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1 UVOD

Lécivé rostliny a G¢inné latky v nich obsazené zaujimaji v prevenci a terapii chorob
velmi dilezité a nezastupitelné misto. UsuSené nebo jinym zplisobem konzervované casti
1é¢ivych rostlin (drogy) se pouzivaji jako 1é¢ivé ptipravky nebo také mohou slouzit k izolaci
uc¢innych latek. V nékterych ptipadech je rostlina jedinym zdrojem sekundarnich metaboliti,
jelikoz doposud neni znamo presné slozeni ucinné latky nebo nebyl nalezen zptisob syntetické
vyroby. Chemicka struktura mnohych pfirodnich latek stala vzorem pro cCisté synteticky
vyrabéna 1éCiva, Casto je vSak syntéza velmi slozita, ale i ekonomicky a ¢asové naro¢na, tudiz

pro primyslovou vyrobu nepouzitelna.

Rostlinny material se ziskdva z polnich monokultur nebo sbérem plané rostoucich
rostlin. Sbér nelze provadét v ptipadé, Ze se rostlina nesmi sbirat, napiiklad je-li chranéna. U
plané rostoucich rostlin hrozi také nebezpeci zamény. Péstuji-li se 1éCivé rostliny
v monokulturach, zvySuje se nebezpe¢i vyskytu chorob a Skiudct. Proto se nelze vyhnout
pouziti pesticidd, které mohou nepiiznivé ovlivnit biosyntézu sekundarnich metaboliti,
dokonce i znehodnotit rostlinnou drogu rezidui. Ani jedna ze jmenovanych metod neni tedy
idedlni. Sbér 1 polni péstovani 1éCivych rostlin je sezonni zéalezitosti, tudiz se nejevi ani jako

vhodna moZnost zvySovani produkce.

V disledku zvySovani naroki farmaceutického primyslu v sou¢asné dob¢ neni potieba
sekundarnich metaboliti plné pokryta. Jednim z moznych feSeni by mohlo byt zavedeni
systému bunéénych kultur pro jejich produkci. Podafilo by se tak vyhnout obtiZzim se
zajisténim téchto latek. [11, 23]

Explantatové kultury stejné jako nativni rostliny mohou syntetizovat sekundéarni
metabolity. Produkce explantatovych kultur je ale ve srovnani s nativni rostlinou nizsi. Proto
se vyviji snaha nachazet nové metody a postupy, které umozni zvySovat produkci. Vyuziva se
obrannych reakci snaslednym vyuzitim produkce sekundarnich metaboliti. Kaskada
obrannych reakci je zalozena na schopnosti rostlin ¢i bun€k in vitro reagovat na elicitory
(rizné stresové faktory). Problematikou elicitace explantdtovych kultur jetele luc¢niho

(Trifolium pratense L., Fabaceae) se zabyva tato prace.



Vyhody bunécné kultivace oproti péstovani celé rostliny v polnich monokulturach nebo

plané rostoucich rostlin jsou nésledujici:

Péstované buriky jsou prosté mikrobli a hmyzu.

Slozky, jez jsou vyuzivané, jsou produkovany za piesn¢ danych a za kontrolovanych
podminek, v prostfedi nezavislém na klimatickych zménach nebo pidnich podminkach.
Bez ohledu na geograficky ptvod rostliny, jsou buiiky péstovany k ziskani jejich
specifickych metaboliti.

Technologie je témét bezodpadova, v jistych piipadech je odpad biologicky
zuzitkovatelny.

Ziskané kultury jsou homogenni, neznecisténé, neobsahuji insekticidy, coz je vyhodné
z ekonomického hlediska.

Automaticka kontrola racionédlni regulace metabolickych procestt a bunécéného ristu

mize pomoci pii snizeni pracovnich nakladi a zvySeni produktivity. [23, 60]



2 CIL PRACE

Seznamit se s metodikou kultivace a elicitace rostlinnych explantatovych kultur

in vitro.

Ove¢iit vliv psobeni riznych koncentraci abiotického elicitoru chloridu olovnatého na
produkci sekundarnich metaboliti suspenzni kulturou Trifolium pratense L. (varieta DO-8,
Sprint).



3 TEORETICKA CAST

3.1 Jetel luéni (Trifolium pratense L., Fabaceae)

3.1.1 Ptvod rostliny

Trifolium pratense L. je rostlina, jez je zna¢né promeénliva a roste od nizin az po horské
oblasti. Odli$nosti se nachazi v oddéleni lodyh, palisti podptrnych listt jakoz i velikosti a

vzrustu.

Jeji rozSiteni je témét po celé Evropé a v zdpadni Asii, kde zasahuje na vychod az
k Altaji, Bajkalskému jezeru a do Kasmiru. V Severni i Jizni Americe a také Novém Zélandu
roste jen zplanéné. V severni Africe se vyskytuje v Alziru. V nékterych oblastech, respektive
pohofich stfedni a jizni Evropy a motskych pobfezich vytvari morfologicky diferencované

rasy, oznacované obvykle jako subspecies nebo variety.
3.1.2 Botanicky popis rostliny

Jetel lu¢ni je vytrvald (u nekterych kulturnich forem jen dvou az ttileta) bylina, vice ¢i

mén¢ bélavé chlupatd, se silnym kulovitym kofenem, ktery sahd i pfes 60 cm hluboko do

pudy.

Z trsnatého oddenku bez vybeézkl vyristd piizemni rizice listi a vystoupavé nebo
piimé, jednoduché nebo spote rozvétvene, 15 az 50 cm vysoké, vétS§inou mirné hranaté,
lodyhy o 3 az 5 ¢lancich. Jsou pon¢kud smacklé, chlupaté nebo témér lysé, casto do Cervena

zbarvené.

Listy jsou troj¢etné, v dolni ¢asti dlouze tapikaté, v horni s fapiky kratSimi az ptisedlé,
S palisty. Listy jsou slozené z listki o priméru 7-15 mm x 15-30 mm velikych, skoro
celokrajnych, vejcitych az Siroce elipsovitych, svitivé zelenych, na licich lysych, s pfi¢né
bélavou nebo cervenohnédou skvrnou ve tvaru plilmésice. Na okrajich byvaji brvité a spodni
stran¢ ptisedle chlupaté. Palisty dolnich listl jsou kopinaté, u hornich listii vejcité a ptirostlé
k fapiku. Semena jsou nesoumérné srdcovitd, az tiiroha, leskla, zluta az piskové hnéda,
ponekud zplostéla, dosahujici délky 1,5-2,0 mm a Sitky 1,2-1,5 mm, semena maji zietelné

vyznacenou ryhu.



Kvéty se uspotadavaji do hlavek, méticich v priméru 2 az 3 cm. Na jedné lodyze byvaji
1-3 kvétenstvi, rozmisténa tak, ze postrani vyrustaji v pazdi listh a horni je zdanliveé
vrcholové. Kvétenstvi jsou vejcitd nebo kulatd, skladaji se z drobnych, svétle karminové az
masove ¢ervenych nebo fidceji vybledlych az bilych kvitki v poctu 30 az 60. Péticetné kvitky
jsou bez listencti, ptisedlé 13- 18 mm dlouhé, pfimé, slozené z desetizilného kalichu, ktery ma
dolni zub delsi a je vné kratce chlupaty, zbarveny nacervenale nebo bélozelené. Kvétenstvi
jsou polozakrytd velikymi palisty podptrnych listi. Koruna je z dolejsku srostla, motylova,
jeji horni platek (pavéza) je delsi, nez oba postranni platky (kiidla), dva spodni jsou srostlé

Vv Clunek, ktery je tupy.

Plodem je vejcity, drobny, nepukavy, tence blanity, jednosemenny lusk, pevné uzavieny

v kalichu. [62, 56, 40, 16, 17]
3.1.3 Péstovani a vyskyt

V Cechach se péstuje od 18. stoleti v nejéastéji v monokulturich, méné vsak ve
smeésich. V ptipad¢ jetele lu¢niho je zapotiebi vénovat diraz pii vybéru vhodnych pozemkt a
podle moznosti také soustavnou péci. Jetel lucni je péstovan na polich jako hospodarska
plodina v riznych vyslechténych odridach. Dobrych vynost se dosahuje na pidach hlinitych
az hlinitojilovitych s hloubkou ornice, ktera je proti vojtésce mensi (20-25 cm). Vyhodna je
puda slabé kyselého az neutralniho charakteru (pH 5,5-7,0). Pii vybéru stanovisté je
vyhodnéjsi zvolit spiSe teplejsi polohy, ale s dostatkem pidni a vzdusné vlahy, proto se jeteli
nejlépe dafi v podhorskych (zde je vice chranén snéhovou pokryvkou) a bramboraiskych
oblastech. Nejvyhodnégjsi jsou vzdusné oteviené polohy v terénu na rovin€ nebo mirnéjSich
svazich, s upfednostnénim hnizdist divokych opylovaci a jizni expozici. Opyleni zajist'uji
¢melaci, vEely medonosné a vcely samotarky. Morfologicky 1 biologicky jsou pro opylovani
jetele pfizplisobeni ¢melaci. Opyluji jetel 1 za chladngj$iho pocasi (8-10°C), brzy rano a pozdé
vecer, maji sosak dlouhy 8-18 mm (délka kvétni trubky je 8-10 mm). Za stejnou dobu opyluji
tiikrat vice kvéti nez vCela medonosnd. Proto se uskuteciiuji pokusy s chovem ¢melaka
v umélych hnizdech, ptes dosazeni urcitych tUspéchii, zlstava vzhledem ke svému poctu
rozhodujicim opylovacem jetele véela medonosnd. Sklizeni béhem vegetacniho obdobi zavisi
na nadmotské vysce, stafi porostu, povétrnostnich podminkach, agrotechnice a také na tom,
zda se voli Casngj$i, nebo pozdé¢jsi termin sklizn€. Je to vyznamna picnina bohatd na

bilkoviny, pyloddrna a medonosna rostlina: dvacet milionti opylenych kvéti dava 1 kg medu a
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30 kg semene. Péstuje-li se jetel na semeno, poskytne pii prvnim seCeni méné semene nez pri

druhém, nebot’ na jate je jesté¢ malo ¢melaku, takze opyleni je Spatné.

Roste na bohatych, suchych az mirn¢ vlhkych padach, predevsim na stranich, loukach,

v ptikopech nebo okrajich cest. [40, 46, 3, 45, 71]

Trifolium pratense L.

Obrazek €. 3-1: Jetel luéni (Trifolium pratense L., Fabaceae)

3.1.4 Odridy

V Ceské republice se nachazi tii poddruhy, které byvaji nékdy hodnoceny jako odrady.

Patfi sem:

e Trifolium pratense subsp. pratense (jetel lu¢ni pravy) — vytrvala bylina s vyznamem
1é¢ivé rostliny.

e subsp. sativum (jetel lu¢ni sety) — vétSinou dvou az tiileta bylina, ktera je vyznamnou
hospodatskou plodinou.

e subsp. americanum (jetel lu¢ni americky) — tento vytrvaly poddruh byl k nam dovezen
v 80. letech 19. stoleti, ale od jeho pé&stovani bylo pozd¢&ji upusténo.[62]

3.1.5 Sbér a uprava drogy

Jetel luéni kvete od kvétna do fijna. Jako droga se pouzivaji nerozpadlé hlavky — Trifolii

pratensis flos. Droga neni oficinalni. Hlavky se sbiraji v pocatku kvétu, piehrabavanim se
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snadno rozpadaji a ddvaji bezcennou drt. Prekvetlé hlavky jsou bezcenné, nebot’ pii suseni
hnédnou. Kvéty se susi v jednoduché vrstvé na pfimém slunci a poté se dosusi ve stinu a
V privanu. Spravné ususSend droga by méla zachovavat ptivodni barvu, v nékterych piipadech
muze ztmavnout, ale jeji zbarveni by nemélo byt rezavé. Dilezitou podminkou je, aby hlavky
zustaly v celku, a nebyly uvniti suché. Pii umélém suseni nema teplota piekro¢it 35°C. Drogu

je tieba chrénit pied svétlem a vlhkem, protoze velmi rychle podléha zkaze. [45]

3.1.6 Pouziti

Jetel luéni byl po staleti pouzivan v lidovém Iécitelstvi v rdmci mnoha onemocnéni.
Znamy byl jiz ve stiedovéku i v diivejsich dobach, kdy byl povazovan za magicky prostiedek

proti ¢arodéjnictvi.

Prvni zdokumentované zpravy o pouziti jetele luc¢niho pochézeji z Ameriky, kdy
americCti eklektici v 19. stoleti, pfedchiidci dneSnich pfirodnich 1é¢itelt, byli velkymi zastanci
jetele. Jejich kniha King’s American Dispensatory (1898) bylinu popisuje jako jeden
z prostiedki  k 1é¢bé Cerného kasle, nebot ma vyrazné uklidnujici G¢inky. Také ji
doporucovali proti kasli spojenému s bronchitidou a tuberkulézou. Velké nadSeni ptinesly

ucinky této drogy pii 1écbé rakoviny [8].

Na prelomu 19. a 20. stoleti se stal jetel hlavni slozkou mnoha lékid zndmych pod
nazvem ,,Trifolium Compounds® (trojlistkové piipravky). Tyto léky byly patentovany.
Jednalo se o tonika a léky na koZni onemocnéni, syfilitidu a tuberkulézu miznich uzlin.
V roce 1912 byly tyto pfipravky napadeny americkou lékaiskou radou pro farmacii a chemii
se zaveérem, ze neexistuji zadné dikazy o 1écebnych ucincich téchto bylinnych 1ékt. I presto
ale zistal jetel lu¢ni soucasti National Formulary do roku 1946 jako 1€k koZnich onemocnéni.

[8]

V soucasné lidové mediciné bylinafi doporucuji tuto drogu k vnitfnimu 1 vnéjSimu
pouziti. Zevné se doporucuje ve formé& koupeli jako koZzni desinfekce na ekzémy, hnisavé
rany, lupénku, a ve form¢ obkladii pii pfiuSnicich. Hojné se uziva ve forme nalevii (2 ¢ajové
1zicky drogy na Salek vody) k Gpravé stolice. Jetel lucni také obsahuje nezanedbatelné
mnozstvi tokoferolu (forma vitaminu E), coz je silny antioxidant, ktery poméaha predchazet
vzniku rakoviny a srde¢nich onemocnéni. Nemiize ale nahradit klasickou lécbu rakoviny,
ktera byla vyvolana estrogeny. V lidovém IéCitelstvi je cenén jako posilujici prostiedek

v rekonvalescencich. Povzbuzuje chut’ k jidlu a napomaha procistovani krve. V €ajovych

~12 ~



smesich se pouziva jako chut'ové a vonné korigens (aromatikum). Pozornost je také vénovana
estrogennim latkam, které jsou soucasti mnohych potravinovych doplikii vedoucich ke
zmirnéni obtizi v klimakteriu. Uziva se také ve formé nalevu pfi kasli, chronickém zanétu

pradusek, revmatismu, pii edémech lymfatickych zlaz a cukrovce. [40, 16, 8, 63, 45]
3.1.7 Rizika pouziti

Lékaiska literatura doposud neobsahuje zadné zpravy o Skodlivosti jetele lucniho.
Fytoestrogeny Vv jeteli obsazené by ale mohly byt v urcitych ptipadech uzivani nebezpecné.
Vlivem nedostatku informaci o genetické vybavé nadoru prsu a jeho mozném biologickém
chovani v téle hostitele nebyly potvrzeny jednotné zavéry, které by podporovaly vyuzivani
konven¢ni ¢i nekonven¢ni HRT (hormonalni substituéni terapie) u takto nemocnych zen.
Estrogeny zvysuji také riziko rlstu s estrogenem souvisejicich naddort prsii a délohy, vyskytu
krevnich srazenin (tromboembolizmu), a zanétu cév (tromboflebitidy). Lidé trpici touto
diagn6zou by neméli jetel lucni uzivat viibec, nebo jen ve vyjimeénych piipadech a s velkou
opatrnosti. Terapie by méla byt velmi individualni, coz plati stejné tak u zen uzivajicich
antikoncepci obsahujici estrogen. Proto by se mély o pfipadném lécebném pouziti jetele
luéniho poradit se svym lékafem. Bézné doporuované davky jetele lu¢niho jsou povazovany
za bezpecné, coz plati pro dospélé, s vyjimkou té¢hotnych a kojicich zen a pacientt s historii
estrogen dependentnich nadord prsu nebo délohy, tromboembolie nebo tromboflebitidy. FDA
(Food and Drug Administration) zafazuje jetel luéni do seznamu rostlin celkové
oznacovanych jako bezpecné. Pokud se piesto dostavi drobné&jsi zdravotni potiZe, naptiklad

bolesti biicha, doporucuje se snizit davkovani nebo rostlinu ptestat uzivat uplné. [8, 28]
3.1.8 Obsahové latky

Droga Trifolium pratense flos obsahuje tfisloviny, saponiny, kumariny, kyanogenni
glykosidy, fenolické glykosidy, tanin, barviva, pryskyfice, silice, organické kyseliny

(salicylova, kumarova, hroznovéa, oxalova), flavonoidy a isoflavonoidy a jiné latky.

Nejzajimavéjsi  skupinou latek =z hlediska mozného vyuziti jako 1€Civ se jevi
isoflavonoidy s fytoestrogenni aktivitou (daidzein, genistein, biochanin A, formononetin).
Dale se mohou vyskytovat isoflavonoidy genistin, ononin, kumestrol, trifoliol. V jeteli lu¢nim

jsou zastoupeny nejvice formonetin a biochanin A. [59, 74]
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3.1.8.1 Flavonoidy
V roce 2000 bylo znamo jiz vice nez 4000 flavonoidl a stale se nachazeji dalsi

slouceniny. Flavonoidy neboli flavonoidni latky jsou rozsahlou skupinou rostlinnych fenold.

[21]

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. Zakladem je chroman arylovany v poloze 4
(neoflavany), 3 (isoflavany) nebo 2 (flavany). Vyskytuji se jen v rostlinné isi, nejcastéji se
jedna o flavany a tidCeji isoflavany. Neoflavany se vyskytuji vzacné a nemaji terapeuticky

vyznam. [68, 24]
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Obrazek ¢. 3-2: Struktury nejéastéjSich flavonoida

Pfirodni flavonoidy se nejcastéji vyskytuji ve formé O-glykosidl, obsahuji ve své
molekule aglykon (necukernou slozku) a cukernou slozku. Volné aglykony se vyskytuji pouze
ziidka, v nékterych ptipadech (pii technologické zpracovani pii vysSich teplotach a v kyselém

prostfedi) mize dochazet k hydrolyze glykosidi a vzriistu koncentrace aglykont.[19, 21]

vvvvvv

silicich se nachéazeji ve formé lipofilnéjSich methoxylovych derivati. V Zivé rostliné se
ucastni oxidaéné - redukénich pochodt. Dalsi funkei flavonoidt v rostlinném organismu je

vabeni opylovact a ochrana pied UV zafenim. [21, 19]

Bézné¢ byvaji  vSechny tfi kruhy substituovany hydroxyskupinami nebo
methoxyskupinami a jednotlivé derivaty se 1isi pouze stupném substituce a oxidace. Podle
stupné oxidace pyranového kruhu se flavonoidy déli do nékolika skupin (flavanony,
flavononoly, flavony, flavanoly, flavonoly, flaveny, flavany, flavandioly). Flavonoly jsou

nejhojnéjsi skupinou flavonoidii zastoupenych v zelenin€ a ovoci, kemferol a kvercetin jsou

jejich nejbéznéjsimi zastupci.[21, 19]
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Obrazek €. 3-3: Kvercetin

Aglykony flavonoidnich glykosidii jsou produkty, které vznikaji dvéma hlavnimi
cestami. Sestiuhlikovy fragment Cg - Cs - Cg slouenin je odvozen z acetatového metabolismu
a zbyvajici devitiuhlikova ¢ast z kyseliny Sikimové. Derivaty se tvofi zavedenim nebo
odstranénim hydroxylovych skupin. Glykosylace nastdvd aZz v pozdnim stadiu tvorby
flavonoida. Jednotka Ce - C5 ve formé kyseliny skoficové je spojena se tfemi molekulami

acetatu za vytvoreni meziproduktu chalkonu, z néhoz vznika nasledné flavanon.[24]

Flavonoidy jsou vyznamnou soucésti antioxida¢niho systému, likviduji volné kyslikové
radikaly, zabraniuji peroxidaci lipidli, mohou dale vazat a inaktivovat nékteré prooxidacni
kovové ionty (Zelezo, méd’). Antioxidacni aktivita souvisi s poctem a polohou hydroxylovych
skupin v molekule. Vliv ma i glykosylace. Optimalni radikalové likvidacni vlastnosti byly
nalezeny pro o-dihydroxy strukturu v kruhu B, 2,3 dvojnou vazbu a 4-oxo funkéni skupinu

V kruhu C a 3 a 5 hydroxyskupiny na kruzich A a C. Tuto strukturu maji pravée flavonoly. [21]

Bylo prokéazano, Ze ptirodni flavonoidy s popsanymi vlastnostmi mohou vyznamnym
zpisobem pusobit pii prevenci chorob majicich sviij pivod v oxidacnim poskozeni
biologickych struktur (ateroskler6za, kardiovaskularni onemocnéni). Vhodny zpilisob
stravovani a pfijem potravin s vy$§im obsahem flavonoidii by mohl pomoci pii 1é¢bé téchto
chorob a jako jista prevence. Tato forma antioxidantl je zfejmé& vhodnéj$i nez podavani

samotnych antioxidacnich preparatt jako vitamin C a E. [21]

Flavonoidy jsou také inhibitory hyaluronidasy, brani Sifeni mikrobialnich toxind
tkanémi, a proto jsou podpirnymi prostiedky pii lé€eni infekénich nemoci. Z terapeutického
hlediska je vyuziti flavonoidii zalozeno na jejich schopnosti normalizovat permeabilitu

kapilar, odstrafiovat jejich lomivost, plsobit antihemorhagicky a antiedematosné¢ (P-
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vitaminovy ucinek). Pro svij hepatoprotektivni ucinek zabranuji neptiznivému ucinku
slune¢niho zéfeni. Nékteré flavonoidy pisobi mocopudné, dilatuji cévy a snizuji krevni tlak.
Maji téz vlastnosti choleretické, cholagogni a spasmolytické. Napomahaji regeneraci vitaminu
E, zvysuji také hladinu vitaminu C a B-karotenu a snizuji hladinu sériovych triglyceridu.
Uginné jsou glykosidy a glykony. PouZivaji se v &istém stavu, Castdji ale jako drogy nebo
jejich extrakty. S vapenatymi ionty tvotfi komplexni soli a brani tak srazeni krve a zadrzuji

vapnik v téle. [68, 24]

3.1.8.2 Isoflavonoidy
Isoflavonoidy se vyskytuji ve vétsin€ bobovitych rostlin (Fabaceae). Isoflavonoidy jsou
V pfirod¢ rozsifeny jen malo, na rozdil od vSudyptitomnych flavonoidd. Jsou tedy vyznamnou

podskupinou, patiici mezi flavonoidy.

Tyto slouc¢eniny se odliSuji od dalSich tfid flavonoidi vazbou fenylového kruhu (B-
kruhu) v pozici 3-heterocyklického kruhu (3-fenylchromanu). Nejbohat$im zdrojem je soja
lustinata (Glycine max, Fabaceae), dal§imi zdroji jsou jetel luc¢ni (Trifolium pratense,
Fabaceae), tolice vojtéska (Medicago sativa, Fabaceae) a jetel plazivy (Trifolium repens,
Fabaceae). Dalsi celedi tiidy dvoudéloznich, u kterych se vyskytuji isoflavonoidy, jsou
zejména Rubiaceae, Passifloraceae, Moraceae, Myristicaea, popripadé Rosaceae a
Scrophulariaceae (vyskyt isoflavonoidi v téchto Celedich je vzacny a potvrzen u jednoho
rodu ¢i druhu). U jednodéloZnich rostlin je nejbohatS$im zdrojem isoflavonoidii oddenek rodu
Iris (Celed’ Iridaceae). Isoflavonoidy byly nové objeveny v rybizu (Ribes sp., celed

Grossulariaceae) a jiném drobném ovoci, dale v ¢eledi Zingiberaceae.

Existuje asi 700 znadmych struktur isoflavonoidii, ztoho je popsédno pouze 370
aglykond. LiSi se v mife methylace a glykosylace. Nejcastéji se vyskytujici skupinou
isoflavonoidii (sekundarnich metabolitll) jsou isoflavony (polohové isomery castéji se
vyskytujicich flavonil), které se nachdzeji Castéji ve volné formé a méné casto glykosidicky
vazané. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce isoflavont fadime daidzein, genistein, biochanin A
a formononetin. Isoflavonoidy lze izolovat z vétsiny rostlinnych tkani. Nejvice se vyskytuji
Vv pupenech, mladych vyhoncich a kli¢cich. Z toho vyplyva, Ze by tyto latky mohly ovliviiovat
dilezité fyziologické procesy riistu rostlin. Pravdépodobné jsou tyto latky vytvareny jako
odpovéd’ na infekci patologickym agens (fytoalexiny) a ptedstavuji tak jeden z obrannych

mechanismu rostlin. [36, 20, 1, 7, 34]
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Obrazek ¢. 3-4: Struktury nejvyznamnéjsich isoflavonoidi

Isoflavonoidy se vyskytuji ve stopach v kofenech (u nékterych rostlin pouze

Vv kofenech), ale predevs§im v chloroplastech nadzemnich ¢asti rostlin. [36, 19]

V rostlinach isoflavonoidy vznikaji kondenzaci polyacetditu a aromatickych

aminokyselin, jeZ jsou syntetizovany biosyntetickou cestou kyseliny Sikimové.[19]

O vyznamu isoflavonoidu se pfili§ nevi, predpoklada se, Ze plni fadu funkci v obranném
systému rostliny jako pfirozend obrana proti infekci, dale pii kliceni semen, pfi poSkozeni
Skiidci a napadeni hmyzem. Vyznamné jsou také ucinky antibakteridlni, imunosupresivni,
antifungalni, insekticidni. Inhibuji tvorbu superoxidovych aniontdi, vlivem této schopnosti
ucinkuji v rostlinach jako antioxidanty. Tyto latky po urcitou dobu udrZuji svou biologickou
aktivitu a ovliviiuji mikrobialni poméry v piidé. Cetnymi pozorovanimi bylo prokazano, Ze
rostliny ve vysokohorskych oblastech maji vétSi obsah isoflavond, cCasto tedy byvaji
oznacovany piivlastkem ,.anti-aging“, a to pro svou schopnost ochranit samotnou rostlinu
pfed agresivnim sluneénim zafenim. Obsah isoflavonoidii ovliviiuje fada abiotickych a

biotickych faktorii.[20, 33, 22]

Isoflavonoidy maji schopnost interagovat s estrogennimi receptory na zdkladé jejich

podobnosti s 17—f estradiolem, jsou tedy slabymi estrogeny. I kdyZ jsou isoflavony nazyvany
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fytoestrogeny, nejsou totozné s estradiolem a neposkytuji schopnost bunétné proliferace.
Ucinek isoflavonoidl se neprojevuje pouze prostrednictvim estrogennich receptort, ale také
pusobi na syntézu proteint, transport vapniku, oxidaci tukd, na u¢inek rastovych faktord a

diferenciaci bunék, mohou také ovliviiovat riizné enzymy.[59, 20]

Vyznamnou roli hraji také pii prevenci aterosklerdzy (ovliviuji tedy i vniku infarktu
myokardu a cévni mozkové piihody), snizuji totiz koncentraci lipidii a lipoproteinti v krevni
plazmé¢. Isoflavony s6ji mohou stabilizovat LDL (light density lipoproteins) lipoproteiny proti
oxidaci, kterd je povazovana za jednu z moznych pfi¢in vzniku aterosklerdzy. Isoflavonoidy
mohou mit pozitivni vliv na srde¢ni onemocnéni ptisobenim na estrogenni receptory, ale také
JiZz na zminéné snizovani koncentrace lipidii v krevni plazmé. U Zen v postmenopauzalnim

veku zlepsSuji vazodilataci. [20]

Isoflavony vykazuji kromé estrogenové aktivity, také pusobeni na progesteronovych ¢i
androgennich receptorech, a to s rGznou aktivitou, samoziejmé¢ i vnitini aktivitou, coz s
velikou pravdépodobnosti stoji v pozadi jejich vyssi bezpe¢nosti v porovnani s l1éCivymi
ptipravky obsahujicimi pohlavni hormony. Dominantni aktivita fytoestrogentl se uplatituje na
B—estrogennich receptorech, zatimco aktivita na a—estrogennich receptorech byva velmi mala.
V dnes$ni dob¢ se rozlisuji dva typy estrogennich receptorti (ER), ER—a se nachazi prevazné v
dé€loze, prsu respektive mléénych zlazach a hypofyze, ER—B je exprimovan v celé fad¢ tkani,
napiiklad mozku, mocovém méchyti, thymu, kostech a kardiovaskularnim systému. Ne¢kdy se

také isoflavony oznacuji jako selektivni modulatory estrogenovych receptori (SERM). [22,
30, 36, 2]

Isoflavony mohou uplatnit i antiestrogenni aktivitu kompetitivni inhibici, zabranuji
navazani estrogenu na receptor. Tohoto ucinku se vyuziva pred menopauzou, kdy je hladina
estrogenu vysoka. Princip antiestrogenni aktivity je zaloZen na stimulaci biosyntézy
sexudlnich hormonl vazajicich globulin (SHBG) v jatrech. Vyssi hladiny téchto hormonti
jsou protektivnim faktorem proti nadmérnému plisobeni estrogentl, ale také androgenli v
cilové tkani. Z tém¢f tisice isoflavonoidll byla estrogenni u¢innost signifikantné prokézéana jen

u ¢yt isoflavonoidt (genisteinu, biochaninu A, formononetinu, daidzeinu). [19]

Isoflavonoidy a predevSim nékteré jejich metabolity ziejmé vykazuji PPAR-y
(peroxizome proliferator—activated receptor y) vazebnou a pfenosovou aktivitu. Maximalni

pfenosova aktivita nékterych isoflavonoida (6-hydroxydaidzeinu a 3-hydroxygenisteinu)
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muze prekrocit 1éCivou latku rosiglitazon, coz je znamy PPAR-y agonista, vyuzivany pii
1é¢bé diabetus mellitus. Jiz 15 — 30 % doporuc¢ené davky rosiglitazonu teoreticky pokryva

denni davka (80 mg) isoflavonoidi obsazenych v extraktu z jetele lu¢niho.[52]

V budoucnu by se mohly isoflavonoidy vyuzivat i k ochrané dopaminergnich receptort

(maji totiz ochranny efekt) a také ke zlepSeni stavu pacienta s metabolickym syndromem.[52,
26]

Studie v oblasti veterinarni i humanni mediciny, dale pokusy s tkanovymi kulturami
dokladaji dulezitou roli isoflavonoidli piijimanych v potraveé. Pusobi jako jistd prevence
symptomll menopauzy, osteoporozy, nadorovych a srde¢nich onemocnéni. Jiné studie
pfisuzuji isoflavonoidim extraktu jetele luéniho hypoglykemicky, hypolipidemicky,

antiateroskleroticky ucinek. [36, 52]

3.2 Rostlinné kultury in vitro

Vyuziti kultur in vitro jako zdroje dilezitych rostlinnych metabolitd pro potravinaistvi,
zemédélstvi, kosmetiku a farmacii je velmi perspektivni. Vyssi rostliny jsou dilezitymi zdroji
1écivych latek, jednou z moznosti, jak se vyhnout komplikacim se zajiSténim téchto latek, je
kultivace rostlinnych tkani a bun¢k in vitro. Explantatové kultury rostlin (kultury rostlinnych
explantatli) znaci aseptickou kultivaci izolovanych ¢asti rostlin za umélych podminek. Vyuziti
kultur in vitro 1ze rozdé&lit do dvou sfér, ve kterych je nejintenzivnéji provadén vyzkum, jeho
vyhodou je i praktické uplatnéni. Jedna se o problematiku biotechnologickych metod ve
Slechténi 1 rozmnoZovéni rostlin a o produkci sekundarnich metabolitl témito kulturami,
kterou lze ovlivnit naptiklad biotransformaci, procesem elicitace nebo vyuzitim prekurzort

pozadovanych metabolitt.

Z parenchymatickych pletiv riznych rostlinnych ¢asti se mohou odvodit kalusové
explantaty reprezentované nediferenciovanou hmotou buné€k rostoucich na polotuhém médiu a

Z nich dale mohou byt odvozené suspenzni a bunécné explantaty, rostouci v tekutych ptidach.

Na udrzovani rostlinnych explantatli jsou nezbytné makroelementy, mikroelementy,
ristové reguldtory, vitaminy a jiné dilezité¢ latky. V ptipad€¢ bunéénych suspenzi hraje

vyznamnou roli provzdusiovani a zachovani sterility zivného média. [11,33,42]
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Obrazek ¢. 3-5: Zakladni kroky regenerace rostlin v explantatové kultute

Ve svém principu zahrnuji rostlinné explantatové kultury izolaci bunék, pletiv, organi,
nasleduje jejich kultivace ve sterilnich podminkach a fizeném prostfedi. Nediferencované
bunky obsahuji i genetické informace, které podminuji tvorbu sekundarnich metabolitt, je
také mozné jejich vyuzivani k produkci 1éCivych latek. Pii vhodnych podminkach a piisobeni
rostlinnych stimulatorti 1ze rostlinné explantaty opét diferencovat (zpocatku se tvofi koteny,

vyhonky a nakonec kompletni rostliny, jez jsou schopny vSech Zivotnich funkci).

Vyhodou rostlinnych explantati je, Ze nepodléhaji vliviim exogennich faktort, naopak
je tomu u rostlin polnich kultur. Nejsou ovliviiované pocasim, rocnim obdobim, Skiidci,
hmyzem, insekticidy. Rostliny in vitro v obdobi mezi pasaZzemi nevyzaduji zadnou péci, jako

zélivku, chemické oSetfeni nebo pleti. [68, 42, 51]
3.2.1 Obecna charakteristika

e Kultivace in vitro - péstovani rostlinného materialu v podminkach co nejuplnéji
definovatelnych po strance fyzikalni, ale 1 chemické a zabranujicich nezadouci
kontaminaci cizorodymi zivymi organismy a buitkami.

e Intaktni rostlina — ptivodni rostlina péstovana v ptivodnich podminkéch.

e Rostlinny explantat — kazdy fragment Zivého pletiva, komplex organii nebo cely
organ, odebrany bud’ z intaktni rostliny, nebo z jiz existujici kultury s cilem péstovat

jej v podminkach in vitro.
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e Kultura rostlinnych explantatii — rostlinné explantaty péstované po urcitou dobu
Vv podminkach in vitro. Kultury rostlinnych explantati lze podle morfologické
charakteristiky zatadit do n€které z nasledujicich kategorii:

» Kultura organova — organové systémy, organy, respektive jejich zaklady nebo
Casti péstované v podminkach in vitro zptisobem, ktery umoznuje diferenciaci
a Caste¢n¢ zachovava i jejich funkci a stavbu.

» Kultura tkanova — do rizného stupné soudrzné, morfologicky dezorganizované
mnohobunééné komplexy tkané, pomnozované bud’ na pevnych ¢i polotuhych
nosicich, nasycenych zivhym médiem nebo Ve vyjimecnych ptipadech v tekuté
zivné pude.

» Kultura protoplastd - kultura bunék zbavenych bunécnych stén, kde bunécny
obsah je obalen nikoliv pevnou bunéénou sténou, ale jen pruznou plasmatickou
plasmalemou.

» Kultura bunécnd - volné jednotlivé bunky, respektive jejich nejblizsi
potomstvo, pomnozované v polotekuté ¢i tekuté zivné ptd¢ nebo na nosici
nasyceném zivnou pudou.

» Kultura suspenzni - volné bunky a bunétné shluky spole¢né pomnozované,
suspendovany v tekuté zivné piadé, provzdusnované a promichavané.

e Primarni explantat - rostlinny explantat odebrany pfimo z intaktni rostliny.

e Primarni kultura - kultura primarnich explantatu.

e Subkultivace, pasazovani - pienos celé kultury nebo jeji ¢asti (inokula) do Cerstvé
zivné pudy S cilem obnovit, zachovat nebo zesilit rust kultury po dal$i subkultiva¢ni
interval.

e Rozpadavost kultur — schopnost tkanovych ¢i suspenznich kultur spontanné se
rozpadat na bunéné shluky a volné bunky schopné dal§iho rdstu, respektive
pomnoZovani.

e Subkultivaéni interval — je doba mezi dvéma pasdZovanimi.

e Subkultivaéni ¢islo — udava, kolikrat byla kultura pasdzovana.

e Kalus, zaval, svalec — v piivodnim vyznamu neorganizované pletivo, vzniklé ¢innosti
sekundarnich meristémi po poranéni rostliny, v pfeneseném vyznamu pletivo, které
vzniké na povrchu nenddorovych primérnich explantatii a je schopné subkultivace.

e Kalusova kultura — kultura kalusu in vitro.
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3.2.2

Diferenciace — jedna se o strukturalni a chemické zmény v jednotlivych bunkach a
pletivech spocivajici v aktivaci a inaktivaci uréitych gent, jimiZz se odlisily od tzv.
eumeristematického stavu a ziskaly jinou specializaci. Opacny proces je nazyvan
dediferenciaci.

Totipotence — schopnost rostlinnych bunék kultivovanych in vitro obnovit v pribéhu
diferenciacnich procesii specializované funkce a postupné regenerovat ve fertilni
rostlinu. Umoziiuje realizace genetickych zmén vyvolanych v jednotlivych buiikach na

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

Vlastnosti kultur rostlinnych explantati

Rostlinné kultury lze odvodit z bunky ¢i komplexu bunék pletiva kteréhokoliv
rostlinného téla (s vyjimkou nékterych velmi specializovanych buné€k, napf. sitkovice,
sklereidy).

Kulturu lze péstovat in vitro za vhodnych kultivaénich podminek neomezené dlouho.
Suspenzni kultury jsou tvofeny volnymi bunkami a jednotlivymi bunéénymi shluky,
pomér volnych bun¢k a bunéénych shlukii se v pribéhu kultivace mize meénit.
Rozpadavost kultury je ziejmé geneticky podminéna a lze ji ovlivnit slozenim media a
kultiva¢nimi podminkami.

Tkanova a suspenzni kultura se v prubéhu rustu in vitro dediferencuje, ztraci svij
puvodni morfologicky a fyziologicky charakter, neni v§ak homogenni, obsahuje buiiky
rizného stupné diferenciace.

Buiiky tkanovych ani bunéénych kultur nejsou schopny tvofit jednovrstevnou kulturu
(monolayer), neuchycuji se na tuhé ani polotuhé podklady.

Explantatové organy, respektive organové zaklady v kultufe in vitro, mohou dorustat.
Tkanoveé, organové ani bunééné kultury nejsou schopny bez posSkozeni podstoupit
konzervaci mrazem.

Rada rostlinnych kultur je schopna trvale rist na plné syntetickych ptdach, které
byvaji Casto jednoduché.

Vhodnou kombinaci ristové aktivnich latek a ostatnich slozek kultivacniho média lze
Vv kulturach indukovat histogenezi nebo organogenezi, takto je mozné odvodit z jediné

somatické buiiky Zivotaschopnou rostlinu. [60, 61]
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3.2.3 Odvozeni a udrZovani explantatové kultury

Cilem prace je ziskat sterilni rostlinny materidl s vysokou produkci metabolitl. Prvnim
krokem pro uspé$né odvozeni stabilni kultury je vybér vhodné matecné rostliny i ¢asti
rostlinného téla. Vychozi rostlina by méla byt zdrava a péstovana v optimalnich podminkach.
Nejlepsich vysledku je dosaZeno, je-li explantat odebran z rostliny v aktivni fazi rastu nebo ze
zéasobnich organti. Rostliny by mély byt povrchové sterilni anebo asepticky péstované. Z
rostliny se fragment nékterého z organu umisti do kultiva¢ni nadoby s vhodnym sterilnim
zivoym médiem a inkubuje se pfi teploté 23 — 28 °C. Po n¢kolika tydnech se objevi primérni
kalus (pletivo vzniklé délenim povrchovych vrstev primarnich explantatt), ktery je schopen
se rozmnozovat na novém médiu. Ziskany kalus je schopen neomezené proliferace na

vhodném médiu po odstranéni zbytku vychoziho organu pii pravidelném pasazovani.

U prvnich pasazi se mohou vyskytovat morfologické a morfogenetické zmény. Teprve
po veétsim pocltu pasazi se ziska stabilni a homogenni rostlinny material, ovSsem pouze za
predpokladu velmi pifisného dodrzovani konstantnich podminek kultivace, jako je teplota,

osvétleni, sloZzeni a zpracovani zivné pidy, prostiedi a pravidelnost pasazi.

Z kalusové kultury lze mechanickym a enzymatickym zplsobem odvodit suspenzni
kulturu. V prvnim ptipad€ se pouzivaji pomalobézné rolery a tfepacky, ve druhém vhodné
pektinazy. Kultura musi byt pravideln¢ pasdzovana za aseptickych podminek, z divodu
zabranéni nezddouci kontaminace rostlinného explantatu. Ziskané kultury lze udrzovat za
podminek in vitro neomezené dlouho. Pro uspé$nou kultivaci rostlinnych kultur je dalezité

najit optimalni sloZeni Zivného média, ale také pfipravit vhodné fyzikalni podminky. [60, 61]
3.2.4 Podminky kultivace rostlinnych explantatii

Optimalni rist, ale 1 produkce sekundarnich metaboliti jsou ovlivnény volbou
vhodnych podminek, jako jsou sterilni prostfedi, optimalni slozeni zivného media a Cetna

opatfeni zabranujici kontaminaci kultury.

3.2.4.1 SloZeni zivnych médii

rostlin je vybér a vhodné sloZeni kultivaéniho média. Kvalitativni 1 kvantitativni zastoupeni
jednotlivych slozek hraje diilezitou roli nejen z hlediska riistu explantati, ale napiiklad i pro
rozpadavost kalusu pii pfevadéni do suspenzni kultury. MiiZe byt tuhé (s ptisadou agaru) nebo

tekuté. [42]
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Slozky zivnych pid se podle mnozstvi v pudé€, respektive svého charakteru nebo

fyziologickych tc€inkt, rozdé€luji do nasledujicich deviti skupin:

siru, draslik. Piidavaji se do zivné pudy ve formé soli, jejich koncentrace v médiu je
vy$si nez 30 mg.1™. Jsou nezbytné pro kultivaci intaktni rostliny.

e Mikroelementy - jsou nepostradatelné pro spravny vyvoj. VéEtSinou jsou pritomny
Vv malych mnozstvich ve formé soli. Zahrnuji Zelezo, mangan, molybden, méd’, bor a
zinek. Zelezo a zinek se obvykle do médii dodavaji ve formé chelatu. Vyznam
kobaltu, niklu a hliniku pro rust kultivovanych rostlinnych tkani je zatim sporny.

e Zdroje organického uhliku — jsou zdkladni stavebni jednotkou pro nové vznikajici
pletiva. Rostlinné tkadné jsou schopny vyuzit uhlik jako zakladni stavebni jednotku
z alkoholti, cukrii a organickych kyselin. Alkoholy nemaji pro tkanové kultury takovy
vyznam jako cukry. Glycerin je povaZovan jako dostacujici zdroj uhliku, jiné alkoholy
jsou uz méné uUcinné, nékteré jiz neucinné nebo dokonce toxické (propanol).
Organické kyseliny také nejsou idedlni S vyjimkou kyseliny jablecné, u které¢ byl
zjistén ptiznivy vliv na rast kultur. Pro vétSinu rostlinnych kultur byl zjistén piiznivy
vliv sachardzy v koncentraci 2 — 5%, kterou je mozno nahradit laktozou, glukézou ¢i
Skrobem. Sacharodza ptitomna v médiu mliZe byt rozstépena na glukozu a fruktozu.

e Prostiedky pro odpénovani zivnych pud — jedna se o rostlinné oleje (slunecnicovy,
hot¢i¢ny, sojovy, fepkovy, kokosovy), silikonové oleje (jako vodna emulze s obsahem
10% silikonu) a dale zivocisné tuky (1j, dezodorizovany rybi tuk, tekutd frakce
veproveho sadla). Tyto prosttedky jsou diilezité zeyména pii vyrobe.

e Vitaminy — normalni rostlina sama syntetizuje vitaminy nezbytné k jejimu rdstu a
vyvoji, explantatové kultury ale nejsou schopny produkovat dostatecné mnoZstvi
vitamind pro svij rist a vyvoj. Jsou také dilezit¢ jako katalyzatory fady
metabolickych procesi. Mezi vitaminy nejcastéji pouZivané v médiich patii kyselina
nikotinova, thiamin, pyridoxin a myoinisitol. Thiamin se pouziva v koncentraci 0,1 —
10,0 mg.Ih Je soudasti vétsiny zivnych médii a je pro rast tkafovych kultur
nepostradatelny. V kultiva¢nich médiich se nékdy pouZzivaji dalsi vitaminy (napiiklad
kyselina askorbovd, riboflavin, kyselina pantotenovd a mnoho dalSich), jejich
pfitomnost vSak neni vétSinou nepostradatelna.

e Aminokyseliny — se dodavaji do zivnych médii piedev§im v ptipadé kultivace

bunécnych suspenzi a protoplasti. Slouzi bunkdm jako bezprostiedni zdroj dusiku
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nebo mohou byt také pfimo vyuzivany k syntéze proteinti. Jejich ptirozené smeési
(naptiklad hydrolyzat kaseinu v obvyklé koncentraci 0,05 — 0,1%) plisobi pfiznivé na
rust a vyvoj explantatu, podporuji také organogenezi.[42]
Nedefinované smési prirodnich latek — rast explantitové kultury je mozné
stimulovat pfidanim celé fady organickych extraktl (naptiklad protein hydrolyzatu,
kokosového mléka, sladového extraktu, kvasni¢ného extraktu, extrakti z banani,
konského kastanu, vlaSského ofechu, kukufice, pSenice, rajcatové a pomerancové
§tavy). V soucasnosti se dava prednost definovanym kombinacim latek a tim se
prechézi ke skutecné syntetickym médiim.[42, 60, 61]
Latky pouzivané pro zpevnéni média — pro pfipravu tuhych médii se nejcastéji
pouziva agar, ktery mé oproti jinym latkdm fadu vyhod (nereaguje s ostatnimi
slozkami média a neni rozkladdn enzymy). Agarové gely jsou pii kultivacnich
teplotach stabilni. V pfipad€, Ze neni pouzito pevné médium, je mozno explantaty
fixovat na mistcich z filtraéniho papiru, polyuretanové pené, perforovaném celofanu
nebo Cedicové vaté. Tuhost agarového gelu je mozno regulovat pouZzitou koncentraci
agaru, druhem agaru a pH média.
Rustové regulatory (fytohormony) — rostlinné buiiky jsou pii péstovani in vitro
vétSinou zéavislé na ptitomnosti ristovych regulatori, protoze samotna syntéza
endogennich rustovych regulatorti neni pro zajisténi rustu dostatecna. O charakteru
rastu rozhoduje koncentrace hormont a také jejich vzdjemny pomér. Pro ucely
kultivace lze ristové regulatory roz¢lenit do tii zékladnich skupin:
» 1. Auxiny: mezi auxiny pouzivané v tkanovych kulturach rostlin
patii predevSim kyselina P-indolyloctova (IAA), kyselina B-—
indolyl-4—maselna (IBA), kyselina 2,4 — dichlorfenoxyoctova (2,4-
D) a kyselina a-naftyloctova (a-NAA). V kultivaénim médiu jsou
pouzivany za Ucelem stimulace riistu bun€k a kalusu. V nékterych
pfipadech kindukci prytu a zejména kofent. IAA piedstavuje
nativni auxin, ostatni latky jsou syntetické.
6-izopentenylaminopurin a  syntetickymi  6-furfurylaminopurin
(kinetin) a benzylaminopurin (BA). Pouzivaji se k indukci tvorby

axilarnich prytd a ke stimulaci bunééného déleni. Zeatin je
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povazovan za nativni cytokinin, zatimco Kkinetin ptedstavuje
synteticky cytokinin.

» 3. Gibereliny: hlavnimi zastupci jsou kyselina giberelova (GBA) a
giberelin. Pfidavaji se do média vétSinou za ucelem stimulace rustu

bunécnych kultur, kalust a zakrslych rostlin.

Je-li pomér auxinu k cytokininu vysoky, pak je stimulovana iniciace tvorby
kofeni, kalusu a embryogeneze, ale je-li tento pomér nizky je indukovéana tvorba
axilarnich, ¢i adventivnich prytd. Naptiklad pfi zvySeni poméru auxinu, dochézi
k tvorbé kofenu, dochazi-li naopak ke zvySeni mnozstvi kinetinu, indukuje se tvorba

prytu (viz. Obrazek ¢. 3-6:).[42, 43, 60]

explantdt kalus koreny neroste

——=

IAA 3mg /1 3mg/l 0,03mg /1 e
kinetin : 02mg/l 002mg/l 1mg/L 0,2mg/l

Obrazek ¢. 3-6: Vliv rizné koncentrace auxinu a cytokininu (IAA, kinetin) na vyvoj explantatu tabaku

3.2.4.2 Fyzikalni podminky kultivace
Jednim z ptedpokladii uspésného péstovani rostlin in vitro je jejich adaptibilita na
podminky kultivace dané kultury. Lze sem zafadit pH Zivného média, osvétleni, teplotu a

mnoho dalsich fyzikalnich faktori.

e Teplota - kultivacni teplota je jednim z faktort, ktery ovliviiuje pribéh kultivace
tkanovych kultur. Jeji hodnota mé vliv na rychlost riistu kultury a jeji zvySeni
muze indukovat organogenezi. Pokud je teplota ptilis nizkd, rychlost metabolismu
se zpomali, az zastavi, pokud je teplota vysoka, dojde k poskozeni bunék. VéEtSinou

je empiricky zvolena v t€sném rozmezi okolo 25°C.
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Svétlo — plsobenim svétla Casto dochdzi v intaktnich rostlindch i tkanovych
kulturach ke zmén¢ intenzity biosyntézy a k akumulaci sekundarnich metabolita.
Stejny vliv ma i1 svétlo na orgdnovou diferenciaci. Svétlo mize byt také
induktorem né¢kterych biosyntéz, naptiklad syntézy anthokyant a flavonoidu.
Pozitivni vliv svétla byl dale prokdzan u kultur produkujicich diosgenin a
digitoxin. Vliv na produkci sekundarnich metaboliti ma také svétlo o rGznych
vinovych délkach.

Acidita Zivného média — u rostlinnych tkani neni bezpodmine¢né nutna piesna
hodnota pH zivného média. Optimalni hodnota pH zavisi na typu kultury. Pro
vétsinu kultur in vitro se doporucuje hodnota pH od 5,5 do 6,0. Na tyto hodnoty se
Vv piipad¢ potfeby upravuji pidy piisadou kyseliny chlorovodikové ¢i hydroxidu
sodného.

Vlhkost vzduchu — podle pozadavkt dané kultury byva nastavena na hodnoty
v rozmezi 20 — 98%.[60, 61, 18, 5]

3.2.5 Faze ristu kultury

Rist bunééné suspenze v uzavieném systému probiha v n¢kolika fazich. Jednotlivé faze

lze charakterizovat riistovou kiivkou (Obrazek ¢. 3-1), vyjadiujici zavislost koncentrace

biomasy na Case. Délka faze zavisi na sloZzeni Zivného média, na typu a stafi bungk, jejich

mnozstvi, genetickém vybaveni a fyzikalnich faktorech.[42]

1.

lag faze - obdobi pfizplsobeni se naockovanych bun€k novému prostiedi. Po
umisténi bun€k do Zivného média je jejich koncentrace po urcitou dobu konstantni
nebo miiZze prechodné klesnout.

faze zrychleni (akceleraéni) — vsSechny dulezité enzymové reakce postupné
dosahuji maximalnich konstantnich rychlosti a ptfechazeji do ustalené¢ho stavu.
exponencialni faze — bunky rostou stale stejnou maximalni rychlosti, buiika se z
hlediska chemického slozeni neméni. Faze trva tak dlouho, pokud maji buiky
dostate¢né mnozstvi Zivin a pokud neni rist kultury inhibovan produkty vlastniho
metabolismu.

faze zpomaleni (deklinacni) — s postupnym vycerpavanim zivin a hromadénim
metabolickych produktii dochazi k poklesu ristové rychlosti. V této fazi se miize

tvar rastové kiivky velmi liSit, coZ zalezi na typu rostlinné kultury.
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5. stacionarni fiaze — populace bunck dosahuje maximélni a po urcitou dobu
konstantni velikosti, doba této faze zavisi stejné jako u ptedchozi faze na zptisobu
meéfeni koncentrace bunék. Maximalni dosazenou koncentraci bun¢k urcuje fada
faktorti: pocatecni koncentrace energetického zdroje, koncentrace kysliku, zptisob
upravy pH béhem kultivace, zdroje dusiku a stopovych prvki.

6. faze odumirani — pro prubéh faze neexistuje zadné pravidlo, odumirdni miize byt

pomalé nebo rychlé, spojené nebo nespojené s autolyzou bunek.[42, 43, 60]

log X

SN
(6]
(2]

/

Xo [ 1

L S

Obrazek ¢. 3-7: Faze ristové kiivky: x — koncentrace biomasy, t — ¢as; jednotlivé faze: 1. lag
faze, 2. akceleracni faze, 3. exponencialni faze, 4. deklina¢ni faze, 5. stacionarni faze, 6. faze
odumirani

3.2.6 Biotechnologické vyuziti rostlinnych explantattu

Vyuziti rostlinnych explantati Ize rozdélit na dveé oblasti, v nichz je provadén vyzkum,
ktery méa své praktické uplatnéni. Jednd se o problematiku biotechnologickych metod
Vv rozmnozovani a Slechténi rostlin a o produkci sekundarnich metabolitl témito

kulturami.[42, 11]

3.2.6.1 Produkce sekundarnich metaboliti
Vyssi rostliny jsou bohatymi zdroji sekundarnich metabolitli, z nich nckteré mayji
vyznam ve farmaceutickém, kosmetickém pramyslu ¢i potravinaistvi atd. Jednou z moznosti

jak se vyhnout obtizim se zajiSt€énim téchto latek, by mohlo byt vyuZiti systému bunéénych
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kultur pro jejich produkci. Mezi vyznamné sekundarni metabolity patii isoflavonoidy a
flavonoidy. [11]

V soucasné dob€¢ dochazi k vyznamnému pokroku ve vyvoji novych technik,
kterymi je mozné dosdhnout zvySené produkce a akumulace sekundarnich metaboliti
Vv bunéénych kulturach in vitro. Jedna se napiiklad o elicitaci, imobilizaci,

biotransformaci.

Perspektivni je i pienos rostlinnych genti, které koduji enzymy katalyzujici reakce

biosyntézy sekundarni latky do bakterialni buniky nebo do bunky mikroskopickych hub.

Uspé&snych vysledkil ve vyuziti rostlinnych bun&nych kultur pro tvorbu sekundarnich
ptirodnich latek bylo také dosazeno postupy postavenymi i na manipulaci slozeni Zivného

média a také vlivem rozvoje metod klonovani.

Ptes dosazené uspéchy zlstava stale nevyreSena cela fada problémd, které predstavuji
jisté uskali ve vyuziti tkdnovych kultur pro produkci sekundarnich metaboliti. Ziejmé
nejvaznéjSim problémem je nizky obsah zadanych latek, kombinovany s ¢asto se vyskytujici

nestabilitou produkce.[42, 11, 48]

3.3 Elicitace

3.3.1 Charakteristika elicitace

Elicitace je jednou z metod, které lze vyuzit ke zvySeni produkce sekundarnich
metabolith v rostlindich nebo rostlinnych explantatech. Pfi této metod€ jsou vyuZivany
obranné reakce in vitro. Muze se charakterizovat jako indukéni proces vyvolany vhodnym
elicitorem, pti kterém dochazi ke zméné transkripce genli kdédujici enzymy ovliviujici
biosyntézu sekundarnich metabolitl. Dochéazi ke zvySeni hladiny enzymi ¢i jejich aktivaci,

vedouci ke zvySeni produkce sekundarnich metabolitt.

Na produkci sekundarnich metaboliti mtize stimulaéné pasobit i vliv uréitého stresu.
Jako stres se oznacuji vSechny faktory, které vyvolavaji odchylky od fyziologického
standardu a navic ur€itym zplsobem zatézuji organismus. Napiiklad sniZeni koncentrace zivin

v zivném médiu, vynechani ristového regulatoru nebo aplikace elicitoru do média. V
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okamziku, kdy je tkanova kultura vystavena stresu, zahdji jako obrannou odpovéd’ syntézu

tzv. fytoalexinti.[57, 5, 42]
3.3.2 Stres a obranné reakce rostlin

Rostliny jsou za svého zivota vystaveny velmi proménlivym zivotnim podminkam.
Nepriznivé vlivy vnéjsiho prostiedi svou intenzitou ptrekracuji hranici tolerance a zavazné
ohrozuji rostlinu, jsou oznacovany jako stresové faktory (stresory). Nejvyznamnéjsi stresoveé

faktory, se kterymi se rostliny v pfirod¢ setkavaji, jsou uvedeny v nasledujicim piehledu:

ABIOTICKE FAKTORY BIOTICKE FAKTORY
o fyzikalni e herbivorni Zivo¢ichové (spasani,
poranéni)

o mechanické ucinky vétru

A e i e o e patogenni mikroorganismy (viry,
o nadmérné zateni (viditelné a UV)
bakterie, houby)

o extrémni teploty (horko, mraz, chlad)
e vzajemné ovliviiovani (alelopatie,

e chemické parazitismus)

o toxické plyny ve vzduchu

o toxické kovy a organické latky v pide
o nedostatek vody (sucho)

o nedostatek zivin v pidé

o nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)

o nadbytek ionti soli a vodiku v pidé

Rostliny si proti stresu vyvinuly rozmanité obranné mechanismy, jez umozinuji jejich
pteziti. Pasivni (dlouhodoby) zplisob ochrany je zaloZzen na zamezeni (nebo alespoil vyrazném
omezeni) pruniku stresovych faktort do vnitiniho prostiedi — jedna se tedy o schopnost se

vyhnout stresu. K tomuto ucelu slouzi pfedevSim specidlni anatomické ochranné struktury
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(ztlustla kutikula na listech, impregnovand buné¢na sténa, trny, ostny, trichomy). Jinym
rostlinam slouzi jako nespecificka prevence syntéza vice ¢i méné toxickych latek (kyanogenni
glykosidy, taniny). Jiné mechanismy jsou realizovany v ptipad¢ napadeni Skiidcem.[57]
Pronikne-li stresor k plazmatické membrané bun¢k a do symplastu, je jeho negativni
dopad omezen spusténim mechanismu aktivni odolnosti. Pribéh této stresové reakce a jeji
konecny vysledek zavisi na charakteru a dale geneticky zakodovanych (adaptacnich) i

ptechodnych (indukovanych) schopnostech napadenych rostlin.[48, 57]

3.3.2.1 Obecné mechanismy stresovych reakci
Mechanismus pusobeni jednotlivych stresori je do zna¢né miry specificky, avSak
rozmanité jsou i reakce rostlin. I pfes tuto riiznorodost aklima¢nich biochemickych zmén lze

vSak nalézt nékteré spole¢né mechanismy stresovych reakci:

1. Syntéza stresovych proteinii
Plisobenim kteréhokoliv stresoru dochazi k vyraznym zméndm v kvalitativnim 1
kvantitativnim zastoupeni bilkovin v bunikach. Proteiny, jejichz tvorba prudce stoupa, jsou
oznacovany jako stresové proteiny, syntéza jinych se naopak zastavuje. Ve velkém mnozstvi
jsou ne€kdy produkovany i proteiny, které se za normalnich podminek v bunkach
nenachazeji, jejich funkce vSak neni objasnéna. VéEtSina z proteint, jejichz tvorba je

indukovana nespecificky, tzn. riznymi typy stresorti, patii do nékteré z téchto tii funk¢énich

skupin:
1. molekularni chaperony
2. proteazy
3. ubikvitin

Jedna se vétSinou o konstitutivni proteiny, které patii k pravidelné vybaveé bun€k vSech
genotypti. Uloha konstitutivnich proteinti, jejichz syntéza je pfi stresu mnohonasobné
zvysena, je objasnéna Iépe:

Chaperony tidi zmény konformace bilkovin pfi transportu pfes membrany, jsou vSak
schopny upravit prostorové uspoiadani 1 mirn¢ poSkozenych proteini. Pokud je ovSem
poskozeni nenapravitelné, je takovy protein ,,0znacen* molekulou ubikvitinu a nasledné
rozloZzen pomoci proteaz na aminokyseliny, které pak slouzi jako stavebni kameny pro
syntézu proteinl.

Stresové proteiny mohou dale aktivovat specifické bilkoviny regulujici transkripci,
navazou se na piisluSné useky DNA a navodi tak syntézu specialnich strukturnich ¢i

regulacnich proteinil a enzymil s nejriznéjSimi funkcemi (mohou ovlivnit pribéh primarniho
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1 sekundarniho metabolismu, transport latek pifes membranu, zvySovat stabilitu bunéénych
stén, membrén a dalsich struktur). Rada z indukovanych proteinti ma specifické antimikrobni
ucinky (napiiklad glukanaza a chitinazy aj.).[57]

2. Tvorba a odstranéni aktivnich forem kysliku

Superoxidovy anion, singletovy kyslik, hydroxylovy radikal a peroxid vodiku maji v
rostlindch rozporuplnou ulohu. Zastdvaji ulohu signalu ¢i ochranné latky pii nckterych
typech stresovych reakci a je tudiz zadouci jejich koncentraci udrzovat na urcité tirovni, na
druhé stran¢ vznikaji jako nebezpecné produkty pii piisobeni stresovych faktor a rostliny
tudiz musi mit a¢inné systémy na jejich deaktivaci.

Ochranny vyznam aktivnich forem kysliku je patrny pii hypersenzitivni reakci (bude o
ni pojednano). Peroxid vodiku ma i funkci pienaSece signalu pro expresi ,,obrannych” gent,
indukuje syntézu nékterych stresovych proteinil. Piispiva ke zpevnéni bunééné stény a tim
ke vétsi odolnosti vic¢i riznym stresovym faktorim.[49, 59]

3. ZvySeni hladiny ,,stresovych* fytohormonii

Jedna se o endogenni latky, mezi které patii kyselina jasmonova, kyselina abscisova,
methyljasmonat, ethylen a polyamin.

Kyselina jasmonova a jeji methylester (methyljasmonat) jsou obsazeny ve vsSech
rostlinnych organech i za normélnich okolnosti, pfi stresu (napfiklad dotyku, infekci ¢i
poranéni) vSak jejich obsah prudce stoupd, ob¢ latky se $ifi rostlinou, nesou tedy informaci o
pusobeni stresového faktoru. Obé latky jsou tedy spoustéci celé fady aklimacnich reakci
(indukuji transkripci enzymu UCastnici se syntézy obrannych latek, aktivuji také tvorbu
inhibitord proteaz). Methyljasmonat je t€kavy, diky této vlastnosti mize pusobit jako plynny
signal, bezkontaktné ,,informuje” i sousedni zdravé rostliny.

Kyselina abscisova indukuje tvorbu urcitych stresovych bilkovin (hlavné chaperont).
Nejdilezitéjsi funkci kyseliny abscisové je regulace vodniho rezimu. Pfi plsobeni
stresovych faktoril, které vyvolavaji sniZzeni obsahu vody v burikach (zasoleni, mraz) nebo
zvySeni nedostatku vlahy, pak dochazi K jejimu prudkému nartstu. Jeji vysoka koncentrace
vede k uzavieni praducht a zvyseni hydraulické vodivosti kofent.

Ethylen ma také funkci druhého posla, aktivuje totiz geny podilejici se na ochrané
rostlin, naptiklad pfi nizkém obsahu kysliku v ptidé (zaplavové oblasti a moktady) vyvolava
tvorbu enzymi rozkladajici pektinové stiedni lamely bunécnych stén parenchymu stonkii a
kotend, vznikajicimi kanalky pak prostupuje kyslik znadzemnich ¢asti do hypoxickych

kotent1).[75, 57]
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4. Syntéza osmoregulacnich sloucenin

Do osmoticky aktivnich latek fadime polyoly, cukry a jednoduché dusikaté latky.
Vyznam syntézy téchto latek vzristd pfedevSim u rostlin zijicich v zasolenych pidach.
Halofyty jsou nuceny zvySenim osmotického tlaku v kofenovych buikach (az nad 10 MPa)
snizit hodnoty vodniho potencialu na Groven nizsi, nez je v pid¢, coz podmiiuje zachovani
ptijmu vody.[57]

5. Hypersenzitivni reakce

Pfi napadeni rostliny infekci dochazi k nahlému zvySeni koncentrace peroxidu vodiku
a v mensi mife i ostatnich aktivnich forem kysliku (tzv. oxidative burst). Volné radikaly
zpusobi nekrotizaci patogenem poskozenych bunék i jejich bezprostiedniho okoli a zabrani
tak dalSimu Sifeni infekce. V delsi vzdalenosti od nekrotického loziska je jiz koncentrace
peroxidu vodiku nizsi a nezptsobuje tedy odumieni rostlinnych bunck, podporuje vSak vznik
pevnych vazeb mezi proteiny v bunécné sténé, podporuje tvorbu ligninu a podili se tak na
jiném zpusobu snizeni propustnosti tkdné pro patogenni organismy. Tvorba volnych radikalt
zpravidla zacina aktivaci NADPH-oxiddzy v plazmatické membran¢ vhodnymi elicitory,
které jsou vyluCovany bud piimo patogenem ¢i vznikaji pfi naruSeni rostlinné bunécné
stény. Soucasné také dochazi k inhibici antioxidacnich enzym.[57]

6. Syntéza fytoncidii (inhibitinii)

Fytoncidy jsou v nékterych rostlindch syntetizovany konstitutivné (preventivng), pii
infekei se vSak jejich mnozstvi zvySuje. Fytoncidy jsou produkty sekundarniho metabolismu,
maji vyrazné antimikrobni uUc¢inky. Piikladem téchto latek jsou alkaloidy, kyanogenni
glykosidy, glukosinolaty, terpenoidy, fenolické latky apod.[57]

1. Depozice kalozy

Dal$im mechanismem, ktery brani $ifeni infekéniho agens, je depozice kalozy (1,3-D-
glukanu) v okoli infikovaného loZiska. Jedna se o polysacharid, ktery je odolny viici
houbovym hydrolazdm.[57]

8. Indukovana syntéza fytoalexinii

Fytoalexiny jsou specifické nizkomolekularni obranné latky sekundarniho
metabolismu. Za normalnich okolnosti se v bunikach nevyskytuji, ale za¢nou se vytvaret az
po napadeni patogenem, signdlem k jejich syntéze je tedy kontakt specifickych povrchovych
receptortl rostlinnych buné¢k s patogenem.[48, 51, 57]

V soucasné dob¢ je znamo vice nez 300 fytoalexinl. Z chemického hlediska se jedné o
velmi riznorodou skupinu latek, u systematicky piibuznych rostlinnych druhi se vsSak

obvykle setkavame se strukturné podobnymi fytoalexiny. Napiiklad u rostlin celedi
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Fabaceae ptevazuji isoflavonoidy, u jinych ¢eledi to mohou byt seskviterpeny (Solanaceae),
diterpeny (Poaceae), stilbeny (Vitaceae) ¢i fumarokumariny (Apiaceae). V jedné rostling se
vSak muze soucasné tvoftit 1 vice riznych fytoalexind.

Vétsina z téchto rostlin je lipofilni povahy, coz jim usnadiiuje prunik pies
plasmatickou membréanu patogenti. Fytoalexiny jsou toxické nizkomolekularni latky, jejichz
mechanismus uc¢inku je zalozen na poskozeni membranovych funkci infekénich agens. Tyto
latky maji bakteriostatické, cytostatické ¢i fungistatické ucinky. Tyto fenolické latky plsobi
na patogenni houby jiZ v minimalnich koncentracich (lO'Gmol/l), bakterie jsou méné citlivé.
Jedna se naptiklad o taniny ¢i isoflavonoidy.[42, 43, 48, 57]

Predpoklada se, ze v piipadé napadeni patogennim mikroorganismem indukuji syntézu
fytoelexinli u rostlin latky bunécéné stény. Byly jiz z ¢asti charakterizovany jako
polysacharidy ¢i glykoproteiny a nazvany elicitiny. Jsou G¢inné v koncentraci srovnatelné s
obsahem endogennich hormont (10°mol).

Proti uc¢inku fytoalexini se objevuje snaha nékterych patogennich mikroorganismi
vyvinout detoxikacni mechanismy, jimiz se pokousi inaktivovat antimikrobialné uc¢inné
latky. U isoflavonoidi se jedna o demethylaci methoxyskupin a hydroxylaci cykll, ¢imz se
snizuje lipofilita a vzriistd rozpustnost ve vod€. Usnadni se tak oxidacni odbourdvani
molekuly fytoalexinu.[48]

Maximalni hladiny jsou dosazeny bcéhem nékolika hodin az dni, poté jejich
koncentrace opét klesa. Nejvyssi koncentrace byvaji v misté hypersenzitivni reakce, zde je
syntéza téchto latek vystupniovana a zaroven je potlateno odbourdvéni, fytoalexiny sem
vylucuji 1 sousedni bunky.

Produkce fytoalexinli nemusi byt indukovdna pouze plsobenim patogenniho
mikroorganismu, ale také napadenim herbivornim hmyzem, jednoduchym poranénim
rostliny aj. Pravdépodobné jsou také fytoalexiny zodpovédné za obrannou reakci navozenou

pusobenim tézkych kovil.[5, 48, 51, 57]
3.3.3 Elicitory

Elicitory jsou signalni latky, jejichz ptivod je biologicky nebo nebiologicky. Maji
schopnost dat podnét k aktivaci genti, které jsou nezbytné pro syntézu fytoalexint. Elicitory
aktivuji urcité enzymy, které katalyzuji tvorbu antimikrobialné pisobicich sekundarnich latek

(fytoalexintl) i jinych stresovych latek s charakterem sekundarnich metabolitti.[5]

~34 ~



3.3.3.1 Abiotické elicitory
Jedna se o chemické a fyzikdlni vlivy, které stresuji rostlinu a spoustéji tvorbu
fytoalexinti. Vyhoda abiotickych elicitorti spo¢iva v tom, Ze jsou chemicky zcela definované,

lze je ptesnéji davkovat a jsou zpravidla financné dostupné.[5]
Radime mezi né:

» rostlinné ochranné prostredky: pesticidy

> detergenty

» fyzikalni vlivy: UV zafeni, gama zafeni, zmény pH a osmotického tlaku, extrémni
teploty (chlad nebo naopak vysoké teploty)

» soli tézkych kovi: CuCly, HgCl,, CdCl,, CuSO4, MnSO4 PbNO3

» inhibitory latkové vymeény: kyselina trichloroctova, 2,4-dinitrofenol [42, 43, 57]

3.3.3.2 Biotické elicitory

Jedna se o organické latky se signalnim uc¢inkem.
Radime mezi né:

» organické molekuly parazitickych organismi: glykoproteiny, oligosacharidy, mastné
kyseliny

» celé intaktni patogenni i nepatogenni organismy nebo jejich casti: viry, bakterie
(naptiklad Pseudomonas), houby (naptiklad Candida, Aspergillus), kvasinky,
mykoplazmata

» endogenni konstitutivni elicitory: organické molekuly pochéazejici z bun¢k napadené

rostliny: chitosan, kyselina salicylova, kyselina jasmonova, oligogalakturonidy[14]

3.3.4 Mechanismus ucinku elicitoru

Na zaklad¢ dosavadnich znalosti se pfedpokladd, Ze elicitory indukovana produkce a
akumulace fytoalexini a jinych stresovych metaboliti rostlinnymi kulturami in vitro je

regulovana stejnymi mechanismy jako v pfipad¢ intaktni rostliny.[5]

VétSina obrannych reakci rostliny je zavisld na aktivaci vhodnych genti. Elicitory
obvykle neovlivituji genovou aktivitu pfimo, ale zprostiedkované pomoci prenasecl signalu
(oznacovanych jako druzi poslové; second messenger). Ti pak pienaSeji signaly v bunce
transdukénimi signdlnimi cestami, coz vede ke genové expresi a biochemickym zménam.

Pfenos extracelularniho signalu do intracelularniho signalniho systému a nasledné k DNA je
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mozny vice systémy. Zaroven byly nalezeny nékteré komponenty signalniho transdukéniho
fetézce, které pomahaji prenosu signalu pres membranu do bunky. Jedna se o G-protein,

proteinkindzy, vapenaté ionty.[57]

Predpoklada se, ze molekuly biotického elicitoru interaguji se specifickymi receptory
(obvykle v plazmatické membran¢). Obsazeni receptoru mize vést k aktivaci G-proteinu, k
otevieni vapenatych kanali a k rychlému influxu vapenatych iontti do bunky. G-protein lezi
na vnitini stran¢ plazmatické membrany. Po navazani elicitoru na vazebné misto receptoru se

méni konformace receptoru a v tomto stavu vaze na své intracelularni ¢asti G-protein.

Aktivaci G-proteinu je umoznén vstup vapniku do bunky ptfes vapnikovy kanal.
Extracelularni vapnik je povazovany za signal, ktery pifinasi informaci o poranéni dovnitt
buiiky. Dalsi pfedpokladany zdroj vapenatych iontt, ktery pochézi z intraceluldrnich organel
(endoplasmatické retikulum, mitochondrie), pfendsi informace v buiice. lonty Ca®" se uvnitf
buiiky vazi na specifickou bilkovinu kalmodulin, kterd ma ¢tyfi vazebna mista pro vapenaté
ionty a narustajici komplex kalcium-kalmodulin moduluje mnoho fyziologickych procest.

Vznikly komplex ovliviiuje aktivitu urcitych proteinkinaz.[57, 73]

Zvysené koncentrace vapenatych iontd v cytozolu, a tim tedy i aktivace proteinkinaz
muze byt dosazeno i jinymi cestami. Jiny zpiisob pfenosu signélu je zprostfedkovan pomoci
fosfoinositolového systému, pfi kterém jsou hydrolyzou lipidi plazmatické membrany
generovany dvé signalni molekuly (inositol-1,4,5-trifosfat a diacyglycerol), které za tcasti

iontl vapniku aktivuji proteinkinazy a posléze i expresi geni.

V experimentech zabyvajicich se biochemickym rozborem signalnich cest, které
reguluji obranné reakce rostlinnych bunék, jsou v soucasnosti hlavnim objektem pozorovani
receptorové zprosttedkované zmeény cytosolové koncentrace véapenatych iontl a produkce
reaktivnich kyslikovych radikalti. Né&které pokusy dokazuji, Ze velmi Castym a rychlym
zpusobem prenosu signalu a aktivace genové exprese je také tvorba superoxidu a dalSich
aktivnich forem kysliku (hydroperoxidy, hydroxylové radikaly) vyvolané elicitory. ZvySené
mnozstvi peroxidu je mozné zjistit po 5 az 10 minutach od expozice elicitorem.[53, 57, 25,

73]

Mechanismus G¢inku abiotickych elicitori neni mozné objasnit, protoze nedochazi
k vazbé na specificky receptor. Navozeni indukce syntézy fytoalexini lze vSak vysvétlit

n¢kolika zplsoby. Prvni z nich ovliviiuji t€zké kovy, spoustéjici peroxidaci lipidil, coz vede
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k prudkému nartstu koncentrace signalné u¢innych stresovych fytohormonu, a také dochazi
ke zvySeni propustnosti plazmatické membrany pro vapenaté ionty, které maji funkci druhého
posla. Jinou moznosti navozeni indukce syntézy fytoalexini je stresové podminéné uvolnéni

endogennich (biotickych) elicitort z narusené bunécné stény.

Dalsi obecna reakce na abiotické elicitory je navozeni transkripce genti kodujicich

tvorbu stresovych proteint.

Vyznamnou reakci na stres zpusobeny tézkymi kovy je tvorba fytochelatind. Jsou to
zvlastni malé peptidy, syntetizované z glutathionu, jejichZz mechanismus ucinku spociva
Vv inaktivaci toxickych iontd uzavienim do chelatu. Syntéza téchto latek neprobihd na
ribozomech, ale pifimo biochemickou cestou, ktera je vSak indukovana az ptitomnosti ionti

tézkych kovu v cytosolu. [10, 57, 5, 38]

Vytvofené komplexy hraji pfi detoxifikaci jen pfechodnou roli. Po sedmi az ¢trnacti
dnech od expozice je jejich mnozstvi nedetekovatelné. Zfejmé maji jen transportni funkci.
Slouzi k pfenosu a naslednému uvolnéni navéazanych iontd do vakuoly, kde dochazi
k omezeni toxickych uc¢inkt iontd diky chelataéni schopnosti pfitomnych vicemocnych

organickych kyselin. [47, 57]
3.3.5 Elicita¢ni podminky

Zakladnim ptedpokladem uspésné elicitace je nutné splnéni urcitych podminek:

volba vhodného elicitoru a jeho koncentrace

doba ptisobeni elicitoru na kulturu

volba vhodného media a jeho sloZeni

vybér vhodné kultury (typ explantatu, staii kultury, optimalni ristova faze)

Volba vhodného elicitoru pro elicitaci vybrané kultury je nejdulezitéjsi podminkou

aspésné elicitace. [5]

Poznatky o procesu elicitace, ktery podminiuje tvorbu a akumulaci sekundarnich

ptirodnich latek v rostlinnych bunéénych kulturach, 1ze shrnout nasledujicim zptisobem:

e tvorba sekundarnich pfirodnich latek po plsobeni elicitoru se vyskytuje piredevSim

Vv bunikach, které se nachazeji na konci ristové faze
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e tvorba sekundarnich pfirodnich latek nastava v pribéhu nékolika hodin po plsobeni
elicitoru (6 az 168 hodin);

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

e sekundarni pfirodni latky jsou pfitomny v buiikdch i v médiu

e clicitaci miizeme opakovat, aniz by nastavalo poskozeni bunky [11]
3.3.6 Tézké kovy

V této praci jsem pouzila k elicitaci explantatové kultury chlorid olovnaty. In vitro
kultury se stavaji ¢astym modelem pro studie rGznych kovi, zahrnuji jejich nedostatek, ale

také 1 jejich toxicitu.

Ionty tézkych kovu jako Mn2+, Pb%*, zn*, Fe**, Co* jsou esencidlni mikroelementy
pro rostlinny metabolismus. Mechanismy transportu tézkych kovi nebyly jeste¢ zcela
specifikovany, ackoliv pocet genli kddujicich mozné transportni struktury byl jiz urcen. Tyto
mechanismy slouzi k ochrané¢ bun¢k proti toxickym u¢inklim kovovych iontd, ale také musi
vyhovovat pozadavkiim bunéného metabolismu. Jsou-li ionty tézkych kovl v nadbyte¢ném

mnozstvi, mohou byt velmi toxické.[4, 72]

3.3.6.1 Olovo

V soucasné dobé& pficinou neustadlého zvySovani mnoZstvi olova je rozSifeni
automobilové dopravy, usazovani prachu, pouZivani kontaminovanych hnojiv a vypousténi
odpadnich vod z primyslovych provozi. Mnozstvi olova jako stresového faktoru (spoustéjici
obranné reakce rostlin) se neustdle zvySuje, proto je mu vénovana znacna pozornost. Pfi
optimalizaci podminek lze tedy elicitacnich G¢inkll iontd téZkych kovi vyuzit k cilené

produkci sekundarnich metabolita.

Tézké kovy pozménuji fyziologické pochody rostlin a nékteré jejich mechanismy jsou
Jiz znamy. Zpomaluji a redukuji rGst biomasy, ovliviiyji intenzitu biosyntetickych déju

(Vv pozitivnim i negativnim smyslu), snizuji také odolnost vi¢i vodnimu stresu.

A%

Nékteré toxické ucinky tézkych kovil jsou zaloZeny na interakci s kovy esencidlnimi pro
rostlinny organismus. Vstup olova do vnitiniho prostfedi je velmi usnadnén, protoze je
omezena selektivita transportnich proteinii a kanall, jimiz za béZnych okolnosti rostlina
pfijima potfebné makroprvky a mikroprvky. Prvotnim projevem toxicity olovnatych ionti je

casto inhibice bunééného déleni a dlouzivého ristu primarniho kotfene. Tento jev je zptisoben
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tim, ze v kofenech dochazi k maximalni akumulaci iont olova. Po vstupu tézkého kovu do

bun¢k dochazi k inaktivaci nékterych enzymu a redoxnich systému.

Olovo soutézi prevazné s vapnikem — zamezuje jeho pienosu nejen nespecifickymi

. , . J . v + 2+ 7 . . e r
kalciovymi kanaly, ale i pfes Na'/Ca”" ATPazu. Olovo vstupuje do mitochondrii namisto
vapniku, rovnéz negativné ovlivituje ulohu vapenatych iontl pfi transdukci signalu, ¢imz

zpusobuje pozméneénou regulaci bunécného metabolismu.

Do nadzemnich orgdnl je pfendSena pouze mensSi ¢ast olovnatych iont. PiedevSim

byvaji ovlivnény fyziologické procesy v listech (hlavné fotosyntéza). [57, 15]

Neékteré rostliny jsou odolngjsi viici piisobeni tézkych kovl. Tyto rostliny umi omezit
vstup toxickych iontd do cytosolu, a to sorpci na pektinové latky v bunécnych sténach,
vylucovanim organickych kyselin a dokonce i1 zvySenou selektivitou transportnich proteind
V plazmatické membrané. Rostliny reaguji na pfitomnost olovnatych ionti nékolika typy
vnitrobunéénych detoxika¢nich mechanisml. Zejména tvoii stresové proteiny zahrnujici
odolngjsi isoenzymy, ale také protedzy a ubikvitin, které urychli rozklad poskozenych
proteind. V rezistenci rostlin k ptisobeni tézkych kov existuji velké rozdily nejen mezi druhy,

ale 1 uvnitf téhoz druhu.

Dalsi vyznamnou aklimacni reakci je syntéza specifickych proteinii schopnych
inaktivovat tézké kovy do chelatovych komplexi. Ackoli fytochelatiny jsou schopny vytvofit
pevny komplex jen s ur€itymi tézkymi kovy (Cu, Cd), existuji také fytochelatinim podobné

nizkomolekularni substance, jejichZ vlivem je vyvazovano pravé olovo. [47, 66]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material, pristroje a pomiicky

4.1.1 Rostlinny material

K pokusim uvedenym v této praci byla pouzita explantatova kultura, odvozena ze
sterilni kli¢ni rostliny jetele lu¢niho Trifolium pratense L., Fabaceae (varieta DO-8, Sprint).
Semena byla ziskana ze Slechtitelské stanice Domoradice. Elicitace byla provadéna u &tyfleté

suspenzni kultury.

4.1.2 Stanoveni ztraty suSenim

Ztrata suSenim je ztrdta hmotnosti vyjddiena v hmotnostnich procentech. Do piedem
vysusené vazenky byly odvazeny asi 2,000 g explantatové kultury. Vazenka s obsahem byla
zvazena a suSena 2 hodiny v susarné pii 105°C. Po vysuSeni a vychladnuti v exsikatoru byla
zvazena. Ztrata suSenim byla vztazena na navazku explantatové kultury a vyjadiena
Vv procentech. Vysledna hodnota ztraty susenim 5,69 % (DO-8), 5,41 % (Sprint) je

aritmetickym primérem ze tii stanoveni. [39]

4.1.3 Chemikalie

e 6-benzylaminopurin ¢., Lachema, Brno

e Dihydrogenfosfore¢nan sodny €., Lachema, Brno

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

e Dusi¢nan amonny p.a., Lachema, Brno

e Ethanol 96%, Lachema, Brno

e Glycin ¢., Lachema, Brno

e Chloramin B, Lachema, Brno

e Chlorid kobaltnaty p.a., Lachema, Brno

e Chlorid olovnaty p.a., Lachema, Brno

e Chlorid pyridoxinia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
e Chlorid thiaminia ¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook

e Chlorid vapenaty p.a., Lachema, Brno
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Jodid draselny p.a., Lachema, Brno

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

Kyselina chlorovodikova p.a., Lachema, Brno
Kyselina mravenc¢i bezvoda p.a., Lachema, Brno
Kyselina nikotinova ¢., Lachema, Brno
Kyselina octova bezvoda p.a., Lachema, Brno
Kyselina octova ledova p.a., Lachema, Brno
Kyselina stavelova €., Lachema, Brno

Methanol p.a., Lachema, Brno

Molybdenan sodny p.a., Lachema, Brno
Myoinositol €., Sigma, St. Louis

Sacharo6za p.a., Lachema, Brno

Siran amonny p.a., Lachema, Brno

Siran hofe¢naty p.a., Lachema, Brno

Siran manganaty p.a., Lachema, Brno

Siran méd’naty p.a., Lachema, Brno

Siran zine¢naty p.a., Lachema, Brno

Siran zeleznaty p.a., Lachema, Brno
Pristroje a pomiicky

Analytické vahy A 200S, Sartorius, Gottingen

Autoklav PS 20A, Chirana, Brno

Horkovzdusny sterilizator HS 31A, Chirana, Brno

Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Zilina

Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

Ttepacka Unimax 2010, Heidolph

Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge

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

Kolona LiChrosper RP-18 250x4 (Sum) s predkolonkou, Merck, Darmstadt
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4.2 Kultivace explantatové kultury

4.2.1 Kultivacni nadoby a nastroje

Kultivace suspenzni Kultury probihala ve 250 ml varnych bafnikach z varného skla
znacky SIAL, které bylo pouzito pro své vhodné vlastnosti (odolnost viici vodé, chemikaliim

a rozdiltim teplot).

Pii elicitaci byly pouzity pipety, jez byly sterilizovany v autoklavu obalené hlinikovou
folii po dobu 15 minut pfi teploté¢ 121°C a tlaku pary 0,1 MPa. Kovové nastroje byly nejprve
oplachnuty 96% ethanolem, poté zabaleny do hlinikové folie a sterilizovany 2 hodiny

V horkovzdusném sterilizatoru pii teploté 200°C.
4.2.2 Priprava zivného média

Pro kultivaci tkanovych kultur bylo pouzito Zivné médium podle Gamborga, které ma

nasledujici slozeni: [12]

KNO; 2500,00 mg.l*
CaCl, . 2 H,0 150,00 mg.I*
MgSO, . 7 H,0 250,00 mg.I*
(NH,)>S04 134,00 mg.I*
NaH,PO, . H,O 150,00 mg.I*
FeSO,. 7 H,0 27,84 mg.l*
Na,EDTA 37,34 mglt
KI 0,75 mg.l*
H3BO;3 300 mglt
MnSO, . H,O 10,00 mg.I*
ZnS0,. 7 H,0 2,00 mg.l*
Na,;MoO; . 2 H,0 025 mg.l*
CuS0;. 5 H,0 0,025 mg.I*
CoCl,. 6 H,0 0,025 mg.I*
myoinositol 100,00 mg.I*
kyselina nikotinova 1,00 mg.l*
pyridoxin 1,00 mg.l?
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thiamin 10,00 mg.I*
sacharosa 30 000,00 mg.I*t

Pro ptipravu zivného média byly pouzity substance a zasobni roztoky. Substance byly
zvazeny na analytickych vahach a nizké koncentrace byly pipetovany z predem piipravenych
zéasobnich roztokt. Jednotlivé slozky byly rozpustény v destilované vod¢é v odmérné bance o

objemu 1000 ml a vSe bylo doplnéno destilovanou vodou po znacku.

Jako stimulator rastu byla pouzita kombinace 2 mg.l'1 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny

a 2 mg.I" 6-benzylaminopurinu. [30]

Ptedem pfipravena ptida pro kultivaci byla rozlita do 25 ml varnych ban¢k ptipravenych
pro suspenzni kultury. Banky byly uzavieny hlinikovou folii a sterilizovany v autoklavu 15

minut pfi teploté 121°C a tlaku pary 0,1 MPa.
4.2.3 PasaZovani a kultivace

Pasdzovani bylo provadéno v aseptickém boxu s laminarnim proudénim, jehoz prostor
byl vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vyzéafen nejméné 1 hodinu germicidni zafivkou. Pfi
praci bylo pouZito sterilni sklo a nastroje, také musely byt zachovany ptisné aseptické

podminky.

Suspenzni kultura byla kultivovana pii teploté¢ 25 °C a svételné periodé 16 hodin
svétlo/8 hodin tma na pomalobézném roleru. Pasazovani bylo provadéno vzdy po 14 dnech

subkultivace pienesenim ¢asti narostlé suspenze do bané€k s cerstvym médiem. [30]

4.3 Elicitace

4.3.1 Priprava roztokii elicitoru

K elicitaci byly pouZity roztoky chloridu olovnatého o riznych koncentracich:
I 0,1 pmol

I 1 pmol

Il 10 umol

v 100 pmol
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Nejsiln¢jsi koncentrace chloridu olovnatého byla vyuzita K pfipravé roztokd o nizsi
koncentraci fedénim destilovanou vodou. VSechny roztoky elicitoru byly sterilizovany

Vv autoklavu 15 minut pii teploté 121°C a tlaku 0,1 MPa.

4.3.2 Elicitace a odbér kultur

Ve 21. dni kultivace byla provedena za aseptickych podminek elicitace suspenzni

kultury chloridem olovnatym.

K experimentu bylo pouzito 72 kultivacnich ban€k s explantatovou kulturou. Jako
kultura kontrolni slouzil soubor osmi neelicitovanych banék. Ke kontrolnim kulturam byl
pfidavan 1,0 ml destilované vody. Do ostatnich 64 ban¢k s kulturou byl napipetovan vzdy
1,00 ml elicitoru o pfislusné koncentraci. Potom byly elicitované kultury dale kultivovany dle
podminek jiz uvedenych v kapitole 4.2.3. Po 6, 24, 48 a 168 hodinach aplikace elicitoru byly
elicitované kultury odebrany. Odbéry kontrolnich kultur byly provedeny po 6 a 168 hodinach.
Buiky byly oddéleny od kultiva¢niho média filtraci za snizeného tlaku, promyty destilovanou

vodou a suseny za laboratorni teploty.

U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni obsahu flavonoidi dle CL 2009 a

stanoveni isoflavonoidi pomoci HPLC.

4.4 Stanoveni obsahu flavonoidu

4.4.1 Princip stanoveni

Po reakci s roztokem kyseliny borité a kyseliny $tavelové v kyseliné mravenci bezvodé

byl stanoven obsah flavonoidii pomoci spektrofotometrie. [39]

Zdkladni roztok: 0,200 — 0,400 g upraskované kultury se ve 250ml banice smicha se 40

ml lihu R 60% (V/V) a zahfiva se 10 minut ve vodni lazni pii teplot¢ 60 °C, za Castého
protfepavani. Po ochlazeni se zfiltruje pfes chomacek vaty do 100ml odmérné bariky.
Chomacek vaty se vlozi ke zbytku kultury ve 250ml bance, ptida se 40 ml lihu R 60% (V/V) a
zahtiva se 10 minut ve vodni lazni pfi teploté 60 °C, za Castého protfepavani. Po ochlazeni se
zfiltruje do téze odmérné banky. 250ml banka i filtr se promyji lihem R 60% (V/V) a
promyvaci tekutina se pfida do odmérné banky. Spojené roztoky se ziedi lihem R 60% (V/V)
na 100,0 ml a roztok se zfiltruje.
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ZkouSeny roztok: 5,0 ml zakladniho roztoku se odpaii v bance s kulatym dnem za

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

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

Kontrolni roztok: 5,0 ml zakladniho roztoku se odpaii v bance s kulatym dnem za

snizeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dild methanolu R a
kyseliny octové ledové R (10 + 100) a ptevede se do 25ml odmérné baiiky. Baiika s kulatym
dnem se promyje 3 ml smési objemovych dila methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 +
100) a promyvaci tekutina se pfevede do téze odmérné banky. K tomuto roztoku se ptida 10,0

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

Po 30 minutach se méfi absorbance zkousené¢ho roztoku pti 410 nm proti kontrolnimu

roztoku.

Obsah flavonoidli v procentech, vyjadieno jako hyperosid (Cz1H20012), se vypocita

podle vzorce:

A-1,235

v némz znaci:

A — absorbanci roztoku v maximu pti 410 nm;
m — hmotnost zkousené kultury v gramech.
Specifickd absorbance ma hodnotu 405.

45 Stanoveni obsahu isoflavonoida

Ke stanoveni isoflavonoidi byla pouzita vysokoucinnd kapalinova chromatografie
s fluorimetrickou detekci. Provadélo se urceni téchto isoflavonoidl: daidzeinu, genisteinu,

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

Asi 0,2000 — 0,4000 g upraskované kultury se ve 100ml bafnice smicha s 15 ml
methanolu 80% a extrahuje se 30 minut na vodni ldzni pti 80 °C pod zpétnym chladicem. Po
ochlazeni se zfiltruje pfes maly chomacek vaty do 25ml odmérné baiiky. Chomacek vaty se
vlozi ke zbytku kultury ve 100ml barnce. Pfida se 15 ml methanolu 80% a extrahuje se jesté
jednou 20 minut na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em. Po ochlazeni se zfiltruje do téze
odmérné banky a spojené extrakty se ziedi methanolem 80% na 25 ml. Roztok se pievede

ptes mikrofiltr do vialek a analyzuje se metodou HPLC.

4.5.2 Analyza HPLC a jeji parametry

Chromatograf: Jasco (Cerpadlo PU-2089 Plus, detektory MD-2015 a MD-2020, autosampler
AS-2055)

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

piedkolonkou

Objem nastfiku: 20 pl

Pratok: 1,1 ml/min
Mobilni faze: faze A: methanolicky roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15% m/v)
faze B:vodny roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15% m/v)

Eluce mobilni faze probihala nejdiive gradientové. V ¢ase t=0 bylo slozeni 30% methanolu a
70% vody, v ¢ase t=9 minut 80% methanolu a 20% vody. Nasledovala isokraticka eluce se

stejnym sloZenim do ¢asu t=15 minut.
Detekce: DAD Jasco MD-2015, A = 200-650 nm, vyhodnoceno pii vinové délce 260 nm.
Standardy: genistin, genistein, daidzein, formononetin a biochanin A

Obsah vSech latek byl kvantifikovan matematickou metodou normalizace a porovnanim
s kalibra¢ni kfivkou, vytvofenou pomoci externé¢ meéteného standardu téze latky. V tabulce ¢.

1 jsou zaznamenany nameétené hodnoty.
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3504 Different ¥ units

Obrazek ¢. 4-1: Chromatograficky zaznam standardi
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.1 Diferent ¥ units

(_/—{ormononetin

Obrazek ¢. 4-2: Chromatograficky zaznam vzorku
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4.6 Statistické hodnoceni

Statistické zpracovani naméfenych hodnot obsahu flavonoidd v kulturach Trifolium

pratense L. bylo provedeno na zéklad¢é T — testu (test vyznamnosti rozdilu dvou primérit), pro

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

Aritmeticky prumér

Smérodatna odchylka

n . rozsah souboru
Xj. namétené hodnoty
X . aritmeticky primér

S.. smérodatnd odchylka

T —test

|3, — X, « nn,(ng +n, — 2)

Jnist + nys3 mt+n,

Ny ...pocet ¢lend pokusného souboru

t =

Ny ...pocet ¢lenid kontrolniho souboru
X1 ..aritmeticky primeér pokusného souboru

X2... aritmeticky primér kontrolniho souboru
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S1....smérodatnd odchylka pokusného souboru
Sy....smérodatna odchylka kontrolniho souboru
t.....testovaci kritérium

Testovacimu kritériu piislusi t rozdéleni se stupném volnosti (v) vypocitaného podle

vztahu:

V=n1+n2—2

Vypoctena hodnota testovaciho kritéria t se porovna s pisluSnou kritickou hodnotou t,
(V) pro vypocitany stupen volnosti (v) a zvolenou hladinu vyznamnosti (p). Je-li hodnota t

vetsi nez hodnota t, (v) je rozdil |x; — X, | statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti (p).

V ptipadé provedeni dvou stanoveni obsahu byl vypocteny pocet stupiili volnosti v=2 a

pro p (0,05) se kritick4 hodnota ty(v) = 2,919987.[37, 58]

~50 ~



5 VYSLEDKY

5.1 Tabulky

Tabulka €. 1: Kontrolni suspenzni kultura Trifolium pratense L., varieta Sprint

Doba Navazka Absorbance Obsah Pramérny Smérodatna
aplikace [g] flavonoidt obsah odchylka
elicitoru [%] [%]

[h]
0,2025 0,044 0,268
6 0,242 0,026
0,2003 0,035 0,216
0,2016 0,046 0,282
168 0,250 0,031
0,2088 0,037 0,219

Tabulka €. 2: Suspenzni kultura Trifolium pratense L., varieta Sprint, elicitovana 0,1 pmol vodnym

roztokem chloridu olovnatého

Doba Navazka Absorbance Obsah Pramérny Smérodatna
aplikace [g] flavonoidu obsah odchylka
elicitoru [%] [%]

[h]
0,2041 0,013 0,079
6 0,061 0,018
0,2010 0,007 0,043
0,2038 0,025 0,151
24 0,198 0,046
0,2024 0,040 0,244
0,2023 0,067 0,409
48 0,418 0,009
0,2021 0,070 0,428
0,2015 0,053 0,325
168 0,309 0,016
0,2027 0,048 0,292
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Tabulka ¢&. 3: Suspenzni kultura Trifolium pratense L., varieta

roztokem chloridu olovnatého

Sprint, elicitovana 1 pmol vodnym

Doba Navazka Absorbance Obsah Primérny Smérodatna
aplikace [g] flavonoidt obsah odchylka
elicitoru [%] [%]

[h]
0,2011 0,067 0,411
6 0,435 0,023
0,2021 0,075 0,458
0,2030 0,036 0,219
24 0,210 0,009
0,2030 0,033 0,201
0,2012 0,042 0,258
48 0,258 0,000
0,2014 0,042 0,258
0,2012 0,034 0,209
168 0,209 0,000
0,2009 0,034 0,209

Tabulka &. 4: Suspenzni kultura Trifolium pratense L., varieta Sprint, elicitovana 10 pmol vodnym

roztokem chloridu olovnatého

Doba Navazka Absorbance Obsah Primérny Smérodatna
aplikace [g] flavonoidt obsah odchylka
elicitoru [%] [%]

[h]
0,2010 0,052 0,320
6 0,307 0,012
0,2008 0,048 0,295
0,2010 0,056 0,344
24 0,323 0,021
0,2009 0,049 0,301
0,2010 0,052 0,320
48 0,301 0,018
0,2010 0,046 0,283
0,2012 0,027 0,166
168 0,169 0,003
0,2011 0,028 0,172
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Tabulka €. 5: Suspenzni kultura Trifolium pratense L., varieta Sprint, elicitovana 100 umol vodnym

roztokem chloridu olovnatého

Doba Navazka Absorbance Obsah Primérny Smérodatna
aplikace [g] flavonoidt obsah odchylka
elicitoru [%] [%]

[h]
0,2000 0,040 0,247
6 0,265 0,018
0,2008 0,046 0,283
0,2021 0,048 0,293
24 0,309 0,016
0,2017 0,053 0,325
0,2012 0,063 0,387
48 0,387 0,000
0,2012 0,063 0,387
0,2013 0,040 0,245
168 0,258 0,012
0,2014 0,044 0,270
Tabulka €. 6: Kontrolni suspenzni kultura Trifolium pratense L., varieta DO-8

Doba Navazka Absorbance Obsah Primérny Smérodatna
aplikace [g] flavonoidu obsah odchylka
elicitoru [%] [%]

[h]
0,2012 0,040 0,246
6 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

v

Tabulka €. 7: Suspenzni kultura Trifolium pratense L., varieta DO-8, elicitovana 0,1 pmol vodnym

roztokem chloridu olovnatého

Doba Navazka Absorbance Obsah Primérny Smérodatna
aplikace [g] flavonoidu obsah odchylka
elicitoru [%] [%]

[h]
0,2013 0,045 0,276
6 0,279 0,003
0,2013 0,046 0,282
0,2011 0,047 0,289
24 0,286 0,003
0,2011 0,046 0,282
0,2012 0,044 0,270
48 0,273 0,003
0,2011 0,045 0,276
0,2012 0,043 0,264
168 0,270 0,006
0,2012 0,045 0,276

~53 ~




Tabulka €. 8: Suspenzni kultura Trifolium pratense L., varieta

roztokem chloridu olovnatého

DO-8, elicitovana 1 pmol vodnym

Doba Navazka Absorbance Obsah Primérny Smérodatna
aplikace [g] flavonoidt obsah odchylka
elicitoru [%] [%]

[h]
0,2011 0,054 0,332
6 0,338 0,006
0,2011 0,056 0,344
0,2010 0,050 0,307
24 0,307 0,000
0,2010 0,050 0,307
0,2010 0,073 0,449
48 0,451 0,003
0,2012 0,074 0,454
0,2012 0,067 0,411
168 0,393 0,018
0,2012 0,061 0,374

Tabulka ¢&. 9: Suspenzni kultura Trifolium pratense L., varieta DO-8, elicitovand 10 pumol vodnym

roztokem chloridu olovnatého

Doba Navazka Absorbance Obsah Primérny Smérodatna
aplikace [g] flavonoidt obsah odchylka
elicitoru [%] [%]

[h]
0,2011 0,037 0,227
6 0,227 0,000
0,2011 0,037 0,227
0,2011 0,038 0,233
24 0,246 0,012
0,2011 0,042 0,258
0,2012 0,026 0,160
48 0,157 0,003
0,2011 0,025 0,154
0,2012 0,053 0,325
168 0,325 0,000
0,2012 0,053 0,325
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Tabulka ¢. 10: Suspenzni kultura Trifolium pratense L., varieta DO-8, elicitovana 100 pmol vodnym

roztokem chloridu olovnatého

Doba Navazka Absorbance Obsah Primérny Smérodatna
aplikace [g] flavonoidt obsah odchylka
elicitoru [%] [%]

[h]
0,2012 0,056 0,344
6 0,356 0,012
0,2012 0,060 0,368
0,2010 0,059 0,363
24 0,332 0,031
0,2012 0,049 0,301
0,2011 0,037 0,227
48 0,243 0,015
0,2011 0,042 0,258
0,2013 0,042 0,258
168 0,276 0,018
0,2013 0,048 0,294
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Tabulka €. 11: Produkce flavonoidl v suspenzni kultufe Trifolium pratense L., varieta Sprint, elicitovana
chloridem olovnatym

Doba Elicitace Kontrola
Koncentrace e
elicitoru elicitoru Prdmérny Smérodatna Primérny Smérodatna T-test
(nmol) (hod) obsah (%) odchylka obsah (%) odchylka
6 0,061 0,018 0,242 0,026 5,708
24 0,198 0,046 0,242 0,026 0,832
0,1 umol
48 0,418 0,009 0,242 0,026 6,321
168 0,309 0,016 0,250 0,031 1,648
6 0,435 0,023 0,242 0,026 5,478
1 pmol 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
6 0,307 0,012 0,242 0,026 2,256
24 0,323 0,021 0,242 0,026 2,377
10 pmol
48 0,301 0,018 0,242 0,026 1,838
168 0,169 0,003 0,250 0,031 2,576
6 0,265 0,018 0,242 0,026 0,719
100 pmol 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 ¢&. 12: Produkce flavonoidi v suspenzni kultufe Trifolium pratense L., varieta DO-8, elicitovana
chloridem olovnatym
Doba Elicitace Kontrola
Koncentrace i e
elicitoru elicitoru Pramérny Smérodatna Primérny Smérodatna T-test
(nmol) (hod) obsah (%) odchylka obsah (%) odchylka
6 0,279 0,003 0,246 0,000 10,912
24 0,286 0,003 0,246 0,000 12,990
0,1 umol
48 0,273 0,003 0,246 0,000 8,779
168 0,270 0,006 0,252 0,012 1,316
6 0,338 0,006 0,246 0,000 14,997
1 pmol 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
6 0,227 0,000 0,246 0,001 19,000
24 0,246 0,012 0,246 0,000 0,000
10 pmol
48 0,157 0,003 0,246 0,000 29,369
168 0,325 0,000 0,252 0,012 6,059
6 0,356 0,012 0,246 0,000 8,990
100 pmol 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 tabulkach obsahu flavonoidl jsou zvyraznéné hodnoty statisticky vyznamné liici se (vyssi nebo nizsi) od
kontrolnich hodnot na hladiné vyznamnosti p=0,05.
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Tabulka ¢&. 13: Produkce isoflavonoidti v suspenzni kultufe Trifolium pratense L., varieta Sprint,

elicitované chloridem olovnatym

koncentrace doba Obsah isoflavonoidt
elicitoru aplikace (%)
(umol) elicitoru
oo | gemsin | daitign | genisien | formononetn | biochanind |
6 0,03 0,03 0,01 -
24 - 0,02 - -
0,1 umol
48 0,02 0,03 0,01 -
168 - 0,02 0,01 -
6 0,28 0,02 0,02 -
24 0,17 0,01 0,01 -
1 umol
48 0,16 0,01 0,01 -
168 0,14 0,01 0,01 -
6 0,02 0,04 0,01 -
24 0,15 0,03 0,01 -
10 pmol
48 0,22 0,04 - -
168 0,21 0,04 0,01 -
6 0,01 0,01 0,01 -
24 0,14 0,01 - -
100 pmol
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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52 Grafy

Graf ¢ 1: Produkce flavonoidi v suspenzni kultute Trifolium pratense L., varieta Sprint, elicitovana

chloridem olovnatym
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Graf ¢. 2: Produkce

chloridem olovnatym

flavonoidu v suspenzni kultufe Trifolium pratense L., varieta DO-8, elicitovana
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Graf €. 3: Produkce isoflavonoidu genistinu v suspenzni kultufe Trifolium pratense L., varieta Sprint,
elicitované chloridem olovnatym
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Graf ¢. 4: Produkce isoflavonoidu daidzeinu v suspenzni kultufe Trifolium pratense L., varieta Sprint,
elicitované chloridem olovnatym
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Graf ¢&. 5: Produkce isoflavonoidu genisteinu v suspenzni kultute Trifolium pratense L., varieta Sprint,
elicitované chloridem olovnatym
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Graf ¢. 6: Produkce isoflavonoidu formononetinu v suspenzni kultufe Trifolium pratense L., varieta
Sprint, elicitované chloridem olovnatym
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6 DISKUSE

Cilem kultivace rostlinnych explantati in vitro je zvySeni produkce a dostupnosti
farmaceuticky vyznamnych sekundarnich metaboliti. Buniky v explantatovych kulturach maji
vlivem své totipotence schopnost syntetizovat sekundarni metabolity, které produkuje
samotna mate¢na rostlina. Jejich produkce je vSak oproti intaktnim rostlinam nizsi, a proto je
snahou biotechnologie nalézat nové zpusoby, jimiz je mozné dosahnout zvySeni produkce a
akumulace sekundarnich metabolitd v kulturach in vitro. Jednou z metod je elicitace
bunéénych kultur, kde je nezbytné zjistit optimalni koncentraci i dobu aplikace daného
elicitoru. Ve své diplomové praci jsem pozorovala vliv abiotického elicitoru PbCl, ve étyfech
riznych koncentracich (0,1 pmol, 1 umol, 10 pmol, 100 umol), které se zpravidla pouzivaji u

tohoto typu elicitoru. [69]

Jednim z faktort ovliviiyjicich uspéch ¢i netspéch elicitace je fyziologicky stav kultury,
respektive jeji ristova faze. Je prokazano, ze pro elicitaci suspenzni kultury Trifolium
pratense L, je nejoptimaln&jsi 21. den subkultivace. [30] Proto jsem elicitaci provadéla v
tomto dni kultivace. Dal§im faktorem, ktery ovliviioval elicitaci, byla doba pusobeni elicitoru
(6, 24, 48, 168 hod.). Sledované doby pisobeni vychazely z poznatki jiz diive provadénych
pokust a z publikovanych udaja. [31, 32]

Zudaji je ziejmé, ze produkce sekundarnich metabolitt v priabéhu nékolika hodin az
dni po pfidani elicitoru je zvySena. Kontrolni kultury se odebiraly ve dvou ¢asovych
intervalech, po 6 a 168 hodinach, nebot’ produkce isoflavonoidi a flavonoida se v kratkych
¢asovych intervalech vyrazné neméni. Z tohoto diivodu jsem vyuzila naméfenou hodnotu
kontrolniho vzorku po 6hodinach také pro srovnani s elicitovanymi vzorky po 24 a 48

hodinach.[67, 29, 69, 54, 50]

V piipadé méfeni suspenzni kultury Trifolium pratense L. (varieta Sprint) elicitované
roztokem chloridu olovnatého (tabulka ¢. 12, graf ¢. 1) jsem ocekavala znatelny nartst
produkce flavonoidi. Vysledky méteni ale tuto domnénku nepotvrdily. Piestoze v nékterych
ptipadech k nartistu dochazelo, vysledky nebyly tak zna¢né. Maximalni nartst jsem zjistila u
suspenzni kultury po 6hodinovém pilisobeni koncentrace 1 pumol, kdy doSlo ke statisticky
vyznamnému zvySeni produkce flavonoidi 0 80 % oproti kontrolni kultufe. Obsah

isoflavonoidit byl 0,435 %. Obdobné procentualni zvySeni jsem pozorovala u suspenzni
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kultury, na niz bylo puisobeno elicitorem o koncentraci 0,1 umol po dobu 48 hodin, jednalo se
0 73% zvyseni oproti kontrolni kultute. Vyrazny pokles 0 75 % jsem zaznamenala u kultury,
pfi 6hodinové elicitaci roztokem chloridu olovnatého o koncentraci 0,1 pmol. U péti z
Sestnacti vzorkd doslo k snizeni produkce flavonoidl, ovSem pouze jediny znich byl
statisticky vyznamny. U ostatnich vzorka doSlo ke zvySeni, pouze tii vzorky byly statisticky
vyznamné na hladin¢ vyznamnosti p=0,05. Lze ptredpokladat, ze vyuziti olova jako elicitoru

neni pro suspenzni kulturu Trifolium pratense L. (varieta Sprint) vhodné.

Naopak z vysledki suspenzni kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-8), elicitované
roztokem chloridu olovnatého (tabulka ¢. 13, graf €. 2) vyplyva, ze ve vSech sledovanych
casovych intervalech a u vSech koncentraci elicitoru byly zjistény pozitivni vysledky. Ke
statisticky vyznamnému zvySeni obsahu flavonoidt oproti kontrolni kultufe doslo u jedenacti

Z Sestnacti ziskanych vysledki.

Maximalni obsah flavonoida (0,451 %) zpusobila aplikace elicitoru o koncentraci 1
umol po 48hodinové elicitaci, navySeni hodnoty ¢inilo 83 %. Dalsi statisticky vyznamné
zvySeni produkce flavonoidl o 56 % oproti kontrolni kultufe zptsobila 168hodinova elicitace
elicitoru opét o koncentraci 1 pmol. Ke statisticky vyznamnému poklesu obsahu flavonoida o

36 % doslo pouze u 48hodinové elicitace o koncentraci 10 pmol.

Na zakladé porovnani vysledkt u obou sledovanych kultur (varieta DO-8, Sprint) je
ziejmé, ze pro abiotickou elicitaci je vhodné&j$i suspenzni kultura Trifolium pratense L.
(varieta DO-8). Nejlepsi elicitacni G€inek elicitoru byl u obou suspenznich kultur Trifolium

pratense L. prokazan u koncentrace 1 pumol po 48hodinové, respektive 6hodinové aplikaci.

U suspenzni kultury Trifolium pratense L. (varieta Sprint), byl také sledovan obsah
ptitomnych isoflavonoidi. U kontrolni kultury byl zjistén daidzein, genistein, genistin. Po
elicitaci kultury chloridem olovnatym (0,1 pmol, 1 pmol, 10 pmol, 100 umol) byla nejvice
stimulovana produkce genistinu, ddle daidzeinu a genisteinu. Maximalni obsah genistinu
(0,28%) byl zjistén stejné jako u flavonoidii po 6hodinovém piisobeni koncentrace 1 pumol,

kde doslo v porovnani s kontrolni kulturou k zvySeni produkce o 2700 %.

Kladn€ lze hodnotit také 48hodinovou aplikaci koncentrace 10 pmol, kdy byl

zaznamenan nejen vysoky obsah genistinu (0,22 %), ale byla zvySena i produkce daidzeinu

cv w7
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(0,1 umol) pozitivni elicitaéni G¢inek prokazan nebyl. Formononetin a biochanin A zjistén

nebyl.

Vliv stejnych koncentraci chloridu olovnatého vedl také ke stimulaci syntézy
anthracenovych derivatt u kultury Rheum palmatum L. (Polygonaceae). Maximalni produkce
(0 44 % vice nez kontrola) byla zjisténa po 24hodinové aplikaci chloridu olovnatého

s ptidavkem koncentrace vapenatych iontt o koncentraci 10 umol. [76]

Odborna literatura uvadi také studie, které se zabyvaly intaktni rostlinou Trifolium
pratense L. vsouvislosti s priamyslovym znecisténim Zzivotniho prostfedi, konkrétné
akumulaci tézkych kovi v pud€. Byl studovan nikl, coz je tézky kov, ktery v malych
mnozstvich je nezbytny pro rlst a vyvoj zivych organismu, zatimco v nadbytku je toxicky.
Byl zkouman vliv pudy kontaminované niklem (50, 100 a 150 mg Ni/kg ptidy) na obsah olova
a manganu V jeteli lu¢nim, a to ve ctyfletych pokusech s riznou urovni vapnéni. Koncentrace
sledovanych kovil v rostlinach vyrostlych na znecisténych ptdach byly vyssi v porovnani s
témi, které byly kultivovany v ptidach nekontaminovanych, coz muze indikovat synergii mezi
niklem a obéma diskutovanymi tézZkymi kovy. Aplikace vapnéni (nezavisle na mnoZzstvi
CaCOs3) zpuisobila vyznamné snizeni obsahu obou kovu v testované rostling. [77] V dalsi
studii byly izolovany dva typy bakterii z pudy, ktera byla experimentalné kontaminovana pied
deseti lety olovem. Odbornici sledovali vliv bakterii na rast Trifolium pratense L. Testy
prokazaly, ze bakteridlni druh rodu Brevibacillus posilil rist rostliny, akumulaci dusiku a
fosforu. Navic také snizil mnozstvi olova absorbovaného rostlinami. [78] V uvedenych
studiich se sice nejednalo o problematiku produkce sekundarnich metabolitt explantatovymi
kulturami, kterou se zabyva tato diplomova prace, ale mohlo by byt zajimavé ovétit podobné

faktory také u kultury in vitro.

Olovnaté ionty jsou jedny z nejpouzivanéjSich abiotickych elicitor ze skupiny téZzkych
kovil a bylo prokdzano, ze svym piisobenim mohou navodit zvySeni syntézy specifickych
sekundarnich metabolitli. Vyraznym negativem pii pouzivani téchto elicitort je jejich znané
toxické pusobeni na rostlinné bunky, projevujici se ubytkem biomasy a posléze 1 Gtlumem
produkce. Jistou moznost sniZeni toxicity olovnatych iontll pfedstavuje vyuziti vépenatych

iontd, jez zpravidla byvaji soucésti rostlinné vyzivy.
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7 ZAVER

Vysledky mé prace mohu vyjadiit v nasledujicich bodech:

1.

Maximalni zvySeni obsahu flavonoidu (0,451 %) v suspenzni kultufe Trifolium
pratense L. (varieta DO-8) vyvolala aplikace elicitoru 1 pmol po 48hodinové
elicitaci oproti kontrolni kultufe, jejiz zvyseni bylo 0 83 %.

Nejvyssi obsah flavonoidi (0,435 %) v suspenzni kultuie Trifolium pratense L.
(varieta Sprint) jsem zjistila po 6hodinovém plsobeni koncentrace 1 pmol, kdy
doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni produkce flavonoidi o 80 % vzhledem ke
kontrolni kulture.

Ze Ctyt sledovanych koncentraci elicitoru PbCl, produkci sekundarnich metabolitl
v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. nejvyraznéji svym pasobenim ovlivnila
koncentrace 1 pmol.

Nejlepsi doba aplikace elicitoru byla 6 hodin, resp. 48 hodin.

Na zaklad¢ vysledki ziskanych pozorovanim obou kultur je evidentni, Zze pro
abiotickou elicitaci je vhodnéjsi kultura Trifolium pratense L. (varieta DO-8).
Metodou HPLC byl zjistén pozitivni vliv abiotické elicitace chloridu olovnatého
také na produkci isoflavonoidii Vv suspenzni kultute Trifolium pratense L. 6
hodinové aplikace koncentrace 1 pmol zvySila obsah genistinu o 2700 % a
genisteinu 0 100 %. Ke zvyseni produkce isoflavonoidi doslo také po 48hodinové
aplikaci koncentrace 10 pmol.

Bylo potvrzeno, ze ionty tézkych kovil, konkrétné olovnaté ionty, lze vyuzit
k abiotické elicitaci explantatovych kultur, ktera vede k zvySeni produkce

sekundarnich metabolitu.
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9 SOUHRN

Markéta StrakoSova

Suspenzni kultura Trifolium pratense L. 111

Prace byla zaloZena na zjisténi novych informaci, které by mohly pfispét k tspésné
elicitaci. Ovéifovalo se, zda je chlorid olovnaty vhodné zvoleny elicitor, také se zjist'ovala jeho
prospésna koncentrace a doba pusobeni na rostlinnou kulturu in vitro. Zaroveni bylo
sledovano, zdali byly koncentrace elicitoru wspésné zvoleny a mohly tak podporovat
zvySenou produkci sekundarnich metabolitti. Kultura byla kultivovana na zivném médiu dle
Gamborga s pridavkem 2 mgl? 24-dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2 mglt 6-
benzylaminopurinu, pfi teploté 25°C a svételné periodé 16 hodin svétlo/8 hodin tma na
pomalobézném roleru. Byl sledovan vliv roztoku chloridu olovnatého, ve ctyfech
koncentracich piti6, 24, 48 a 168 hodinovém puasobeni, na produkci flavonoidi a

1soflavonoidu.

Maximalni obsah flavonoida (0,451 %), zjistény pomoci fotometrického stanoveni
podle Ceského 1ékopisu 2009, byl prokdzan u suspenzni kultury Trifolium pratense L.
(varieta DO-8) po 48hodinové elicitaci o koncentraci 1 pmol. U suspenzni kultury Trifolium
pratense L. (varieta Sprint) bylo zjisténo po 6hodinovém ptisobeni koncentrace 1 umol
mnozstvi 0,435 %.

Pomoci metody HPLC byl zjistén maximalni obsah isoflavonoidd u kultury Trifolium
pratense L. (varieta Sprint) po 6hodinové aplikaci elicitoru o koncentraci 1 umol (0,28 %

genistinu).
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SUMMARY

Markéta StrakoSova

Suspension culture of Trifolium pratense L. 111

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.I™" 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and
2 mg.I™" 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 umol. 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 umol 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 umol.

~69 ~



