) na obsah olova 

a manganu v jeteli lučním, a to ve čtyřletých pokusech s různou úrovní vápnění. Koncentrace 

sledovaných kovů v rostlinách vyrostlých na znečištěných půdách byly vyšší v porovnání s 

těmi, které byly kultivovány v půdách nekontaminovaných, coţ můţe indikovat synergii mezi 

niklem a oběma diskutovanými těţkými kovy. Aplikace vápnění (nezávisle na mnoţství 

CaCO3) způsobila významné sníţení obsahu obou kovů v testované rostlině. [77] V další 

studii byly izolovány dva typy bakterií z půdy, která byla experimentálně kontaminovaná před 

deseti lety olovem. Odborníci sledovali vliv bakterií na růst Trifolium pratense L. Testy 

prokázaly, ţe bakteriální druh rodu Brevibacillus posílil růst rostliny, akumulaci dusíku a 

fosforu. Navíc také sníţil mnoţství olova absorbovaného rostlinami. [78] V uvedených 

studiích se sice nejednalo o problematiku produkce sekundárních metabolitů explantátovými 

kulturami, kterou se zabývá tato diplomová práce, ale mohlo by být zajímavé ověřit podobné 

faktory také u kultury in vitro.  

Olovnaté ionty jsou jedny z nejpouţívanějších abiotických elicitorů ze skupiny těţkých 

kovů a bylo prokázáno, ţe svým působením mohou navodit zvýšení syntézy specifických 

sekundárních metabolitů. Výrazným negativem při pouţívání těchto elicitorů je jejich značné 

toxické působení na rostlinné buňky, projevující se úbytkem biomasy a posléze i útlumem 

produkce. Jistou moţnost sníţení toxicity olovnatých iontů představuje vyuţití vápenatých 

iontů, jeţ zpravidla bývají součástí rostlinné výţivy.  
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7 ZÁVĚR 

Výsledky mé práce mohu vyjádřit v následujících bodech: 

1. Maximální zvýšení obsahu flavonoidů (0,451 %) v suspenzní kultuře Trifolium 

pratense L. (varieta DO-8) vyvolala aplikace elicitoru 1 µmol po 48hodinové 

elicitaci oproti kontrolní kultuře, jejíţ zvýšení bylo o 83 %. 

2. Nejvyšší obsah flavonoidů (0,435 %) v suspenzní kultuře Trifolium pratense L. 

(varieta Sprint) jsem zjistila po 6hodinovém působení koncentrace 1 µmol, kdy 

došlo ke statisticky významnému zvýšení produkce flavonoidů o 80 % vzhledem ke 

kontrolní kultuře. 

3. Ze čtyř sledovaných koncentrací elicitoru PbCl2 produkci sekundárních metabolitů 

v suspenzní kultuře Trifolium pratense L. nejvýrazněji svým působením ovlivnila 

koncentrace 1 µmol. 

4. Nejlepší doba aplikace elicitoru  byla 6 hodin, resp. 48 hodin. 

5. Na základě výsledků získaných pozorováním obou kultur je evidentní, ţe pro 

abiotickou elicitaci je vhodnější kultura Trifolium pratense L. (varieta DO-8). 

6. Metodou HPLC byl zjištěn pozitivní vliv abiotické elicitace chloridu olovnatého 

také na produkci isoflavonoidů v suspenzní kultuře Trifolium pratense L. 6 

hodinová aplikace koncentrace 1 µmol zvýšila obsah genistinu  o 2700 % a 

genisteinu  o 100 %. Ke zvýšení produkce isoflavonoidů došlo také po 48hodinové 

aplikaci koncentrace 10 µmol.  

7. Bylo potvrzeno, ţe ionty těţkých kovů, konkrétně olovnaté ionty, lze vyuţít 

k abiotické elicitaci explantátových kultur, která vede k zvýšení produkce 

sekundárních metabolitů. 
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9 SOUHRN 

Markéta Strakošová 

Suspenzní kultura Trifolium pratense L. III 

 

Práce byla zaloţena na zjištění nových informací, které by mohly přispět k úspěšné 

elicitaci. Ověřovalo se, zda je chlorid olovnatý vhodně zvolený elicitor, také se zjišťovala jeho 

prospěšná koncentrace a doba působení na rostlinnou kulturu in vitro. Zároveň bylo 

sledováno, zdali byly koncentrace elicitoru úspěšně zvoleny a mohly tak podporovat 

zvýšenou produkci sekundárních metabolitů.  Kultura byla kultivována na ţivném médiu dle 

Gamborga s přídavkem 2 mg.l
-1

 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2 mg.l
-1

 6-

benzylaminopurinu, při teplotě 25°C a světelné periodě 16 hodin světlo/8 hodin tma na 

pomaloběţném roleru. Byl sledován vliv roztoku chloridu olovnatého, ve čtyřech 

koncentracích při 6, 24, 48 a 168 hodinovém působení, na produkci flavonoidů a 

isoflavonoidů. 

Maximální obsah flavonoidů (0,451 %), zjištěný pomocí fotometrického stanovení 

podle Českého lékopisu 2009, byl prokázán u suspenzní kultury Trifolium pratense L. 

(varieta DO-8) po 48hodinové elicitaci o koncentraci 1 µmol. U suspenzní kultury Trifolium 

pratense L. (varieta Sprint) bylo zjištěno po 6hodinovém působení koncentrace 1 µmol 

mnoţství 0,435 %. 

Pomocí metody HPLC byl zjištěn maximální obsah isoflavonoidů u kultury Trifolium 

pratense L. (varieta Sprint) po 6hodinové aplikaci elicitoru o koncentraci 1 µmol (0,28 % 

genistinu). 
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SUMMARY 

Markéta Strakošová 

Suspension culture of Trifolium pratense L. III 

 

This work was based on finding new information, which could contribute to successful 

elicitation. It was tested, whether lead chloride is a well chosen elicitor, and also what is its 

beneficial concentration and action time on plant culture in vitro. Further tests were aimed to 

find whether the concentrations of the elicitor were successfully chosen so that they could 

support increased production of secondary metabolites. The plant culture was cultivated in 

Gamborg’s nutrient medium with an addition of 2 mg.l
-1

 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and 

2 mg.l
-1

 6-benzylaminopurine, at temperature of 25°C and period of 16 hours light/8 hours 

dark on slow moving roller. Influence of lead chloride solution (four different concentrations, 

6, 24, 48 and 168 hours of action) on production of flavonoids and isoflavonoids was being 

observed. 

Maximum content of flavonoids (0.451 % of content of the sample), found using 

photometric determination according to Pharmacopeia Bohemica 2009, was proven in the 

suspension culture Trifolium Pratense L. (variety DO-8) after 48-hour elicitation and 

concentration of 1 µmol. In the suspension culture Trifolium Pratense L. (variety Sprint) the 

maximum content (0.435% of content of the sample) was found after 6-hour application of 

elicitor of 1 µmol concentration. 

The maximum content of isoflavonoids (0.28 % genistin) was found using the HPLC 

method in the Trifolium Pratense L. (variety Sprint) after 6-hour application of elicitor of 

concentration 1 µmol. 


