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1. Uvod

Lécivé rostliny jsou jiz po staleti nenahraditelnou surovinou pfi l1é¢bé pro lékafe a
lékarniky. Pfipravovaly se z nich masti, kapky, ¢aje. Postupem ¢asu se z rostlin zacaly izolovat
chemicky cisté latky (sekunddarni metabolity). Ty se uZivaji pfimo nebo se ddale upravuji
pro pripravu latek novych, které maji jesté lepsi terapeutické vlastnosti. (13)

V dnedni dobé je Clovék schopen velkou cast prirodnich [éCivych latek pfipravit
synteticky, ne vidy je to vSak vhodné z technologickych a ekonomickych divodu. V takovém
pripadeé je lepsi jako zdroj terapeuticky ucinnych latek pouzit 1éCivé rostliny. (41)

Sbér intaktnich rostlin vS8ak ma nékolik nevyhod. Sbér je ztizen tim, Ze vétSina téchto
rostlin pfichazi o své Zivotni prostfedi, dochazi k jejich Ubytku a ndsledné se zvysi i jejich
ceny. Péstovani polnich monokultur ma nevyhodu v tom, Ze mohou byt rostliny napadeny
skadci, rGznymi chorobami. V takovém pfipadé je nutné pouzit pesticidy, které mohou
ovlivnit biosyntézu sekundarnich metabolitl. Dalsi stéZejni situaci je sezénni péstovani
rostlin a nesmi se opomenout obsah ucinnych latek, ktery je zdavisly na klimatickych
podminkach (teplota, slunecni svit, srazky), padnich podminkach, na podminkach suseni a
skladovani drog. (11, 41) Tyto problémy vedly k hledani alternativnich zdroju ziskdvani
rostlinnych metabolit(.

Redenim je vyuziti biotechnologickych metod zaloienych na aseptické kultivaci
izolovanych ¢asti rostlin in vitro - explantatovych kultur. Tyto kultivace k ziskdvani
sekundarnich metabolitd maji nékolik vyhod oproti péstovani intaktnich rostlin:syntéza
metabolitl probiha fizené v umélém prostredi nezdvisle na klimatu a ptidnich podminkach,
mohou se vyloucit biologické vlivy (mikroorganismy, hmyz), lze vyselektovat kultivary s vyssi
produkci sekunddarnich metabolitli, ¢imz se mize zvysit produkce a nasledné snizit vyrobni
cena. Stimulovat produkci uc¢innych latek (sekundarnich metabolitll) Ize plsobenim urcitého
stresu — napf. vynechdni ristovych reguldtor(, snizeni koncentrace Zivin v Zivném roztoku,
aplikace prekurzor( Ci tzv. elicitord do média (metoda elicitace). (10, 11, 41, 43)

V soucasné dobé stoupd zajem o produkci flavonoidd, isoflavonoidl rostlinnymi
explantdty a to diky jejich zndmych terapeutickym ucinkim (protizanétlivy, antialergicky,

antitromboticky, vasoprotektivni a estrogenni aktivita). Vhodnym zdrojem téchto



sekundarnich metabolith se jevi jetel lu¢ni (Trifolium pratense L., Fabaceae). Nejcastéji se
pouziva v lidovém lécitelstvi ve formé nalevu proti prljmU0m, pti bronchitidé, revmatismu,
na oteklé lymfatické Zlazy a pfi cukrovce, zevné pak ve formé koupeli jako kozni desinfekce.
(42).

Také tato diplomova prace je vénovana problematice explantatovych kultur. Zabyva
se moznosti zvySeni produkce flavonoid( a isoflavonoidl suspenzni kulturou Trifolium

pratense L. pomoci abiotické elicitace chloridem hlinitym a chloridem chromitym.



2. Cil prace

1. Seznamit se s metodikou kultivace a elicitace rostlinnych explantatovych kultur in vitro.
2. Pozorovat vuvedenych casovych intervalech plsobeni rGznych koncentraci chloridu
hlinittho a chloridu chromitého jako potencidlnich abiotickych elicitord produkce

sekundarnich metabolitli v explantatové kulture Trifolium pratense L. (varieta DO-9).
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3. Teoreticka cast

3.1. Trifolium pratense L. — jetel lucni, Fabaceae — bobovité

3.1.1. Botanicky popis rostliny

Trifolium pratense L. je ve své anatomické stavbé velmi proménlivy druh. Odlisnosti
nalezneme ve vzrlstu rostlin, odéni lodyh a dale u palist( podpCrnych listd.

Tato bylina se vyskytuje i jako 2-3leta (nékteré kulturni formy). Cela rostlina dosahuje
vysky 20-50 cm. Kotfen je mnohohlavy kulovity, vytvafi rozsahly korfenovy systém sahajici
do hloubky 0,5 m. Pupeny se na korfenovém krcku zakladaji v horizontalni poloze. Lodyhy
vyrastaji z pfizemni listové rlZice, silné, pfimé nebo majici 3-5 ¢lankd, vystoupavé
az poléhavé, jednoduché nebo spore rozvétvené, vétSinou trochu hranaté. Listy jsou
trojetné stridavé, v pfizemni rdZici dlouze rapikaté. Jednotlivé listky maji tvar obvejcity
az Siroce okrouhly, s vyraznou bélavou skvrnou ve tvaru palmésice. Maximalni velikost je
15x30 mm. Lodyzni listky jsou kratce rapikaté, horni aZ prisedlé. Cepele listkil jsou na okraji

brvité (53, 54, 55, 58)

Obr. 1-3: Trifolium pratense L. (Fabaceae) (51)
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Kvétenstvim jsou UzZlabni hlavky. Jejich prGmérnd velikost je 2-3 cm. Skladaji se
z 30-60 kvétl, které zdanlivé vyrlstaji na vrcholu lodyhy. Jsou drobné, na kratké stopce nebo
prisedlé, barvy karminové aZ masové Cervené (zfidka bilé). Péticetné 14-18 mm dlouhé
oboupohlavné kvitky jsou bez listend. Na chlupatém kalichu je mozné rozeznat 10 Zilek.
Koruny jsou na bdzi srostlé. Plodem je nepukavy jednosemenny lusk s lehce oddélenym
vackem. Semena maji tvar vejCity az tupé trojhranny, o velikosti 1,5-2,3 mm x 1,2- 2,0 mm.
Jsou hladka, leskld, citréonové #lutd a? fialova. Casto je spodni €ast Zlutd a horni fialova.

(55, 56, 57)

Obr. 4-6: Trifolium pratense L. (Fabaceae) (50, 51)
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3.1.2. Vyskyt

Jetel lu¢ni roste na loukdch, pastvinach, okrajich cest a lesnich lemd, péstuje se
na polich. Vyskytuje se od niZin az po nadmorské vysky 2500 m. Je rozsifen témér po celé
Evropé, v zapadni Asii a severni Indii, zdomacnély a péstovany je také ve vychodni Asii,
v Severni a Jizni Americe, v Australii, na Novém Zélandu a v jizni Africe. Nejlépe snasi mirné

vlihké prostredi. (50, 53, 54, 59)
3.1.3. Odridy

Trifolium pratense L. se v Ceské republice vyskytuje ve tfech poddruzich (nékdy

oznacovanych jako odridy):

+ Trifolium pratense subsp. sativum — jetel luéni sety — obvykle jen 2-3letd bylina,
hospodarsky vyznamna picnina, rostouci pouze v nizsich polohach. M4 fidce pfritisklé
chlupaté az lysé duté lodyhy doruUstajici vysky 40-100 cm. Listky jsou 4-7 cm dlouhé,
¢asto maji pri¢nou skvrnu. Kvétenstvi o priméru 3-4 cm jsou po dvou.

+ Trifolium pratense subsp. pratense — jetel lu¢ni pravy — vytrvald bylina pouZivana
jako lécivka. Ma husté pfitisklé chlupaté plné lodyhy dor(stajici vysky 10 - 40 cm.
Listky dosahuji délky 1 - 3 cm. Kvétenstvi jsou prisedld, obvykle jednotliva o prliiméru
2-3,5cm.

4 Trifolium pratense subsp. americanum — jetel luéni americky- vytrvald bylina, kterd
k ndm byla dovezena v 80. letech 19. stoleti ze Severni Ameriky, nyni se vSak u nas
nepéstuje. Vyznacuje se rezavé chlupatymi lodyhami. Listky ma pouze 2 — 4 cm
dlouhé, u hornich listd kopinaté, Spicaté. Kvétenstvi jsou pfisedla o priméru 2 - 4 cm.

(54)
3.1.4. Sbér a upravy drogy

Jetel luéni kvete od kvétna do fijna. Sbér se provadi hned v pocatku kvétna. Sbhiraji se
nerozpadlé Cervené kvétni hlavky, z nichZ se pfi sbéru odstranuji palisty podparnych lista.
Prekvetlé hlavky se nesbiraji, pfi suseni by hnédly a takové jsou bezcenné.

Susi se v jednoduché vrstvé, bud jeden den vystavené prfimému slunci a pak se dosusi

ve stinu a v prlvanu nebo se mohou susit uméle, teplota ale nesmi prekrocit 35°C.
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Neprehrabdvame, hlavky se snadno rozpadaji a stdva se tak z nich bezcenna drt. Spravné
usuSenou drogu Ize poznat podle toho, Ze zachovala plvodni barvu nebo jen trochu ztmavla,
ale nesmi byt rezava. HIdvky musi byt v celku a nesmi byt uvnitf suché.

Pti skladovani chranime drogu pred svétlem a vilhkem. (53)
3.1.5. Pouziti

Jetel lucni se vlidovém |écitelstvi pouziva nejc¢astéji jako ve formé ndlevu jako
antidiarhoikum, diuretikum, expektorans a pfi bronchitidé, pfi cukrovce, zevné k obkladlm
pfi oteklych lymfatickych Zlazach pfi ptiusnicich, také ke koupelim pti revmatismu a jako
kozni desinficiens na ekzémy a hnisavé rany.

Diky ucinkdm svych obsahovych latek (flavonoid( a isoflavonoid(l) se pouZziva
i do potravnich doplinkl pfi menopauze, hepatoprotektivnich potravnich doplikd a
potravnich doplikl na snizeni krevniho tlaku. Uc&inky jsou pry také protirakovinné,

antivirotické, detoxikacni. (53, 60, 61)

3.1.6. Obsahové latky

Spektrum obsahovych latek Trifolium pratense L. je rozsahlé. Zahrnuje flavonoidy,
isoflavonoidy, fenolické glykosidy, saponiny, kyanogenni glykosidy, kumariny, tfisloviny,
mineralni kyseliny, organické kyseliny, silice, barviva, salicylaty, B-sitosterol, lecitin, cholin,
vitaminy (vitamin A, C, B - komplex), hotcik, vapnik, Zzelezo.

Z hlediska vyutziti Trifolium pratense L. v terapii se jevi jako nejzajimavéjsi skupina
isoflavonoidl zahrnujici biochanin A a formononetin, které se vyskytuji v nejvétsi mire. Déle

jsou zde zastoupeny daidzein, genistein, genistin, koumestrol, ononin, trifoliol. (62)

3.1.6.1. Flavonoidy

3.1.6.1.1. Obecna charakteristika

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou rozsahlou skupinou rostlinnych fenold. Dnes
jich zname asi 4000 a stale jsou objevovany dalsi nové slouceniny. Jedna se o ve vodé

rozpustna barviva, zodpovédna za barvu kvétl, plodd a nékdy i listl. UlozZeni flavonoidu
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v rostlinném organismu je druhové zdvislé. VSeobecné vsak plati, Ze ve vodé rozpustné
glykosidy jsou nejcastéji uloZzeny ve vakuoldch. Mohou byt ukldadany pouze do bunék
epidermis listu nebo soucasné do epidermis mezofylu listu. V obou typech tkani se mohou
kumulovat odlisné typy flavonoid(. Aglykony nejcastéji nachazime v kutikule listu, protoze
jsou lipofilnéjsi (hydroxylové skupiny ve struktufe slouéeniny jsou castecné nebo uplné
methylované), proto lépe rozpustné ve voskové vrstvé na povrchu listu. V kvétech jsou
flavonoidy uloZeny v epidermalnich burkach. Vyskytuji se také v oplodi plodl a semenech,
dokonce i v pylovych zrnech. Ve vnéjsi vrstvé bunék stény pylového zrna byly flavonolové

glykosidy dokazany v roce 1970Wiermannem. (62, 63)

3.1.6.1.2. Chemicka struktura

Flavonoidy jsou derivaty kyslikaté heterocyklické slouéeniny fenylchromanu.
Zakladem struktury je chroman a podle polohy, ve které je arylovany se rozliSuji: flavany (aryl

v poloze 2), isoflavany (aryl v poloze 3) a neoflavany (aryl v poloze 4). (62, 64, 65)

Obr. 7-9: Zakladni struktury flavonoidt (64)

neoflavan
5
6 43
flavan isoflavan 7 5
5 @)
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Obr. 10: Flavany se dale déli do nékolika skupin podle oxidace pyranového kruhu (64)
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3.1.6.1.3. Biosyntéza

Aglykony flavonoidld vznikaji obéma hlavnimi cestami vedoucimi k syntéze
aromatickych [atek v biologickych systémech. Jeden 6uhlikovy fragment se odvozuje
z acetatového metabolismu a zbyvajici 9uhlikova ¢ast z kyseliny Sikimové. Meziproduktem je
15uhlikovy chalkon (vznikajici z kyseliny skoficové spojenim se tfemi molekulami acetatu),
ze kterého vznikd flavanon. Flavanony maji vztah k dalSim skupinam flavanoid(, a to
k flavonim, chudsim o dva atomy vodiku.

Derivaty se tvori zavedenim nebo odstranénim hydroxylovych skupin. Flavanonoly
vznikaji zavedenim hydroxylové skupiny do polohy 3, hydrogenace poloh 2 a 3 vede

ke vzniku flavonold. (64)

3.1.6.1.4. Funkce v rostlinném organismu

Flavonoidy jsou bud barevné, nebo nejsou barevné a plni pouze funkci kopigmentu
(pfispivaji k zbarveni). (65) V nékterych pripadech flavonoidy absorbuji zareni blizké UV a
vznikld barva je vnimana pouze hmyzem. Dale jsou pfitomny také v kutikule listd a

epidermalnich burikach, kde chrani pletiva pred nicivym uUcinkem UV zareni.
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Dalsi hlavni funkce mizeme rozdélit do nasledujicich kategorii:

Barviva — je znamo, Ze rdznd barva nebo viné pfritahuji jiny typ opylovaci. Dalo by se
fici, Ze vztah mezi barvou a opylovaéem je alesponi c¢astecné zavisly na obsahu
flavonoidl. Z pozorovdni vyplynulo, Ze hmyz je citlivy na barvu flavonl a
flavonolovych glykosidd absorbujicich blizko 350 nm a na Zluté flavonoidy jako
chalkony, aurony, 3-deoxyanthokyaniny nebo flavonoly s hydroxylovou nebo
methoxylovou skupinou v poloze 6, 8. Na zadkladé barevného vidéni hmyzu se
zajistilo, ze motyli si libuji v rGZové nebo bilé barvé, vcely preferuji Zlutou a pro ptaky
je atraktivni ¢ervena.

Antioxidanty — Antioxidacni aktivita flavonoidl je zavisld na poctu a poloze
hydroxylovych skupin v molekule, vliv ma i jejich glykosilace. Optimalni radikalové
likvida¢ni vlastnosti byly nalezeny pro o-dihydroxy strukturu v kruhu B, 2,3 dvojnou
vazbu a 4-oxofunkéi skupinu v kruhu C a 3, 5 hydroxy skupiny na kruzich A a C. Tuto
strukturu maji pravé flavonoly. Flavonoidy chrani rostlinu pred nadmérnym UV
zazenim, pfi kterém se uvonuje velké mnozZstvi reaktivnich forem kysliku. Zabranuji
peroxidaci lipid(, likviduji volné kyslikové radikaly, mohou vazat a inaktivovat nékteré
prooxidacni kovové ionty (méd, Zelezo). Vzhledem k prevainé lokalizaci flavonoid(
ve vakuole je nepravdépodobné, Ze by pfimo zasahovaly proti vysoce reaktivnim
formam kysliku, ktery je stabilni a je schopen difundovat pres membranu.
Fytoalexiny - jsou nizkomolekularni latky s antimikrobialni aktivitou, které jsou
syntetizovany po napadeni mikroorganismy.

Inhibitory enzymiG - studie dokazaly, 7Ze flavonoidy inhibuji napf.

malatdehydrogenazu nebo glutamatdekarboxylazu. (63)

3.1.6.1.5. Terapeutické vyuziti

Biologicky ucinné jsou glykosidy a aglykony. Mohou se pouzivat v ¢istém stavu, ale

Castéji ve formé drog nebo extraktl. V Zivych organismech se zapojuji do oxidacné-

redukénich procesd, maji schopnost normalizovat permeabilitu kapilar a odstranovat jejich

lomivost. Pravdépodobné diky svému plsobeni na metabolismus arachidonové kyseliny
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vykazuji protizdnétlivou a antialergickou aktivitu, dale vasoprotektivni a antitrombotické

ucinky.(62, 63)
Flavonoidy dale vykazuji tyto ucinky:

Estrogenni aktivita
Antihepatotoxicka aktivita
Antifertilitni aktivita
Antimikrobidlni a antiviralni systém
Spasmolyticka aktivita
Antiflogisticka aktivita

Diureticka aktivita

Efekt na vaskularni systém

- F F F F F + + F

Antimutagenni aktivita

Ptirodni flavonoidy mohou vyznamnym zplsobem plsobit pfi prevenci chorob, které
maiji svlj plvod v oxidacnim poskozeni biologickych struktur (kardiovaskuldarni onemocnéni,
aterosklerdza). Vhodny zplisobem stravovani a pfijem potravin s vy$sim obsahem flavonoidu
by mohl pomoci pfi |écbé a predchazeni téchto chorob. Zvyseni pfijmu antioxidant( touto
cestou je zirejmé vhodnéjsi nez podavani samotnych antioxidaénich preparatd jako vitamin

CakE. (62,63)
3.1.6.2. Isoflavonoidy
3.1.6.2.1. Obecna charakteristika

Isoflavonoidy patii mezi sekundarni metabolity rostlin. Spolu s lignany, kumestany a
stilbeny tvofi skupinu vyznamnych fytoestrogen(. Fytoestrogeny jsou latky rostlinného
pUvodu schopné se vazat na estrogenni receptory a tak interferovat s funkci endogennich
estrogend (spolu s estrogeny nebo pfi estrogennim deficitu plsobi jako slabsi agonisté,
pfi  vysokych davkdch mohou plsobit i jako antagonisté) v organismu ZivocichQ
konzumuijicich rostlinnou stravu. (14, 66, 67)

Isoflavonoidy se ve vétSim mnozstvi vyskytuji predevsim v rostlinach celedi
Fabaceae. V rostlinach se nachazeji ve formé volné jako aglykony nebo vazané na cukry jako

glykosidy. (69)
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Nejvyznamnéjsim zdrojem isoflavonoidli je sdja a sojové produkty. V nasich
podminkach je nejvyssi vyskyt v cerveném jeteli a vojtésce. DalSimi zdroji jsou ¢ervena vinna

réva, jahody, ryze, Cesnek, |ékofice, rybiz, datle. (68)
3.1.6.2.2. Chemicka struktura

Zaklad chemické struktury isoflavonoid(i tvofi fenylchroman, ktery ma v poloze
C-3 chromanového cyklu pfipojen aromaticky substituent. (70) Fenolové jadro v molekule

umoznuje vazbu na estrogenni receptor. (67)

Obr. 11: 3-fenylchroman (isoflavan) (70)

Vyznamnou skupinou isoflavonoidi jsou isoflavony. Zakladni strukturu tvofi isoflavon.

(70)

Obr. 12: isoflavon (70)
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Obr. 13-17: Isoflavon muze byt dale substituovan (65)

genistein genistin

HO o

daidzein formononetin biochanin A

3.1.6.2.3. Biosyntéza

Isoflavonoidy vznikaji v rostlindch stejné jako flavonoidy, kondenzaci polyacetatu a
aromatickych aminokyselin, které jsou syntetizovdny biosyntetickou cestou kyseliny
Sikimové. Ze vzniklych flavanonovych meziproduktl jsou syntetizovany migraci arylu

katalyzovanou enzymem 2-hydroxyisoflavanonsyntazou. (71)

20



Obr. 18: Schematické znazornéni hlavnich vétvi fenylpropanoidové drahy.(33)
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Schematické znazorméni hlavmich vémvi fenvlpropanoidoveé drahy. Enzvmy a jejich kofaktory: PAL.
fenylalaninamomsaklvasa; CA4H. 4-hydroxvlasa kyseliny skoficové (O,. cytochrom P 450, NADPH): CL.
kumarovl-CoA ligasa (CoASH. ATP): CHS. chalkonsynthasa; CHI. chalkonisomerasa; CHR. chalkonreduktasa.
(Nakresleno v programu ACD/'ChemSketch podle Buchanan er a/.. 2002, Winkel-Shirley. 2001)

3.1.6.2.4. Funkce v rostlinném organismu

Isoflavonoidy se uplatiuji jako medidtory interakci mezi rostlinou a jejim okolim
(patogeny a symbionty), plni funkci obrannou a ochrannou. Maji antioxidacni vlastnosti,

antiparazitdrni, antivirové, antibakteridlni a fungistatické. (67, 72)



3.1.6.2.5. Terapeutické vyuziti

Isoflavonoidy jsou latky nesteroidni povahy s estrogennim ucéinkem. Jejich vyznam
roste predevsim se stoupajicim vyuZitim v lécbé klimakterickych obtizi (zejména navalu
poceni, nespavosti, Unavy, zménam nalady, ztraty libida) jakoZto alternativy hormonalni
substitu¢ni terapie u Zen, které nemohou nebo nechtéji uZivat estrogeny. Nejnovéjsi
publikace dokladaji ochranny Ucinek pravidelného uzivani isoflavond na karcinom ovaria.
(66, 67, 68, 73)

V poslednich letech probihda vyzkum inhibi¢niho plsobeni nékterych isoflavonoidi
(napt. genistein, biochanin A) na nadorové buriky a jiz byl prokdzan jejich uéinek na rakovinu
prostaty. Toto protinadorové plisobeni spociva v inhibici aktivity specifickych tyrozinkinaz,
enzymU potiebnych pro zprostfedkovani Gcinku rlstovych faktord. Tyto rUstové faktory
produkované nadory podporuji novotvorbu cév nutnych kvyZivé rostouciho nadoru.
Isoflavonoidy neovaskularizaci inhibuji. (67, 72)

Fytoestrogeny zlepsuji kognitivni funkce, maji vliv na aktivaci senzorickych funkci jako
je hmat, Cich, sluch, motoricka aktivita. Pfi dlouhodobém uZivani se predpoklada prevence

vzniku Alzheimerovy choroby. (67)
Isoflavonoidy dale vykazuji tyto ucinky:

Antioxidacni aktivita

Antiosteoporoticka aktivita

Antiatherogenni aktivita

Hypocholesteromicka aktivita

Antivirova, antibakterialni, antifungalni aktivita

Imunosupresivni aktivita

- F F ¥+ ¥+ # ¥

Inhibujici angiogeneze

V dnesni dobé je vénovano mnoho pozornosti fytoestrogenim, nebot by mohly byt
alternativou v IéCbé klimakterického syndromu. Dale by mohly pomahat pti |écbé
kardiovaskularnich onemocnéni, osteopordzy, nepravidelného krvaceni a dokonce

i proti zhoubnym nadorim. (68, 73, 74)
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3.2. Explantatové kultury rostlin

Clovék vyuzivé fadu latek obsazenych v rostlinach jako farmaka. PoZadavky na tyto
latky rychle stoupaji, proto je nutné hledat alternativni zdroje téchto latek. Jednou

z moznosti je vyuZziti explantatovych kultur rostlin.(10)

3.2.1. Obecna charakteristika

Explantatové kultury rostlin (kultury rostlinnych explantatl) znamenaji aseptickou
kultivaci izolovanych ¢asti rostlin za umélych podminek. V praxi to znamenad oddélit
ze sterilné napéstované nebo povrchové sterilizované rostliny urcitou ¢ast, umistit ji
do sterilniho prostfedi a kultivovat za vice ¢i méné definovanych podminek. (11)

Vyhodou explantatovych kultur je, Ze Ize dlouhodobé a v pomérné malém prostoru
kultivovat velké populace bunék, a z kazdé lze vypéstovat novou plnohodnotnou rostlinu.
Dalsi vyhodou je moZnost konzervovat genetickou stabilitu materidlu a vyuzit metod
genového inZenyrstvi ve Slechténi rostlin.(10,12)

Explantatové kultury rostlin se vyuzivaji jak pfi Slechténi rostlin, tak k produkci

sekundarnich metabolit(. (10)

3.2.2. Zakladni pojmy

Kultivace in vitro — péstovani rostlinného materidlu v laboratornich podminkach na

umélych ptdach k tomu uréenych. Podminky musi byt co nejuplnéji definovatelné po strance
chemické i fyzikalni a musi zabranovat nezadouci kontaminaci cizorodymi Zivymi organismy a
burikami.(13)

Rostlinny explantat — je kazdy fragment Zivého pletiva, cely organ nebo komplex

organl, odebrany bud’ z intaktni rostliny, nebo zjiz existujici kultury s cilem péstovat jej
v podminkach in vitro.
Podle plvodu, morfologické a po pfipadé i anatomické charakteristiky lze kultury

rostlinnych explantatd rozlisit do péti kategorii:
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1. Kultury orgdnové — organové systémy, orgdny, resp. jejich zdklady nebo casti,

napéstované v podminkach in vitro zplsobem, ktery umoznuje jejich diferenciaci a v celku
zachovava jejich funkci a stavbu.

2. Kultury tkdnové, resp.pletivové — do rtdzného stupné soudriné, morfologicky

dezorganizované mnohobunécné komplexy pletiva, pomnozované bud na polotuhych nebo
pevnych nosicich, nasycenych Zivnou pldou nebo vyjimecné v tekuté Zivné pudé.

3. Kultury suspenzni — volné buriky a bunééné shluky pomnozované v promichavané a

provzdusnované Zivné pudé.

4. Kultury bunécéné, resp.kultury volnych bunék — volné jednotlivé a identifikovatelné

bunky, respektive jejich nejblizsi potomstvo — pomnoZované v tekuté nebo polotekuté Zivné
pudé nebo i na nosici nasyceném Zivnou pudou.(2)

5. Kultury protoplastli — burky, které nemaji bunécnou sténu a jejich povrch tvofri

pouze cytoplazmatickda membrdana.(11)

Intaktni rostlina — plvodni rostlina péstovand v ptirozenych podminkach.

Primarni explantat — rostlinny explantdt odebrany pfimo z intaktni rostliny.

Primdrni kultura — kultura primarnich explantata.

Kalus — vplvodnim slova smyslu neorganizované pletivo, vzniklé Ccinnosti
sekundarnich meristém0( po poranéni rostliny. V pfeneseném slova smyslu se jedna o pletivo
proliferujici na povrchu nenddorovych primarnich explantat, které je schopné
subkultivace.(13)

Kalusova kultura — soubor neorganizované rostoucich bunék, které se pfi izolaci

pfi pravidelném pastovani v urcitych intervalech mohou kultivovat neomezené dlouho.(3)

Subkultivace, pasaZovani — prenos celé kultury nebo jeji ¢asti do Cerstvé Zivné pady

s cilem zachovat, obnovit nebo zesilit rdst pro dalsi subkultivacni interval.

Subkultivacéni interval — obdobi mezi dvéma po sobé nasledujicimi subkultivacemi

kultury.
Totipotence — schopnost rostlinnych bunék kultivovanych in vitro obnovit v priabéhu
diferenciacnich procestd specializované funkce a postupné regenerovat ve fertilni

rostlinu.(13)
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3.2.3. Zakladni principy

Zakladem rostlinného organismu, vznikajiciho pohlavnim rozmnozovanim, je jedna
bunka — zygota, ktera vznikne oplozenim vaje¢né bunky bunkou spermatickou. Zygota
obsahuje v jadfe kompletni genetickou informaci a v cytoplazmé mechanismy umoznujici
realizaci této informace. Zygota je totipotentni a mitoticky se déli. Procesem mitotického
déleni vznikaji dcefinné buriky, které se dale vyvijeji a dochazi k jejich diferenciaci. Stavaji se
stavebnimi jednotkami specializovanych pletiv.

MozZnost vegetativniho mnoZeni rostlin vSak ukazuje, Ze rostlinné buriky touto
diferenciaci nijak nedegeneruji, ale jsou schopny dediferenciace a opétného déleni. Bunky
diferencovanych pletiv se totiz ve své genetické vybavé nelisi od bunék meristematickych.
Proces diferenciace je totiz zaloZzen na diferencni genové aktivité, kdy se specializace buriky
vytvari na zakladé aktivace ¢i inaktivace urcitych gen( pfrislusného rostlinného druhu.
V rostlinném organismu je tedy totipotentni nejen zygota a meristematicka burika, ale
i kterdkoli jind bunka rostlinna. Zménou podminek, ve kterych se specializovana rostlinnd
burika nachazi, je mozné v mnohych pripadech vyvolat dediferenciaci a neorganizovany r(st.
Teoreticky je jakékoliv pletivo obsahujici buriky s funkénim jadrem vhodné pro odvozeni

explantatové kultury.(11)

3.2.4. Kultivace explantatovych kultur in vitro

3.2.4.1. Odvozeni explantatové kultury

Prvnim krokem pfi odvozeni explantatové kultury je vybér mateéné rostliny a ¢asti
rostlinného téla. DalSimi kroky jsou odebrani fragmentu z matecné rostliny, jeho preneseni
na tuhou Zivnou padu a inkubace za optimalnich podminek (teplota 23-28 °C, vhodna
perioda svétlo/tma).

Po nékolika tydnech se ziska soubor nediferencovanych bunék — kalus. Rast kalusu je
ve vétsiné pripadl indukovan umisténim explantatu na médium s dostatecné vysokou

koncentraci auxinu (1-10 mg/l) v pfitomnosti nizsi koncentrace cytokininu. Pro narlst
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dostatecného mnoistvi bunék ve formé kalusu je nutné opakované provést
pasazovani.(10,11)

Z rozpadavého kalusu (kompaktni kalus neni vhodny) lze mechanickym nebo
enzymatickym zplsobem obnovit kulturu suspenzni. Mechanicky zplsob spocivd v umisténi
kalusu na trepacku nebo roller, enzymaticky zpUsob je zaloZen na pouziti pektinazy jakozto

rozvolnovaciho cinidla. (11)

3.2.4.2. Bunécné suspenzni kultury

Bunécné suspenzni kultury rostlin pfedstavuji relativné homogenni populaci bunék
nebo malych bunécénych agregatd, které jsou kultivovany v pohybujicim se tekutém Zivném
médiu. Pouziti tekutych médii umoznuje bunkam suspenze pfimy kontakt s Zivnym médiem,
takze jeho jednotlivé slozky jsou jim rychle pfistupné.

Pohybem média se dosahuje jeho lepsi aerace, zajistuje se lepsi pristup Zivin
k jednotlivym burikdm a napomahd se rozpadu bunéénych shlukd, které vznikaji pfi déleni
bunék. Pohyb média je zajistovan umisténim kultivacnich nadob (napf. 100 — 150 ml bariky)
na roller (v Sikmé roviné se otacejici plocha) nebo na tfepacku (pohyb banék je v horizontalni
roving).

Pro kontinudlni kultivace bunécnych suspenzi se pouZivaji rlizné typy bioreaktord.

Pohyb média je zajistovan michadlem nebo probublavanim sterilniho vzduchu.(11)

3.2.4.3. Rust a pasazovani suspenznich kultur

Rast bunécéné suspenze probihd v uzavieném systému — méni se podminky kultivace
(slozeni média, hustota bunécéné suspenze, atd.), dochazi k odéerpani Zivin.

Rast bunécné kultury v uzavieném systému je charakterizovan rlstovou kfivkou.
Rychly rlst bunék zpUsobuje rychlé odéerpani Zivin z kultivaéniho média a k zajisténi stalého
rastu je proto nutné bunécné suspenze ¢asto pasazovat na Cerstvém médiu. Pasazovani je
také nutné provadét na konci exponencialni faze rlistu, nebot tato faze je charakteristicka

aktivnim délenim a rlstem bunék.
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PasdZovani bunécné suspenze se provadi tak, Ze se suspenze -centrifuguje
ve zkumavce pti 200 — 1000xg (5minut), supernatant se odpipetuje a sedimentované burky
se resuspenduji v Zivném roztoku. Nova suspenze se zcedi pres sterilni sitko (velikost por
250 um), aby se odstranily velké bunécné agregaty, a stanovi se pocet bunék v1 ml
suspenze. Suspenze se potom rozpipetuje v urcitém objemu (podle poctu bunék v inokulu)
do banék s kultivaénim médiem.

Prabéh rlstové krivky je charakteristicky pomalym ridstem bunécné suspenze tésné
po naockovani (lag faze), velmi intenzivnim narlstem v exponencialni fazi a poklesem popfr.
Uplnym zastavenim rdstu ve stacionarni fazi. Rist bunék ve stacionarni fazi je predevsim

limitovan nedostatkem Zivin, které byly vyéerpdny z média v pribéhu exponencialni faze.(11)

Obr. 19: Rastova krivka bunécné suspenze (11)

PoleT BUNEX [ 1ML

LTacionony) 7a2z

Dodn KULTIVREE (DMF)

3.2.4.4. Slozeni kultiva¢niho média

SloZzeni kultivacniho média je jednim z nejdalezZitéjSich faktor( ovliviiujicich rist a
morfogenezi v tkanovych kulturach rostlin.

Kultivaéni médium obvykle obsahuje tyto slozky: makroelementy, mikroelementy,
vitaminy, aminokyseliny nebo jiny zdroj organického dusiku, sacharidy, dalsi nedefinované

organické slozky, zpevnujici latku, rlistové regulatory a destilovanou vodu.
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Existuje cela fada kultivacnich médii, ktera se lisi svym sloZenim, pouZivana pro rGizné
druhy rostlin a pro rGzné ucely kultivace. Nejcastéji popsanda média jsou: White (1963),
Murashige a Skoog (MS, 1962), Gamborg et al. (B5, 1968), Gautheret (1942), Shenk a
Hildebrant (SH, 1968), Nitsch a Nitsch (1969), Lloyd a McCown (1981). Média MS, SH, B5 jsou
zndma vysokym obsahem makroelementl, ostatni média obsahuji makroelement

podstatné méné.(11)

3.2.4.4.1. Makroelementy

vvvvvv

makroelementl dodavanych do kultivatniho média. Optimalni koncentrace kazdého prvku
pro dosazeni maximalni rlistové rychlosti je znacné zavisla na rostlinném druhu.

Kultivaéni médium by mélo obsahovat aspon 25-60 mM anorganického dusiku.
Pro rust rostlinné bunky je dalezité dodavat do kultivacniho média dusik pouze v nitratové
formé, ale jesté lepSich vysledk( rlstu je dosazeno je-li dusik do média dodavan spolecné ve
formé nitratové a amonnych soli.

Draslik je do média dodavan ve formé dusi¢nanli nebo chlorid( v koncentraci
20-30 mM.

Optimalni koncentrace fosforu, siry, vapniku a horciku se pohybuje v rozsahu

1-3 mM.

3.2.4.4.2. Mikroelementy

Do kultivacniho média se pfidavaji tyto mikroelementy: Zelezo, mangan, zinek, bér,
méd a molybden. Zelezo a zinek se do médii doddvaji v cheldtové formé. Do kultivaéniho
média se nékdy dodava kobalt, jod, sodik, chldr, ale jejich pfitomnost pro rist explantatové

kultury neni nutna.

3.2.4.4.3. Vitaminy

Vitaminy jsou pro rostlinu nezbytné jako katalyzatory rady metabolickych procesu.
Nékteré vitaminy jsou limitujicim faktorem jejich rlistu. K nejéastéji pouzivanym vitaminm
v Zzivnych médiich patfi thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin, myo-inositol. Thiamin je

pro rust tkanovych kultur nepostradatelny. V kultivacnich médiich se také nékdy pouZzivaji
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vitaminy jako biotin, kyselina listova, kyselina askorbovd, kyselina pantotenova, riboflavin.

Pritomnost téchto vitaminl vSak neni nezbytna.

3.2.4.4.4. Zdroje uhliku

Nejcastéji pouzitelnym zdrojem uhliku a energie v kultivaénim médiu je sacharéza. Je
mozné ji nahradit glukézou nebo fruktézou. PouZivand koncentrace sacharézy v kultivacnim
médiu je 2-3%.

Jako dalsi zdroje uhliku se mohou pouZzivat alkoholy (napt. glycerin) nebo organické

kyseliny.

3.2.4.4.5. Aminokyseliny a dalSi zdroje organického dusiku

PfestoZe jsou kultivované rostlinné bunky schopny syntetizovat vSechny nezbytné
aminokyseliny, priddvaji se nékteré aminokyseliny do kultivaéniho média za ucelem
stimulace jejich rlstu. Vysoké koncentrace vSak mohou rlst explantatové kultury inhibovat.

Aminokyseliny slouzi v Zivném médiu jako zdroj dusiku nebo jsou pfimo vyuZivany
k syntéze bilkovin.

Velmi casto se pouzivd smés kasein hydrolyzat, L-asparagin, L-glutamin, glycin a

adenin.

3.2.4.4.6. Nedefinované organické slozky

Rast explantatové kultury se mize stimulovat pridanim organickych extraktl jako je
napf. protein hydrolyzatu, kokosového miléka, kvasnicného extraktu, sladového extraktu,
extraktu z banan(, pomerancové ¢i rajcatové Stavy. Je vsak lepsi tyto slozky pro kultivaci
média vynechat a to z divodd jejich nedefinovaného slozeni.

Do média se také nékdy dodava aktivni uhli, které maze mit jak stimulacni, tak
inhibi¢ni efekt na rlst explantatd.

Aktivni uhli ma tti zakladni funkce v Zivném médiu: absorpce latek inhibujici rdst (vaze
toxické fenolické slouceniny produkované rostoucim explantatem), aktivni uhli ma v tomto

pripadé stimulujici efekt.
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V pfipadé inhibi¢niho efektu dochazi k absorpci ristovych faktord kultivaéniho média.
Pti pouziti aktivniho uhli dochazi ke ztmavnuti média.

Aktivni uhli se pfed pouzitim proplachne kyselinou a zneutralizuje.
3.2.4.4.7. Latky pouzivané ke zpevnéni média

Pro zpevnéni média se nejCastéji pouziva agar. Ma oproti jinym gelizujicim latkdm
nékolik vyhod. Za prvé, agarové gely jsou stabilni pfi teplotdch pouzivanych ke kultivaci.
Vyplyva to z pfipravy agarového gelu, kdy dochazi ke smichdni agaru s vodou za vzniku gelu
pfi teploté 60-100 °C, ktery tuhne pfi 45 °C. Za druhé, agar nereaguje s ostatnimi slozkami
média a neni rozkladan rostlinnymi enzymy.

Tuhost agarového gelu Ize regulovat pouzitou koncentraci agaru, druhem agaru a
pH média. Obvykle se pouziva koncentrace média 0,8-1,0%.

Pro zpevnéni média Ize pouZit i agardzu.

V ptipadé, kdy neni pouZito pevné médium, je mozné explantaty fixovat na mUstcich
zfiltraéniho papiru, polyuretanové péné, cedicové vaté, perforovaném celofanu nebo
raftech, coz jsou vyrdbéné plastové nosice, do kterych se upevrnuje polypropylenova
membrana. Explantat se pak pokladda na membrdnu, ktera plave na povrchu tekutého

kultivacniho média.(11)

3.2.4.4.8. Destilovana voda
Destilovana voda pro pfipravu Zivnych roztokl musi byt prostd pyrogenl a

organickych necistot. MlZe obsahovat jen minimalni mnozstvi anorganickych latek. (14)

3.2.4.4.9. Rustové regulatory

Rastové reguldtory jsou latky pfirozené nebo syntetické. Plsobi stimulacné
Ci inhibi¢né na rlst rostlin.

Kazda rostlina je schopna si do urcité miry tyto latky syntetizovat sama. Pfi péstovani
explantatovych kultur rostlin in vitro se rlistové reguldtory pridavaji do kultivacniho média.
Pro explantatové kultury je dulezita jak koncentrace jednotlivych hormond, tak i jejich

vzajemny pomér.
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RGstové reguldtory lze rozdélit do ctyf zakladnich skupin: auxiny, cytokininy,
gibereliny a kyselina abscisova.

1. Auxiny — jejich pfitomnost je nevyhnutelna pro déleni, rast a diferenciaci bunék.
Auxiny jsou tedy pouZivany predevsim za ucelem stimulace rlstu kalusu a bunék,
kindukci tvorby prytd a zejména koren(, kindukci somatické embryogeneze a
stimulaci rGstu prytd. Mezi pouZivané auxiny v tkanovych kulturdch rostlin patfi
pfedevsim kyselina indolyloctova (IAA), kyselina indolylmaselnd (IBA), kyselina
dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina naftyloctova (NAA). IAA predstavuje nativni
auxin, ostatni jsou latky syntetické.

2. Cytokininy — stimuluji bunécné déleni a tvorbu axidlnich pupent. Obecné plati, Ze
stimuluji metabolismus. Lze fici, Ze zpomaluji starnuti bunék a zvysuji jejich odolnost
proti nepfiznivym faktorlm prostfedi. Mezi cytokininy patfi predevsim
benzylaminopurin (BAP, jinak benzyladenin BA), 6-dimethylaminopurin (2iP i IPA),
furfurylaminopurin (kinetin) a zeatin. Zeatin a 2iP jsou nativni cytokininy, zatimco
kinetin a BAP jsou syntetické latky.

3. Gibereliny — jsou latky diterpenové povahy, které stimuluji tvorbu hydrolaz, proteaz a
ribonukledz. Exogenni aplikace giberelind stimuluje ptirlistek biomasy, zkracuje nebo
prerusuje odpocinek, zabranuje procesu starnuti a stimuluje rast zakrslych rostlin.
Zastupcem giberelinl je kyselina giberelova (GBA 3, giberelin).

4. Kyselina abscisova (ABA, dormin) — do kultivaéniho média se doddva za ucelem
stimulace i inhibice rlstu kalusu (v zdvislosti na rostlinném druhu), ke stimulaci

proliferace prytl a k inhibici pozdéjsich fazi embryogeneze. (3, 11, 40)

3.2.4.5. Fyzikalni podminky

Vedle sloZeni kultivaéniho média jsou pro rast explantatovych kultur rostlin dalezité i
fyzikalni podminky kultivace — osvétleni, teplota, vihkost vzduchu, pH prostfedi kultivaéniho

média.
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3.2.4.5.1. Osvétleni

Nevhodné podminky osvétleni negativné ovliviuji regeneraci explantatd.

PFi nedostatecné délce osvétleni zacinaji kultury intenzivné nekrotizovat a pfi nizké intenzité

osvétleni se vytvafi méné organli. Naopak pfi vyssi intenzité osvétleni se potlaci

organogeneze a projevi se pfiznaky chlorézy.(Je to komplexni choroba zplsobena pfimym
nebo nepfimym nedostatkem aktivniho Zeleza).

Svétlo tedy ovliviuje jak zmény intenzity biosyntézy, tak i akumulaci sekundarnich

metabolitl v explantatovych kulturach. Je nutné pro kultivaci zvolit vhodnou kultivacni

periodu svétlo/tma.

3.2.4.5.2. Teplota

Optimum pro in vitro kultury je zpravidla okolo 23 — 28 °C. Na zaéatku péstovani je
vhodnéjsi pouzit nizsi teploty, které zabezpeci zvysSeni Zivotaschopnosti rostlinnych
explantatl a snizuje moznost Sifeni infekce.

Prilis nizka teplota inhibuje rlst, zpomaluje rychlost metabolismu nebo ho zcela

zastavi. Naopak vysoka teplota zplsobuje poskozeni bunék explantatové kultury.

3.2.4.5.3. Vlhkost vzduchu

Vlhkost vzduchu v kultivacni mistnosti je nutné hlidat vrozmezi 20 — 98 % podle

pozadavku dané kultury. (3, 11, 14, 15)
3.2.4.5.4. pH prostiedi kultivacniho média

Rostlinné bunky a explantaty v podminkach in vitro vyzaduji urcitou koncentraci
vodikovych iontd /pH/ v prostfedi. Obvykle se doporucuje pH 5,5 aZz 6,0. Hodnoty pH se
mohou v ptipadé potfeby upravit prfidavkem hydroxidu draselného nebo kyseliny

chlorovodikové. (3, 11)

3.2.4.6. Sterilizace
Jednou ze zakladnich podminek uspésné kultivace explantatovych kultur je zajisténi

sterility po cely pribéh kultivace. Je nezbytné se zabyvat sterilitou rostlinného materialu,
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kultivacnich médii a kultivacniho prostfedi. Pfi nedodrZeni sterility v nékterém stupni
kultivace dojde ke kontaminaci kultur plisnémi nebo bakteriemi.

Ke sterilizaci Zivnych roztokl se pouZivaji autokldvovani a sterilizace filtraci. Zivné
roztoky, voda a dalSi stabilni latky mohou byt sterilizovany ve sklenénych ndadobach
uzavfenych uzavérem (vata, plastova vicka, alobal). Zivné roztoky se autoklavuji pfi teploté
121 °C a pretlaku 100 kPa. Doba sterilizace je zavisla na objemu roztoku. Tlak by nemél
pfesahnout 140 kPa, protoze vyssi tlak vede krozkladu sacharidli. Termolabilni slozky
zivnych roztokl (aminokyseliny, vitaminy, gibereliny, nékteré vitaminy) se sterilizuji filtraci
pres membranové filtry, jejichz velikost je mensi nez 0,2 um.

Ke sterilizaci rostlinnych materidll nelze pouzit vysokych teplot, proto se pouzivaji
razné dezinfekéni roztoky. Tyto roztoky nesméji poskodit rostlinna pletiva a musi nicit
plisné a bakterie. Sterilni material k zalozeni tkanové kultury se ziskava timto zplsobem:
oplachnuti explantatll v roztoku detergentd (napf. Tween, Jar), omyti vodou
(10 az 30 minut), ponofeni do dezinfekéniho roztoku, sliti dezinfekéniho roztoku a
oplachnuti explantadtu nejméné 3x ve sterilni destilované vodé. K ucinnéjsi sterilizaci
explantatl a vypirani dezinfekéniho roztoku se nadoba s roztokem a explantatem umistuje
na tfepacku.(11)

Sterilizace vzduchu v kultivaéni mistnosti je dosazena filtraci vldknitymi nebo
poérovitymi materidly. (2)

Banky se sterilizuji v autoklavu, bioreaktory in situ parou prochazejici plastém. (10)

3.2.5. Vyuziti explantatovych kultur

Vyuziti explantatovych kultur lze rozdélit do dvou zakladnich skupin. Jedna se
o produkci sekundarnich metabolit a o problematiku biotechnologickych metod

v rozmnozovani a Slechténi rostlin.

V Evropé je zaloZzeno vice jak 500 stredisek zabyvajicich se biotechnologickym
vyzkumem vyuzivani rostlinnych kultur in vitro. Instituce jsou v 21 zemich Evropy, ale

nejvétsi pozornost této problematiky je studovana v Némecku, Holandsku, Francii, Italii.

33



Dale jsou pracovisté v Anglii, USA, Kanadé, Japonsku. Lze fici, Ze kazda pdata laboratof je

schopna vyprodukovat vice nez pét miliond rostlin.(16)

3.2.5.1. Produkce sekundarnich metabolitu

Vys$sSi rostliny jsou bohatymi zdroji IéCivych latek. Péstovani téchto rostlin byva

doprovazeno mnoha komplikacemi, proto je vyhodné ziskdvat sekundarni metabolity

z bunécnych kultur in vitro.

Hlavni vyhody bunécné kultivace oproti kultivaci celé rostliny jsou nasledujici:

1.

VyuZivané slozky mohou byt produkovany za kontrolovanych podminek a
v prostfedi nezavislém na klimatickych zménach nebo ptdnich podminkach.
Péstované buriky mohou byt zbaveny mikrobl a hmyzu.

Buriky kterékoliv rostliny, bez ohledu na geograficky ptivod, mohou byt péstovany
k ziskani jejich specifickych metabolit(.

Automatizaci bunécného rlstu a regulaci metabolickych procesd muze klesat
vyrobni cena a stoupat produktivita.(16)

V explantatovych kulturach je moiné selektovat kultivary s vyssi produkci
sekundarnich metabolit(.

Kultivace probihd za aseptickych podminek, jsou proto vylouceny bakterialni a
houbova onemocnéni, kterd napadaji intaktni rostliny. U explantatovych kultur se
nepouZzivaji ochranné prostredky proti skidclim a hnojiva. (11)

Ziskani novych latek v dasledku zmén metabolismu explantatovych rostlinnych

bunék.(10)

Budoucnost pramyslového vyuziti bunécénych kultur pro produkci pfirodnich latek

v bioreaktorech zavisi na vyvoji postupl a technologii zkracujicich periodu fermentace a

zvysujicich vytézek. Perspektivni je i prenos rostlinnych gen(, které kéduji enzymy

katalyzujici reakce biosyntézy sekundarni latky do bakterialni buriky mikroskopickych

hub.(16)
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3.2.5.2. Rozmnozovani a Slechténi rostlin

Bunécné kultury maji vyuziti nejen ve vyzkumu, ale i vzemédélstvi. Zde bunécné

kultury slouZi k mnoZeni, Slechténi a ozdravovani rostlin. (13, 17)

1.

vvvvvv

Regenerované rostliny — jejich tvorba umoZnuje vyuZiti polymorfismu

ve Slechtitelském programu a selekce produkénich klonl na drovni izolované
buriky.

Genové inZenyrstvi — zavedeni novych vlastnosti do rostliny.

Vegetativni_mnoZeni — umoZiuje rychlé ziskani tisicd shodnych rostlinnych

jedincl (gerbery, orchideje, karafiaty).

Fuze protoplastl — u téhoZ nebo rlizného druhu umozniuje tvorbu somatickych

hybridd s vlastnostmi epigenetické povahy zjiného druhu (rezistence, prenos
samci cytoplazmatické sterility, atd.)

Pylové kultury — umozni ziskani haploidnich rostlin a od nich odvozenych cistych
linii pro Slechtitelské ucely (ryze, obili).

Meristémové kultury — umozni ziskani ozdravenych rostlin (karafiaty, brambory).

Z kultur lze ziskat rostliny prosté bakteridlnich, virovych a houbovych nakaz.
Infekce je eliminovdna jiz pfi zakladani kultury. Nasledné kontaminaci se mlze
zabranit pridanim antibiotik a antivirotik do média. Virézu mizeme také potlacit
vySSi teplotou, ktera je jesté snasena rostlinnou burkou, ale pro viry je jiz letalni.

(13)
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3.3. Elicitace

Jednou z moZnosti zvySeni produkce sekunddarnich metabolitl explantatové kultury je

vyuziti metody elicitace. (11)

3.3.1. Princip elicitace

Elicitace je proces zaloZeny na signdlem (elicitorem) indukované expresi genl a
nasledné dojde ke zvySeni syntézy sekunddrnich metabolitll v rostlindch nebo

explantatovych kulturach in vitro. (18)

3.3.2. Elicitory

Elicitory jsou signalni latky rdzného plvodu, které plsobi jako aktivatory enzymi
v pletivech rostlin nebo stimuluji syntézu téchto enzymu. Elicitory pulsobi jako stresovy
faktor, ktery vyvolavd obranou reakci bunék zaloZenou na produkci sekunddrnich

metabolitd. (11)

3.2.2.1. Klasifikace elicitort

Elicitory Ize rozdélit podle rliznych hledisek, naptf. na chemické a fyzikalni nebo

biotické a abiotické. (11)
3.2.2.1.1. Abiotické elicitory

Jsou to chemické a fyzikalni vlivy stresujici rostlinu a vyvolavaji tak tvorbu fytoalexind,
coz jsou nizkomolekularni antimikrobialni latky, které jsou syntetizovany a akumulovany
v rostlinach po napadeni mikroorganismy. Slouzi jako aktivni obranné latky, postinfekéni
metabolity rostliny. U nestresované rostliny se fytoalexiny nachazeji v malém mnozstvi nebo
vibec. Maji lipofilni charakter umoznujici prestup plazmatickou membranou patogend.
Vyhodou abiotickych elicitorl je schopnost chemické identifikace. Lze je tedy aplikovat
v pfesné definovanych mnozstvich. (18, 19, 20)
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Radime k nim:

1. Solitézkych kov(

2. Detergenty
3. Rostlinné ochranné prostfedky (pesticidy)
4. Inhibitory latkové vymény (kyselina trichloroctovd, 2,4-dinitrofenol)
5. Fyzikdlni vlivy (zmény pH, UV zafeni, zmény osmotického tlaku, mechanicka
poranéni)
3.2.2.1.2. Biotické elicitory

Biotické elicitory jsou organické slouceniny nebo pfimo organismy, které spoustéji tvorbu

fytoalexind jiz pfi nepatrnych koncentracich.

Patri k nim:

1. Organické molekuly parazitickych mikroorganismi (glykoproteiny, oligosacharidy,
polypeptidy).

2. Celé intaktni patogenni i nepatogenni organismy nebo jejich ¢asti (viry, bakterie,
mykoplasmata, kvasinky.

3. Endogenni konstitutivni elicitory — organické molekuly pochazejici z bunék napadené

rostliny (kyselina salicylova, chitosan, oligogalakturonidy). (20)

3.3.2.2. Mechanismus ucinku elicitoru

Vétsina obrannych reakci rostliny je zavisla na aktivaci vhodnych gen(. Elicitory
vétsSinou neovliviiuji genovou aktivitu pfimo, ale zprostfedkované pomoci tzv. druhych posla-
second messenger - prenaseli signal( (G-proteiny, Ca?*-proteiny, proteinkinasy). Ti pak
pomoci transdukénich signdlnich cest v burice prendseji signaly, coz vede k expresi genll a

biochemickym zménam.

Molekuly biotického elicitoru jsou rozpoznavany specifickymi receptory v plazmatické
membrané. Po obsazeni tohoto receptoru dojde k aktivaci G-proteinu, otevieni Ca?*-kandlu a

rychlému influxu vdpenatych iont( do buriky.
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Extracelularni vapnik je povazovan za signal, které dovnitf buriky pfinasi informaci o
poranéni bunky. Zintraceluldrnich organel (mitochondrii, endoplazmatického retikula)
pfichazi dalsi zdroj Ca?* iontd. Jednou zcest vstupu Ca?* iontd do cytoplazmy je
pfes plazmatickou membranu. Nasledné dojde ke zméné membranového potencialu, tim se
aktivuje napétové zavisly Ca?*-permeabilni kanal, ktery zvySuje koncentraci cytosolovych
Ca?* iontl. KdyZ dojde ke zvyseni Ca?* iontd v intracelularnim prostoru na hodnotu 1 puM,
navaze se kalcium na kalmodulin. Tato bilkovina ma ¢tyfi vazebna mista pro Ca®* ionty a
vznikly komplex ovliviiuje aktivitu nékterych proteinkindz.

Dalsi zplisob prenosu signall je zprostfedkovan pomoci fosfoinositolového systému.
Kdy dochazi k hydrolyze lipid(i plazmatické membrany za vzniku dvou signdlnich molekul —
diacylglycerolu a inositol-1,4,5-trifosfatu. Tyto latky vedou k aktivaci proteinkindz a expresi
gend.

Velmi ¢astym a neobycejné rychlym zplsobem prenosu signall je tvorba superoxidu
a jinych aktivnich forem kysliku vyvolana elicitory (hydroxylové radikaly, hydrogen peroxidy).
Existuje jak primé plsobeni peroxidu vodiku na expresi gen(, tak i nepfimé pUsobeni.
V tomto pfipadé dochazi nejdfive k peroxidaci lipidd v membranach, vzniknou kyselina
jasmonova a methyljasmonat a tyto latky pak teprve ovliviiuji transkripci. (18)

U abiotickych elicitorli nedochazi k vazbé na specificky receptor. Abiotické elicitory
(napfr. tézké kovy) tedy plsobi jinym mechanismem. Vyvolavaji peroxidaci lipidd membrany,
tim dochazi ke zvySeni propustnosti membrany pro Ca®* ionty, které nasledné vnikaji

do buriky a zprostredkuji expresi gena. (18, 19)

3.3.3. Faktory ovliviuijici elicitaci

Mezi hlavni faktory ovliviujici vliv elicitoru na kultury in vitro a zaroven na produkci

sekundarnich metabolitl touto kulturou jsou:

1. Podminky péstovani kultury — osvétleni, teplota, sloZeni kultivacniho média.

2. Stafi kultury

3. Doba puUsobeni_elicitoru- ovliviiuje aktivitu metabolickych enzym@ kultury a lisi se

podle druhu rostliny. Optimalni doba plsobeni elicitoru se zjistuje empiricky.
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4. Koncentrace elicitoru — ovliviiuje intenzitu odpovédi a efektivni davku, ktera se lisi podle

druhu rostliny. Optimalni koncentrace elicitoru se zjistuje empiricky.

5. Specifita_elicitoru — stejny elicitor mize stimulovat sekundarni metabolismus rlznych

rostlinnych kultur. Elicitace jednotlivych kultur rGznymi elicitory ma za nasledek akumulaci
stejnych latek, které jsou pro danou rostlinu typické. Obecné lze ¥ici, ze typ sekunddarniho
metabolitu je typicky pro danou rostlinnou kulturu, ale neni zavisly na volbé elicitoru.

6. Nacasovani pUsobeni elicitoru — uvadi se, Ze nejvhodnéjsi doba k aplikaci elicitoru je

béhem exponencidlni faze rlstu, kdy je vétSina enzymatickych pochod( dostatecné aktivni,

aby odpovédéla na pritomnost elicitoru. (21)

3.4. Tézké kovy

Ke koviim se radi asi 80 prvkd periodické soustavy prvkd, z nichz priblizné 30 je
oznacovano jako tézké kovy, ale ne vSechny maji biologicky vyznam. Na zakladé jejich
rozpustnosti ve fyziologickych podminkach muze byt dostupnych pro Zijici buriky 17 tézkych
kov(, které mohou mit také vyznam pro organismus a ekosystém. (18, 22, 81)

Vzhledem k tomu, Ze na rozdil od organickych latek kovy nikdy nedegraduiji, je tfeba
pocitat s jejich postupnou akumulaci v Zivotnim prostiedi. Pfedstavuji vaznou hrozbu pro
rostliny, Zivolichy, €lovéka. Nékteré rostliny funguji jako hyperakumuldtory specifickych
tézkych kovd, jiné mohou pUlsobit jako bioindikatory, proto v odolnosti rostlin tézkych kovu
existuji velké rozdily. (22)

Té7ké kovy jsou kovové prvky s velkou hustotou (obvykle vétsi nez 5 g/cm?) a s velkou

relativni atomovou hmotnosti. (9)
Mezi tézké kovy patfi nékteré biogenni stopové prvky (Cu, Co, Zn, Mo, Mn, Fe) nutné
pro vyZivu rostlin, dale prvky pusobici na rostliny viceméné toxicky, stresové (Cd, Pb, Sb, Ag,

Hg). (23)

Mechanismy toxicity tézkych kovi miZeme rozdélit do t¥i skupin:

1. Produkce reaktivnich forem kysliku autooxidaci — Vnik tézkych kovl do burky zpUsobi
postupnou redukci molekuldrniho kysliku z vody na reaktivni formy kysliku. Tyto reaktivni

formy mohou vést k nespecifické oxidaci proteini a membranovych lipid(, nebo mohou
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zpUsobit poskozeni DNA. Tento mechanismus je typicky pro prechodné kovy jako napf.
Zelezo, méd.

2. Blokovani esencialnich funkénich skupin v biomolekulach — Kadmium a nékteré dalsi
kovy, které se nezapojuji do oxida¢né-redukcnich déja (rtut) zplsobuji prechodnou ztratu
glutathionu a inhibici antioxida¢nich enzym(, zvlasté glutathion-reduktazy.

3. Vytlaceni zakladnich kovovych ionti z biomolekul — mnoho enzym( obsahuje kov v pozici
dilezité pro jejich aktivitu. Nahrazeni jednoho kovu jinym obvykle vede k inhibici, ¢i ztraté
enzymové aktivity. Bivalentni kationy jako Co®*, Ni** a zZn*nahrazuji Mg®'v ribuloze-1,5
bifosfat-karboxylaze/oxygenaze, co? vede ke ztraté jeji aktivity. Zaména Ca®* za Cd*
v proteinu kalmodulinu, dalezité ¢asti bunécné signalizace, vede k inhibici kalmodulin-zavislé
fosfodiesterdzové aktivity v fedkvicce. Tento mechanismus se vyskytuje u rliznych druh

tézkych kov(. (81)

3.4.1. Mineralni vyziva
Pro vyvoj rostliny je mineralni vyZiva dulezita zejména tim, Ze asimilace iontl — jejich
preména ve struktury a Ucast v procesech rostliny, jsou nezbytné ve vyvojovych procesech.
Kvalitativné odpovida obsah prvkd v rostlinach jejich vyskytu v korenovém substratu.
Nepritomnost prvku v pidé a okolni atmosfére znamena i jeho nepfitomnost v rostliné. (18)

Rostliny vyuzivaji mineralni vyzivu jako:

1. kofaktory enzym{
2. posly k pfenosu signal(i
3. osmotika

4. substraty v biochemickych reakcich

3.4.2. Chrom

Chemické vlastnosti chromu a jeho ucinek na Zivocisny a rostlinny organismus

Chrom je prvkem zafazenym do VI. vedlejsi podskupiny Mendélejevovy periodické
soustavy prvkd pod atomovym cislem 24, s atomovou hmotnosti 51,996. Je to stfibroleskly
tvrdy kov, chemicky mimoradné odolny, o teploté tani 1300 °C a teploté varu 2300 °C.

(9, 24).
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Patfi ke stopovym prvkim, které maji vyznam pro metabolismus sacharid( a lipidd,
potencuje ucinek inzulinu. (9)

Prostfednictvim potravin pfijima ¢lovék 0,03-0,2 mg chromu denné. V pitné vodé je
chrom obsazen v mnozstvi nizSim nez 10 ug.l'l. Kontaminace vzduchu je r(iznd; na venkové
koncentrace chromu nepiekratuje 10 ng.m™, v méstskych centrech dosahuje az 300 ng.m™
(25).

Malé mnoizstvi anorganického chromu je absorbovano z gastrointestinalniho traktu,
organicky vazany chrom je absorbovdan mnohem snadnéji a ve vétSim mnoizstvi. Chrom
rozptyleny ve vzduchu je pfi vdechnuti absorbovan jen nepatrné, a to v zavislosti
na rozpustnosti slouceniny, ve které se vyskytuje. Chrom neprostupuje neporusenou
pokozkou, i kdyz delsi kontakt mliZze vyvolat senzibilizaci. Pfi transportu krvi je trojmocny
chrom véazan na siderofylin, ¢tyfmocny pak na globin. Chrom je kumulovdn v jatrech a
ledvinach, a je vylu€ovan moci s relativné kratkym biologickym polocasem.

Akutni forma otravy se vyskytuje jen zfidka a projevuje se tézkym zanétem
gastrointestindiniho traktu, vyplyvajicim z postupné nekrézy jater a ledvin. Dlouhodobd
expozice Sestimocnym chromem vyvold kontaktni dermatitidy, ulcerdzy nosni sliznice a
vzacnéji i astma. Alergie na chrom byla zjisténa asi u 10 % osob trpicich koznimi chorobami.
Pfi dlouhodobém plisobeni chromu v nerozpustné formé byl zjisStén vysoky vyskyt plicnich
nadord (nemoci z povolani).

Hodnoceni z hlediska mutagenity ukazuje, Ze Sestimocny chrom je vyrazné aktivnéjsi
nez chrom trojmocny. Bylo prokdzano, Ze trojmocny chrom neni schopen prostupu celularni
barierou. Predpoklada se, Ze slouceniny chromu patfi do skupiny mutagen( zpUsobujicich
pouze pfechodné mutace.

Hygienickymi prizkumy a experimenty na zvifatech bylo prokazano, Ze derivaty
chromu, zejména minimalné rozpustné Sestimocné soli, mohou indukovat vznik nador(
v mistech kumulace. V lidském organizmu jde zejména o dychaci trakt, hrozi nebezpeci
vzniku rakoviny plic, hrtanu a nosnich dutin.

Experimenty provadéné se znacenym cr ukazuji, Ze témér zadny anorganicky chrom
neprochazi placentarni barierou (25).

Rostliny vyskytujici se na pldach s vyssim obsahem kovi, maji vyvinuté fyziologické

mechanismy umoznujici jim tolerovat toxické ucinky kov(. Tyto mechanismy nejsou zaloZzeny
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na potlaceni pfijmu kovl, ale jsou vysledkem vnitfni detoxikace. Z tohoto hlediska byly
formulovany dvé zakladni hypotézy detoxikacniho principu — vylucovani a akumulace (26).
Nékteré rostliny napfiklad Ocimum adsendens kumuluji chrom v tak vysoké mire, ze

mohou byt pouzZity jako indikatory znecisténi. Toxicita chromu zavisi rovnéz na hodnoté pH.

vvvvvv

3.4.3. Hlinik

Chemické vlastnosti hliniku a jeho Ucdinek na ZivociSny a rostlinny organismus

Hlinik je prvkem zafazenym do |Ill. A skupiny periodické soustavy prvki
pod atomovym cislem 13, s atomovou hmotnosti 26,9815. Je to stfibroleskly, mékky kov
s malou hustotou. Na vzduchu staly. Je vyborny vodic tepla a elektfiny, kujny a tazny. (28)

Hlinité slouceniny (hydroxyhlinitan hotfecnaty, hydroxid hlinity, fosfore¢nan hlinity) se
pouzivaji jako mistné pUsobici antacida, kterd neutralizuji kyselinu chlorovodikovou
vytvofenou a pfitomnou v Zaludku. PFindseji ulevu pfi paleni zahy, dyspeptickych potizZich a
bolesti.(34) V lékafstvi se hlinik a jeho slouceniny pouzivaji k prevenci hyperfosfatemie
pfi selhavani ledvin, jako adjuvans pro vakciny a v kosmetice jako antiperspirant. (82)

Slouceniny tohoto kovového prvku jsou v mediciné soucasti nékterych
adstringentnich latek. ZvySené mnozstvi hliniku v organismu u hemodialyzovanych pacient
se podili na poskozeni kosti. (9)

Tento stopovy prvek se vyskytuje hojné v pidé. Po dlouhou dobu byl ve formé,
z které se neuvolrioval a nevstupoval do potravinového retézce. S prichodem kyselych destl
se rozpustnost hlinikovych soli zvysila a hlinik se zacal dostavat i do ovzdusi. (35)

Trojmocné kationty (Al, La, Gd) jsou fytotoxické. Jejich ucinek byl zkousen u rostliny
Nicotiana tabacum (Solanaceae). Pridavek chlorid( téchto kationtd (LaCls, GdClz) spousti
v rostlinné bunce tvorbu superoxidu. Mnohem vys$si produkci superoxidu spousti AlCl3
za fyziologického pH 5,8. Bylo prokdzdno, Ze NADPH oxidazy se podili na vytvareni
superoxidu a mnozstvi vytvoreného superoxidu zavisi na ddvce elicitoru. Postupné zvySovani
koncentrace Ca’' iontll v cytosolu bylo zméFeno prostiednictvim luminiscence proteinu
aequorinu. Hlinikem indukovany superoxid stimuluje pfiliv Ca®" iontd. Vysoka koncentrace Al

se ukazala jako inhibi¢ni pro superoxidem navozeny influx Ca®* iontd. To vysvétluje

42



neucinnost vysokych koncentraci. Inhibi¢ni vliv hliniku na hypoosmolarni influx Ca%* iontd
nebyl prokazan, coz znameng, Ze hlinik maZe byt selektivni inhibitor redox-reagujicich Ca®*
kanald. (32)

V rostlinné burice se hlinik vaZe na nukleové kyseliny ve formé fosfat(, ¢imz ovliviiuje
pfi bunécném déleni pribéh replikace. Interferuje s enzymy podilejicimi se na fosforylaci
cukrd a na ukladani polysacharidd v bunécnych sténach, a tim ovliviiuje permeabilitu
membran (spolu s interakci s membranovymi proteiny, fosfolipidy a lipoproteiny). Hlinik se
vaze na pektiny stén kofenovych bunék, coZ zamezuje prodluzovacimu rastu koren(. (30)

Rostliny disponuji relativné ucinnymi obrannymi mechanismy vUi¢i toxickému
pusobeni hliniku. Jedna se napf. o:

- snizovani inhibi¢niho vlivu na kalmodulin-dependentni enzymy tvorbou polypeptid(
(kyselina polyasparagova, kyselina polyglutamovad) schopnych vazat hlinikové ionty
- tvorba citrdtu a malatu, které prevadéji hlinik do pevnych organickych komplexu

- zvySeni pH v okoli kofent (31)

3.5. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) je separacni analytickd metoda, ktera nasla od 80. let 20. stoleti Siroké uplatnéni
v rliznych oblastech farmaceutické analyzy. (37, 39)

Pfednostmi HPLC jsou: moznost vyuziti pfi analyze rozsdhlého spektra latek, rychlost
vlastni analyzy, presnost, reprodukovatelnost vysledkd, citlivost, selektivita a moZnost Uplné
automatizace sériovych analyz. Tato metoda umoziuje kvalitativni i kvantitativni hodnoceni

separovanych sloZzek ve smési. (36, 39)

3.5.1. Princip separace latek

Princip separace spociva v déleni [atek mezi stacionarni fazi naplnénou v koloné a
mobilni fazi prochazejici kolonou za vysokého tlaku.
Protoze k déleni latek Ize u HPLC vyuZit vSech vratnych dvoufazovych separacnich

mechanismu (adsorpce, rozdélovani, iontové vymeény, sitového efektu gelu), je mozné nalézt
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selektivni a G¢inny chromatograficky systém k déleni smési prakticky vSech organickych latek

rozpustnych ve vodé, zfedénych kyselinach nebo organickych rozpoustédlech. (37)

3.5.2. Kapalinovy chromatograf

Obr. 20: Zakladni ¢asti kapalinového chromatografu (37)

2

Blokové schéma kapalinového chromatografu

1,2-mobilni faze-cluni Sinidla; 3-vysokotlaks derpadia; 4-smeSoval;
S-manometr; 6-pfedkolona; 7-dévkoval; 8-kolona; 9-detekior;
10-sbérad frakci; 11-zapisovad; 12-integrétor

Pfi chromatografii je mobilni faze cerpana vysokotlakym cerpadlem malou rychlosti
(0,1 — 10 ml/min) za vysokého tlaku az 40 MPa.

Pri déleni smési latek, jejichZz eluéni parametry se pfilis nelisi, se pouziva izokraticka
eluce jedinou mobilni fazi, jejiz slozeni se béhem chromatografie neméni. U nékterych latek
vsak nelze timto zptisobem dosahnout optimalniho déleni, nebot se jednotlivé slozky smési
svymi eluénimi parametry vyznamné lisi. Vtomto pripadé se vyuzivd gradientova eluce,
pfi které se k jedné mobilni fazi plynule pfimichava rostouci mnozstvi druhé mobilni faze
s vétSim elu¢nim dcinkem. Vytvari se tak plynuly koncentraéni gradient mobilni faze.

Davkovani roztoku vzorku se provadi bud' specialni injekéni mikrostrikackou, nebo
davkovacim kohoutem.

Kolony pro HPLC jsou ocelové nebo sklenéné trubice o délce 5 — 30 cm a vnitfnim
prdméru 2 — 8 mm naplnéné staciondrni fazi. Naplin kolony musi byt homogenni a

rovhomerna.
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Detektory pro HPLC musi byt vysoce citlivé a univerzdlni. PouZivaji se detektory
infracervené, refraktometrické, konduktometrické, ultrafialové, fluorimetrické,
amperometrické, spektrofotometrické. Nejvice se vyuZivaji detektory spektrofotometrické,
které registruji absorbanci eludtu protékajiciho kyvetou o vnitfnim objemu 10 pl a mensim.
Umoznuji méreni pfi vinovych délkach v oblasti 200-800 nm. Nejvice informaci Ize ziskat
spektrofotometrem s diodovym polem (diode array) fizenym pocitatem a snimajicim celé
absorpcni spektrum eludtu kazdou sekundu. Vysledkem je tfirozmérny (3D) chromatogram
jako zavislost absorbance na vinové délce a na Case, ze kterého Ize rychle identifikovat

eluované latky a posoudit jejich Cistotu a stanovit jejich obsah.

3.5.3. Systémy fazi pro HPLC

Pro ucinné déleni latek hraje rozhodujici roli ndpli komory, tj. kvalita sorbentu, jeho

velikost a stejnosmérnost ¢astic, ale i tvar, porozita, struktura.

3.5.3.1. Mobilni faze
Mobilni faze pouzivané pfi HPLC musi byt velice Cisté a zbavené rozpusténych plyn(
probublavanim heliem nebo plsobenim ultrazvuku za vakua. Dllezity je vybér mobilni faze.
Podle rostouci eluéni uUcinnosti jsou rozpoustédla sefazena do eluotropni fady:
heptan<cyklohexan<tetrachlormethan<toluen<éther<chloroform<aceton<acetonitril<

ethanol<methanol<kyselina octova.

3.5.3.2. Stacionarni faze

Jako stacionarni faze, ktera tvori napli kolony, se vétSinou pouZivaji nemodifikované
nebo chemicky modifikované mikrocastice silikagelu (velikost 3, 5, 10 um) nebo oxid hlinity.

Pro polarni latky se pouziva jako sorbent nemodifikovany silikagel, na jehoz volné
pristupné skupiny Si-OH na povrchu se polarni latky adsorbuji prostfednictvim vodikovych
vazeb. Pro méné polarni latky se pouziva sorbent oxid hlinity.

Chemicky modifikované stacionarni faze na bazi silikagelu, které maji podle vazané

skupiny rdznou polaritu (od nepolarni az po polarni), Ize vyuzit pro latky polarni i nepolarni.
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Dale se jako staciondrni faze pouZivaji polymerni gely (napf. dextran) a chirdlni

stacionarni faze, kterd umozZiuje separaci a stanoveni optickych izomer(. (37)

3.5.4. Vyugiti HPLC

1. Kontrolné — analytické hodnoceni IéCiv (identifikace, Cistota, stanoveni)

2. Stabilitni studie IéCiv (analyza termolabilnich latek)

3. Analyza pfirodnich |é€iv v rostlinném materidlu

4. Monitorovani IéCiv a jejich metabolitl v télnich tekutinach

UmozZnuje analyzovat latky od anorganickych iontd aZ po polymerni slouceniny a také
netékavé latky.

V praxi ma HPLC Siroké poutziti. Vyuziva se k analyze steroidl, vitamin(, pesticidd,

cukrl, barviv, léCiv a jejich metabolitl. (37, 38)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4. 1. Pouzity material, chemikalie, pFistroje, pomucky

4.1.1. Rostlinny material
K experimentlm v této praci byla pouzita explantatovd kultura odvozena ze sterilni

kliéni rostliny jetele lu¢niho Trifolium pratense L. (Fabaceae), varieta DO-9. Semena byla
ziskana ze Slechtitelské stanice Domoradice. Suspenzni kultura byla odvozena z rozpadavé
kalusové kultury mechanickym rozvolnénim na tfepacce. Elicitace byla provedena u nové

odvozené suspenzni kultury v 9. a 10. pasazi.

4.1.2. Stanoveni ztraty susenim

Ztrata susenim je ztrata hmotnosti vyjadrena v hmotnostnich procentech (m/m).

Postup:Do vazenky, pfedem vysusené 2 hodiny pfi 105 °C, byly odvazeny asi 2,000 g
explantatové kultury. Vazenka s obsahem byla zvdZena a suSena 2 hodiny v susarné
pfi teploté 105 °C. Po vysuSeni a vychladnuti v exsikdtoru byla vazenka s obsahem opét
zvaiena. Ztrata suSenim byla vztazena na navaziku explantatové kultury a vyjadrena
v procentech. Vyslednd hodnota ztraty susenim 5,58 % je aritmetickym prlimérem ze tfi

stanoveni. (1)

4.1.3. Chemikalie

ajatin

6-benzylaminopurin €., Lachema, Brno
dihydrogenfosfore¢nan sodny €., Lachema, Brno
dusi¢nan draselny p. a., Lachema, Brno

edetan disodny €., Lachema, Brno

ethanol 96 %

chloramin

chlorid kademnaty p. a., Lachema, Brno

chlorid kobaltnaty p. a., Lachema, Brno
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chlorid pyridoxinia €., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
chlorid rtutnaty p. a., Lachema, Brno

chlorid thiaminia €., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
chlorid védpenaty p. a., Lachema, Brno

jodid draselny p. a., Lachema, Brno

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova €., Lachema, Brno
kyselina borita p. a., Lachema, Brno

kyselina o-fosforecna, Lachema, Brno

kyselina mravenci p. a., 98 %, Lachema, Brno
kyselina nikotinova €., Lachema, Brno

kyselina octova p. a., 99 %, Lachema, Brno

kyselina octova p. a., 99,8 %, Lachema, Brno
kyselina stavelova €., Lachema, Brno

methanol p. a., Lachema, Brno

molybdenan sodny p. a., Lachema, Brno
myoinositol €., Sigma, St. Louis

sacharosa p. a., Lachema, Brno

siran amonny p. a., Lachema, Brno

siran hofec¢naty p. a., Lachema, Brno

siran manganaty p. a., Lachema, Brno

siran médnaty p. a., Lachema, Brno

siran zine¢naty p. a., Lachema, Brno

siran Zeleznaty p. a., Lachema, Brno

4.1.4. Pristroje a pomtuicky

analytické vahy A 200, Sartorius, Gottingen

autoklav PS 20 A, Chirana, Brno

horkovzdusny sterilizator HS 31 AM, Chirana, Brno

box s laminarnim proudénim Fatran LF, vyrobné druZstvo Pokrok, Zilina
roller, vyvojové dilny AV CR, Praha

trepacka Unimax, 2010, Heidolph
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vodni lazen KL-1, Laboratorni pfistroje, Praha

spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge

kapalinovy chromatograf Jasco (autosampler AS-2055 Plus, cerpadlo PU-2089 Plus, detektor
MD-2015, MD-2020)

kolona LiChrosper RP-18 s ochrannou predkolonkou, Merk, Darmstadt

4. 2. Suspenzni kultura Trifolium pratense L. (varieta DO-9)

4.2.1. Priprava kultivacniho média

Pro kultivaci tkanové kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-9) bylo pouZito Zivné

médium podle Gamborga (B5) nasledujiciho slozeni: (4)

KNOs 2500,00 mg.l™
CaCl, .2 H,0 150,00 mg.l™
MgSO, . 7 H,0 250,00 mg.l™?
(NH4),S04 134,00 mg.l™
NaH,PO,4 . H,0 150,00 mg.I™"
FeSO, .7 H,0 27,84 mg.l™
Na,EDTA 37,34 mg.l™
KI 0,75 mg.l™
H3BOs 3,00 mgl™
MnSQ, . H,O 10,00 mg.l™
ZnS0,4 .7 H,0 2,00 mg.”’
Na;Mo0O, . 2 H,0 0,25 mg.l™
CuSO, .5 H,0 0,025 mg.I™
CoCl,. 6 H,0 0,025 mg.l™
myoinositol 100,00 mg.I™"
kyselina nikotinova 1,00 mg.|™!
pyridoxin 1,00 mg.I™’
thiamin 10,00 mg.|™
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sacharosa 30 000,00 mg.l™

Jednotlivé substance kultivaéniho media byly navaieny na analytickych vahach.
U sloZek s nizkou koncentraci byly pfipraveny zdsobni roztoky a z nich se predepsané
mnozstvi pipetovalo. VSechny slozky kultivacniho média byly rozpustény v destilované vodé
v odmérné barice na 1000 ml a doplnéné destilovanou vodou po znacku. AZ poté byly
pridany  rGstové stimulatory, kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovda (2 mgl™) a
6-benzylaminopurin (2 mg.l™). (5,6).

Kultivaéni médium bylo nakonec rozdéleno po 25 ml do varnych banék, které byly
uzavieny hlinikovou folii a sterilizovany v autoklavu 15 minut pfi teploté 121 °C pfi tlaku

0,1 MPa.

4.2.2. Kultivacni nadoby a nastroje

Pti kultivaci explantatovych kultur bylo pouZito nadobi z varného skla SIAL, které je
odolné vuci vodé, chemikaliim, rozdilim teplot a vyhovuje tedy pozadavkim pro kultivaci
explantatovych kultur. Suspenzni kultury byly kultivovany v 250 ml varnych bankach ze skla
SIAL.

Kovové pinzety pouzivané pri pasazovani byly oplachnuty 96 % ethanolem a zabaleny
do hlinikové félie. Sterilizovaly se v horkovzdusném sterilizatoru 2 hodiny pfi teploté 200 °C.

Pipety po zabaleni do hlinikové félie se sterilizovaly v autoklavu 15 minut pfi teploté

121 °C pti tlaku 0,1 MPa.

4.2.3. Pasazovani a kultivace

Pasazovani kultur bylo provddéno odpipetovanim ¢asti narostlé suspenze do predem
pripravenych banék s ¢erstvym médiem. Odpipetovani se provadélo v boxu s lamindrnim
proudénim, jehoZ prostor byl vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vyzaren nejméné 1 hodinu
germicidni zafivkou. BEhem tohoto procesu se zachovaly pfisné aseptické podminky, bylo

poutzito sterilni sklo a nastroje.
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Suspenzni kultura byla kultivovdna na pomalobéiném rolleru pfi teploté 25 °C.
Svételnad perioda byla dodrzovana v intervalu 16 hodin svétlo/8 hodin tma. Subkultivaéni

interval byl 14 dni. (6).

4. 3. Elicitace

4.3.1. Priprava roztok elicitoru
K pokustim byly pouzity dva elicitory: chlorid hlinity a chlorid chromity.

U obou elicitorl byly ptipraveny ¢tyri vodné roztoky o nasledujicich koncentracich:

koncentrace I. 100 umol

koncentrace Il 10 pumol
koncentrace lll. 1 pmol
koncentrace IV. 0,1 umol

Z nejsilnéjsi koncentrace (100 umol) kazdého daného elicitoru byly naredénim
pfipraveny roztoky o nizsi koncentraci. VSechny roztoky elicitori byly sterilizovany
v autoklavu 15 minut pfi teploté 121°C a tlaku 0,1 MPa. Pfipravené roztoky byly uchovavany

v lednici.

4.3.2. Elicitace a odbér kultur

Elicitace suspenzni kultury byla provadéna jednotlivymi koncentracemi elicitoru vidy
21. den kultivace. (6) Veskera prace byla realizovana za aseptickych podminek v boxu
s lamindrnim proudénim vzduchu.

Postup elicitace a odbéru kultur:

Do 64 banék byl ke kulturam vidy napipetovan 1,00 ml daného vodného roztoku
elicitoru o prislusné koncentraci. Byl zde také soubor 8 banék s kulturami bez elicitoru, ktery
slouzil jako kontrolni vzorek. Do téchto banék byl pfidan 1,00 ml destilované vody. Vsech
72 banék bylo fadné oznacdeno, peclivé uzavieno hlinikovou félii a kultivovano za jiz
uvedenych podminek.

Vintervalu 6, 24, 48 a 168 hodin pUsobeni elicitoru byly elicitované kultury odebrany.

Odbéry kontrolnich vzorkl byly provedeny po 6 a 168 hodinach. Buriky suspenznich kultur
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byly oddéleny od kultivacniho média filtraci za snizeného tlaku a suSeny pfi laboratorni

teploté.

4.4. Stanoveni obsahu flavonoidu

U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni obsahu flavonoid( dle Ceského lékopisu

2009 a statistické vyhodnoceni vysledkd.
4.4.1. Princip stanoveni
Obsah flavonoidl se stanovi spektrofotometricky po reakci s roztokem kyseliny borité

a Stavelové v kyseliné mravenci bezvodé. (1)

4.4.2. Postup stanoveni

Zakladni roztok:

0,200-0,400 g praskové kultury se ve 250 ml barice smicha se 40 ml lihu R 60 % (V/V)
a zahfiva se 10 minut na vodni lazni pfi 60 °C, za ¢astého protfepavani. Po ochlazeni se
zfiltruje pres chomacek vaty do 100 ml odmérné bariky. Chomacek vaty se vlozi ke zbytku
drogy ve 250 ml barice, ptida se 40 ml lihu R 60 % ( V/V) a zahfiva se 10 minut na vodni lazni
pfi 60 °C, za Castého protfepavani. Po ochlazeni se zfiltruje pfes vatu do téze odmérné
bariky. 250 ml barika i filtr se promyiji lihem R 60 % ( V/V) a promyvaci tekutina se prida
do odmérné bariky. Spojené roztoky se zredi lihem R 60 % (V/V) na 100, 00 ml a roztok se
Zfiltruje.

Zkouseny roztok:

5,0 ml zakladniho roztoku se odpafi v bance s kulatym dnem za sniZzeného tlaku
do sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml smési objemovych dilG methanolu R a kyseliny octové
ledové R (10 + 100) a prevede do 25 ml odmérné barky. Barika s kulatym dnem se promyje
3ml smési objemovych dilG metanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a promyvaci
tekutina se prevede do téze odmérné bariky. K tomuto roztoku se pfida 10,0 ml roztoku,
ktery obsahuje kyselinu boritou R (25,0 g/l ) a kyselinu sStavelovou R (20,0 g/l ) v kyseliné

mravenci bezvodé R a ztedi se s kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml.
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Kontrolni roztok:

5,0 ml zakladniho roztoku se odpafi v barnce s kulatym dnem za snizeného tlaku
do sucha. Zbytek rozpusti v8 ml smési objemovych dilG methanolu R a kyseliny ledové R
(10 + 100) a prevede se do 25 ml odmérné barky. Barnka s kulatym dnem se promyje 3 ml
smési objemovych dild methanolu R a kyseliny octové ledové R (10 + 100) a promyvaci
tekutina se prevede do téze odmérné banky. Ktomuto roztoku se pfida 10,0 ml kyseliny
mravenci bezvodé R a zfedi se kyselinou octovou R na 25,0 ml.

Po 30 minutdch se méfi absorbance zkouSeného roztoku pfi 410 nm
proti kontrolnimu roztoku.

Obsah flavonoidl v procentech, vyjadieno jako hyperosid (Cy1H20012) se vypocita
podle vzorce:

A.1,235
M

A — absorbance roztoku v maximu pfi 410 nm
M — hmotnost zkousené kultury v gramech

Specificka absorbance ma hodnotu 405.

4. 5. Stanoveni obsahu isoflavonoidi

U vzorkd, u nichZz byl pouzit elicitor chlorid hlinity, bylo provedeno také stanoveni
obsahu isoflavonoidd (genistinu, genisteinu, daidzeinu, formononetinu) pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). (7)

4.5.1. Princip stanoveni

Kapalinova chromatografie je separaéni metoda zaloZzena na rozdilu v distribuci latek
mezi dvé nemisitelné faze, z nichz mobilni faze je kapalina, ktera prostupuje stacionarni fazi
naplnénou do kolony. Kapalinovda chromatografie je zaloZzena zejména na mechanismu

absorpce, rozdélovani, vymény iontd, vyluCovani nebo stereochemickych interakcich. (1)
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4.5.2. Postup stanoveni

Priprava vzorku:

Asi 0,2000 g — 0,4000 g u praskované kultury se ve 100ml varné barnce smichd s 15ml
methanolu 80 % a extrahuje se 30 minut na vodni lazni pfi 80 °C pod zpétnym chladicem.
Po ochlazeni se zfiltruje pfes maly chomacek vaty do 25ml odmérné bariky. Chomacek vaty
se vloZi k zbytku kultury ve 100ml barice, pfida se 15ml methanolu 80% a extrahuje se jesté
jednou 20 minut na vodni lazni pod zpétnym chladicem. Po ochlazeni se Zzfiltruje do téze
odmérné barnky a spojené extrakty se zifedi metanolem 80% na 25ml. Roztok se prevede
pres mikrofiltr do vialek a analyzuje se metodou HPLC.

Parametry HPLC analyzy:

Chromatograf: Jasco (autosampler AS-2055 Plus, cerpadlo PU-2089 Plus, detektor MD-2015,
MD-2020)

Kolona: Kolona LiChrospher RP — 18 (205 x 4mm, velikost ¢astic 5um) s ochrannou
predkolonkou.

Objem nastriku: 20 ul

Mobilni faze: faze A: metanolovy 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 nejdfive gradientové. V ¢ase t = 9 minut bylo slozeni 80 %
methanolu a 20 % vody. Nasledovala isokraticka eluce stejnym slozenim do casu t = 15
minut.
Standardy: genistein, genistin, daidzein, formononetin
Pratok: 1,1 ml/min

Detekce: DAD Jasco MD-2015, A = 200-650 nm, vyhodnoceno pfi 260 nm
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Obr. 21: Chromatograficky zaznam elicitovaného vzorku

Different ¥ units

aspST11.DATA [Jasco FP] |
[Kasp=T11 DATA 260 00 omll|

Obr. 22: Chromatograficky zdaznam standardu

Different ¥ units 3.DAT,

~formononetin

=
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4.6. Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky obsahu flavonoidl ve sledované kultufe Trifolium pratense L.
(varieta DO-9) byly statisticky vyhodnoceny za pouziti T-testu, pro zvolenou hladinu
vyznamnosti p=0,5. (8)

4.6.1. Aritmeticky pramér

Aritmeticky primeér je popisna typickd hodnota statistického souboru, ktery ma tzv.
Normalni (Gaussovo) rozdéleni. (9)

Vypocita se podle vzorce: (8)

>

Il
S|
(NgE

o

~
1l
[y

X - aritmeticky pramér
n —rozsah souboru

X; - namérené hodnoty

4.6.2. Smérodatna odchylka

Smérodatnd odchylka je statistickd charakteristika pro méreni rozptylenosti
jednotlivych hodnot statistického znaku kolem priméru. (9)

Vypocita se podle vzorce: (8)
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s —smérodatna odchylka
n —rozsah souboru
X; —namérené hodnoty

X - aritmeticky primér

4.6.3. T-test

T-test je test vyznamnosti rozdild dvou prliimér( a vypocita se podle vzorce: (8)

|X1_ X2| ) nn,(ny +ny, — 2)

Jnis? + n,s? m+n,

t — testovaci kritérium

X, — aritmeticky prlimér kontrolnimu souboru
X, — aritmeticky prdmér pokusného souboru
n, — pocet ¢lenl kontrolniho souboru

n, — pocet ¢lend pokusného souboru

s; —smeérodatna odchylka kontrolniho souboru

S, —smérodatna odchylka pokusného souboru

Testovacimu kritériu pfislusi t rozdéleni se stupném volnosti (v), vypocitano
dle vzorce:v = ny + ny, — 2

Vypoctena hodnota testovaciho kritéria (t) se porovnava s pfislusnou kritickou
hodnotou t(v), pro vypocteny stuperi volnosti (v)a zvolenou hladinu vyznamnosti (p). Je-li

hodnota (t)vétsi nez hodnota t(v),, je rozdil statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti

().

Pro dvé paralelni stanoveni obsahu plati, Ze pocet ¢lenli souboru kontrolniho a
pokusného souboru je shodny n; = n, = 2a pocet stupnli volnosti v = 2.

Kriticka hodnotat(v),pro p(0,05) = 3,182. (8)
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5. Vysledky

5. 1. Tabulky

Tabulka 1: Produkce flavonoidl v suspenzni kultuife Trifolium pratense L. (varieta DO-9)

elicitované chloridem hlinitym

Doba Elicitace Kontrola
Koncentrace ]
elicitoru aplikace T-test
| elicitoru | Primérny Smérodatna | Primérny Smérodatna wies
(kmol) (hod) [obsah (%) odchylka obsah (%) odchylka

6 0,226 0,006 0,173 0,007 6,181
24 0,122 0,026 0,173 0,007 1,245

0,1
48 0,145 0,030 0,173 0,007 0,876
168 0,107 0,018 0,135 0,006 1,429
6 0,102 0,010 0,173 0,007 5,828
24 0,141 0,004 0,173 0,007 4,045

1

48 0,151 0,027 0,173 0,007 0,779
168 0,108 0,016 0,135 0,006 1,549
6 0,130 0,002 0,173 0,007 6,299
24 0,189 0,017 0,173 0,007 0,891

10
48 0,055 0,078 0,173 0,007 1,511
168 0,171 0,025 0,135 0,006 1,406
6 0,208 0,026 0,173 0,007 1,334
24 0,063 0,019 0,173 0,007 5,556

100
48 0,125 0,021 0,173 0,007 2,141
168 0,255 0,030 0,135 0,006 3,877

Zvyraznéné hodnoty obsahu flavonoid( jsou statisticky vyznamné vyssi nez hodnoty
kontroly.
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Tabulka 2: Produkce flavonoidl v suspenzni kultuife Trifolium pratense L. (varieta DO-9)

elicitované chloridem chromitym

Doba Elicitace Kontrola
Koncentrace .
licit aplikace T
elicitoru elicitoru Primérny | Smérodatna | Prumérny | Smérodatna et
(umol) (hod) obsah (%) odchylka obsah (%) odchylka

6 0,108 0,013 0,173 0,007 4,494
24 0,147 0,003 0,173 0,007 3,643

0,1
48 0,080 0,015 0,173 0,007 5,654
168 0,112 0,018 0,135 0,006 1,210
6 0,132 0,013 0,173 0,007 2,839
24 0,185 0,021 0,173 0,007 3,576

1

48 0,069 0,010 0,173 0,007 9,169
168 0,141 0,028 0,135 0,006 3,222
6 0,091 0,002 0,173 0,007 11,884
24 0,107 0,006 0,173 0,007 7,262

10
48 0,120 0,033 0,173 0,007 1,576
168 0,144 0,002 0,135 0,006 4,508
6 0,112 0,015 0,173 0,007 3,801
24 0,093 0,001 0,173 0,007 12,063

100
48 0,140 0,064 0,173 0,007 0,508
168 0,155 0,008 0,135 0,006 4,122

Zvyraznéné hodnoty obsahu flavonoidl jsou statisticky vyznamné vyssi nez hodnoty
kontroly.
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Tabulka 3: Produkce isoflavonoidi v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. (varieta DO-9)
elicitované chloridem hlinitym

Doba

aplikace
Koncentrace . Obsah isoflavonoidid
elicitoru

elicitoru
(%)

(umol) (hod) genistin daidzein genistein formononetin

24 - - - ;

0,1 48 - - - ]

168 - - - -

24 - - - -

168 - - - -

10 48 - - ; ;

168 - 0,01 - -

6 - 0,01 0,01 -

24 - 0,01 - -

100 48 0,01 - - -

168 0,01 - - -

6 - 0,01 0,01 -

kontrola 24 - 0,01 0,01 -

48 - 0,01 0,01 -

168 - 0,01 0,01 0,01

60



5. 2. Grafy

Graf 1: Produkce flavonoidl v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. (varieta DO-9)

elicitované chloridem hlinitym
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Graf 2: Produkce flavonoidli v suspenzni kultufe Trifolium pratense L. (varieta DO-9)

elicitované chloridem chromitym
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Graf 3: Produkce isoflavonoidu genistinu v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.

(varieta DO-9) elicitované chloridem hlinitym
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Graf 4: Produkce isoflavonoidu daidzeinu v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.

(varieta DO-9)elicitované chloridem hlinitym
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Graf 5: Produkce isoflavonoidu genisteinu v suspenzni kultufe Trifolium pratense L.

(varieta DO-9 ) elicitované chloridem hlinitym
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Graf 6: Produkce isoflavonoidu formononetinu v suspenzni kultuie Trifolium pratense L.

(DO-9) elicitované chloridem hlinitym

0,012
0,01
0,008
obsah m0,1 umol
formononetinu 0,006 H1 pmol
(%)
0.004 =10 pumol
® 100 pmol
0,002
m kontrola
0 T T T
6 24 48 168
doba ptisobeni elicitoru ( hod )

63



6. Diskuse

Latky rostlinného plvodu nachazeji Siroké uplatnéni v medicing, kosmetice a
potravinarstvi. Mezi vyznamné Ilatky sekundarniho metabolismu patfi flavonoidy a
isoflavonoidy. S rostoucim vyznamem téchto latek stoupd i potfeba hledat jejich alternativni
zdroje. Vhodnym zdrojem se jevi vedle intaktnich rostlin i explantatové kultury rostlin.

Zatimco produkce sekunddarnich metabolitd rostlinami v podminkach in vivo neni
konstantni, ale zavisi na celé fadé faktor(, u kultur rostlinnych explantatd in vitro lze volbou
vhodnych kultivacnich podminek produkci Zadanych latek ovlivnit.

Jednim ze zplsobl, jak zvysit produkci sekundarnich metabolitli explantatovou
kulturou rostlin, je vyuziti metody elicitace. Tato metoda je zaloZena na signalem (elicitorem)
indukované expresi gend, coz vede nasledné ke zvySeni syntézy sekundarnich metabolitd
v kulturach in vitro. Prikladem abiotickych elicitor( jsou soli tézkych kovd. (5, 10, 11, 18, 43)

V dlsledku znecistovani Zivotniho prostredi se jak do ovzdusi, tak do pldniho roztoku
uvolnuji ionty tézkych kov(, které predstavuji potencialni hrozbu rlznych suchozemskych a
vodnich organismu. Vystaveni rostlin vysoké koncentraci tézkych kovli ma vliv na jejich rist a
rozvoj. Dochazi k fyziologickym zménam ve fotosyntéze, dychani, enzymové aktivité,
k zménam v lipidové struktufe a distribuci makro a mikroelementli na bunécné urovni.
Vyzkum, ale poukazuje i na skute¢nost vyuziti tézkych kovl jako abiotickych faktord. (80)

Hlinité a chromité ionty patfi k abiotickym elicitorlm ze skupiny tézkych kovu.
Prokdzalo se, Ze u fady suspenznich kultur mohou navodit zvySeni syntézy sekunddrnich
metabolitl, jejich nevyhodou je vSak vyrazné toxické plsobeni na rostlinné bunky projevujici
se i Utlumem produkce. Urcitou roli mGze mit napf. to, Ze A" ionty a cr’t ionty (podobné
jako vétsina ostatnich trojmocnych iontl) mohou byt jednim z inhibitor( vapenatych kanal(,
resp. vapenatych iontl, které pomadahaji prenosu signalu produkovaného elicitorem
pfes membranu do bunky (75). To potvrdil napf. experiment, kde po 20 minutové aplikaci
100 uM roztoku hlinitych iontl doslo v kultufe Secalece reale L. k rychlému a dlouhodobému
poklesu hladiny cytoplazmatického vapniku v burikach az o 46 %. (76)

Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv plsobeni ¢tyf koncentraci chloridu
hlinitého a chloridu chromitého v rdznych ¢asovych intervalech na produkci flavonoidu

v explantatové kulture Trifolium pratense L. (varieta DO-9) a u elicitoru chloridu hlinitého
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i na produkci isoflavonoidi (genistinu, daidzeinu, genisteinu, formononetinu) v téZze kulture.
PouZité koncentrace vodnych roztokl elicitor chloridu hlinitého a chloridu chromitého byly
nasledujici: 0,1 umol, 1 umol, 10 umol, 100 umol. (44, 45)

Sledované doby plsobeni elicitoru (6, 24, 48 a 168 hodin) vychazely z publikovanych
udajli, které udavaji zvyseni produkce sekundarnich metabolitd v prdbéhu nékolika hodin
az dni po elicitaci explantatovych kultur tézkymi kovy. Vzorky kontrolnich kultur byly
odebirany po 6 a 168 hodinach, nebot produkce sekundarnich metabolit(l se v tak kratkych
¢asovych intervalech vyznamné neméni. (5, 43, 46)

Z predchazejicich pokusl (6) se jako nejvhodnéjsi den pro elicitaci suspenzni kultury
Trifolium pratense L. jevi 21. den subkultivace. Proto byla elicitace kultury provedena
v tomto dni kultivace.

Z vysledk( elicitace explantatové kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-9)
chloridem hlinitym (tab. 1, graf 1) je patrné, Ze nejlepsi elicitacni ucinky méla nejsilné;jsi
koncentrace elicitoru. Maximalni produkce flavonoidl (0,255 %) byla zaznamenana
pfi plsobeni elicitoru o koncentraci 100 umol po dobu 168 hodin, kdy doslo ke statisticky
vyznamnému zvyseni produkce o 89 % oproti kontrole. Statisticky vyznamné zvyseni obsahu
flavonoidll bylo zaznamenano také po 6hodinové aplikaci koncentrace 0,1 pmol.
Ve zbyvajicich ¢asovych intervalech byla produkce ovlivnéna jiz negativné. Podobné i dalsi
koncentrace elicitoru (1 pumol a 10 umol) zpUsobily jen statisticky nevyznamné zvyseni
(24hodinova a 168hodinova aplikace koncentrace 10 umol)nebo pokles sledované produkce.

U explantatové kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-9) elicitované chloridem
hlinitym byl metodou HPLC sledovan také vliv na produkci isoflavonoidl genistinu,
daidzeinu, genisteinu, formononetinu (tab. 3, grafy 3-6). Z idaji v tabulce a z grafl vyplyva,
Ze tato elicitace chloridem hlinitym neni pro ovlivnéni produkce isoflavonoidli touto
explantatovou kulturou vhodnd, pouze v pripadé genistinu nejsilnéjsi koncentrace elicitoru
po 48hodinové a 168hodinové aplikaci jeho produkci stimulovala (v kontrolni kultufe nebyla
pritomnost genistinu detekovana).

Z vysledk( elicitace explantatové kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-9)
chloridem chromitym (tab. 2, graf 2) je zfejmé, Ze maximalni obsah flavonoidd (0,185 %) byl
zjistén pfi pasobeni elicitoru o koncentraci 1 umol po dobu 24 hodin, kdy doslo ke statisticky
vyznamnému zvysSeni produkce o 7 %. Nejvyssi statisticky vyznamné zvyseni produkce o 15 %

oproti kontrole lze zaznamenat aZz po 168hodinovém plsobeni nejsilnéjsi koncentrace
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100 pmol, tedy stejné jako v pripadé elicitoru chloridu hlinitého. Také u koncentraci 1 umol a
10 umol nejdelsi 168hodinova aplikace vyvolala statisticky vyznamné zvySeni produkce.
Nejslabsi koncentrace elicitoru (0,1 pmol) ve vSech sledovanych casovych intervalech
plsobila negativné.

Porovndme-li oba pouzité elicitory (chlorid hlinity a chlorid chromity), zjistime,
Ze v obou pfipadech byl nejlepsi elicitac¢ni ucinek zaznamenan po 168hodinovém plsobeni
nejsilngjsi koncentrace 100 umol, kdy doslo k statisticky vyznamnému zvysSeni produkce
oproti kontrole. V pfipadé chloridu hlinitého o 89 %, v pfipadé chloridu chromitého o 15 %.
Jako vhodnéjsi elicitor se tedy jevi chlorid hlinity.

Také v pripadé elicitace suspenzni kultury Trifolium pratense L. varieta Tempus
roztokem chloridu hlinitého je zfejmé, Ze nejvyssich hodnot obsahu flavonoidl bylo
dosaZzeno u vSech sledovanych koncentraci elicitoru po jejich nejdelsi aplikaci (168 hodin) a
bylo tak zjiSténo statisticky vyznamné zvySeni produkce oproti kontrolni kultufe. Maximalni
obsah flavonoidl (0,276%) byl zaznamenan po aplikaci koncentrace 100 pmol a
168hodinovém plsobeni elicitoru, kdy doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni produkce
0 283 % v porovnani s kontrolni kulturou. (47)

Prikladem Uspésné abiotické elicitace hlinitymi ionty muzZe byt také elicitace
explantatové kultury Rheum palmatum L., kdy po 6hodinové aplikaci 100 pmol koncentrace
chloridu hlinitého bylo zjisténo maximalni 60% zvySeni produkce anthracenovych derivatd
oproti kontrole (48). Pozitivni vliv hlinitych a kademnatych iontd na produkci sekundarnich
metabolitl byl zjistén také u explantatové kultury Ononis arvensis L., kde byla stimulovana
akumulace flavonoidu. (43, 49)

Hlinité ionty byly téZ Uspésné pouzity u suspenzni kultury Angelica archangelica L.,
a to jak na rlst bunék, tak i na produkci kumarinl v téchto bunkach. Kultury byly kultivovany
ve tmé i na svétle. NejlepSich vysledk( bylo dosazeno ve tmé pfti poutziti hlinitych iontd
koncentrace 1000 pmol. MnozZstvi kumarind se zvysSilo na 33% v médiu a 24% v burikdch
oproti kontrole. Naopak pfi kultivaci za svétla produkce kumarini nebyla ionty hliniku
zvysena. (78)

Pozitivni vliv hlinitych iontd na produkci kolchicinu byl zjistén u korenové kultury
Gloriosa Superba. Pfi pouziti koncentrace 125 mmol AICl; se zvysil intraceluldrni obsah
kolchicinG v kofenové kulture na 63%. U této kultury byly pouZity i jiné elicitory,

které dosahly téz dobrych vysledk(, napf. maximalniho uvolnéni kolchicini do média bylo
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ziskdano 10 mmol koncentraci CdCl,. Zatimco kasein, kvasinkovy extrakt a nitraty stribra
nemaji vyznamny efekt na rlst a akumulaci kolchicind v kofenové kultufe Gloriosa Superba.
(79)

Vysvétleni uvedenych vysledk(l neni jednoduché. Byly popsany rizné mechanismy,
jimiZ reaguje rostlinna burika na zvySenou koncentraci kovovych iontl ve svém prostredi.
Muze dochazet napf. ke zvySeni aktivity antioxidacnich enzym, vyssi tvorbé fytochelatind,
aminokyselin (napf. cysteinu, histidinu), organickych kyselin (napt. kyseliny citronové,
kyseliny jable¢né) ale také i sekundarnich metabolitl, ¢ehoZz by se mohlo wvyuZit

v podminkach in vitro pro stimulaci sekundarniho metabolismu. (77)
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7. Zaver

Byly sledovany chlorid hlinity a chlorid chromity jako potencialni abiotické elicitory
produkce flavonoidu a isoflavonoidl v suspenzni kultute Trifolium pratense L. (varieta DO-9).

Dosazené vysledky Ize shrnout nasledovné:

1. Nejlepsi elicitacni ucinky byly zjistény pfi plsobeni chloridu hlinitého o koncentraci
100 umol po dobu 168 hodin, kdy doslo ke statisticky vyznamnému zvysSeni produkce

flavonoidl o 89 % oproti kontrole a kdy byl stanoven nejvyssi obsah flavonoid( (0,255 %).

2. Chlorid chromity zplsobil nejvyssi, statisticky vyznamné zvySeni produkce flavonoid(

0 15 % oproti kontrole po 168hodinovém pulsobeni koncentrace 100 pmol

3.V ptipadé produkce flavonoid( byly u obou testovanych elicitor( zjistény nejvétsi elicitacni

ucinky shodné po 168hodinové aplikaci koncentrace 100 umol.

4. V pripadé produkce isoflavonoidi nebyla elicitace chloridem hlinitym Uspésna. Pouze
v pfipadé genistinu koncentrace elicitoru 100 umol po 48hodinové a 168hodinové aplikaci

jeho produkci stimulovala (v kontrolni kultufe nebyla pfitomnost genistinu detekovana).
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9. Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Farmakognosie

Kandidat: Adriana Dudova

Skolitel: PharmDr. Marie Ka$parova, PhD.

Nazev diplomové prace: Explantatova kultura Trifolium pratense L.

Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv abiotickych elicitor(i chloridu hlinitého
a chloridu chromitého na produkci flavonoidli, a u elicitoru chloridu hlinitého také
isoflavonoid(, u explantatové kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-9).

Kultury byly kultivovany pfi teploté 25 °C a svételné periodé 16 hodin svétlo/8 hodin
tma na Zivném médiu podle Gamborga s pfidavkem 2 mg.I™" 2,4-dichlorfenoxyoctové
kyseliny a 2 mg.I™ 6-benzylaminopurinu. Obsah flavonoidd byl stanoven spektrofotometricky
dle Ceského lékopisu 2009. Obsah isoflavonoidd byl stanoven metodou HPLC.

Z vysledk( elicitace suspenzni kultury Trifolium pratense L. chloridem hlinitym a
chloridem chromitym je zfejmé, Ze maximalni zvysSeni produkce flavonoid(i oproti kontrole
vyvolala v obou pfipadech168hodinova aplikace koncentrace 100 pumol.

Byl sledovan také obsah isoflavonoidi genistinu, daidzeinu, genisteinu,
formononetinu pfi elicitaci explantatové kultury Trifolium pratense L. (varieta DO-9)
chloridem hlinitym. Tento elicitor nevykazuje pfiznivy vliv plsobeni na produkci
isoflavonoidli explantatovou kulturou, pouze v ptipadé genistinu nejsilnéjsi koncentrace

elicitoru 100 pumol po 48hodinové a 168hodinové aplikaci jeho produkci stimulovala.
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Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacognosy

Candidate: Adriana Dudova

Supervisor: PharmDr. Marie Kasparova, PhD.

Title of Doctoral Thesis: Explant Culture of Trifolium pratense L.

The objective of this thesis was to observe the effect of the abiotic elicitors
of aluminium chloride and chromium chloride on the production of flavonoids, as well
as the effect of the aluminium chloride elicitor on the production of isoflavonoids
in the Trifolium pratense L. exulant culture (variety DO-9).

The cultures were cultivated in the Gamborg nutrient media with the addition
of 2mg.I”" of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and 2 mg.l™ of 6-benzylaminopurine,
at the temperature of 25 °C, 16-hr light/8-hr dark period. The quantity of flavonoids was
determined spectrophotometrically according to the Czech Pharmacopoeia 2009.
The quantity of isoflavonoids was determined using HPLC.

The results of the elicitation of the Trifolium pratense L. suspension culture
with aluminium chloride and chromium chloride show that the maximum increase
in the flavonoid production compared to the control culture was evoked by the application
of a 100 umol concentration over a 168-hr period in both cases.

During elicitatiton of the Trifolium pratense L. exulant culture (variety DO-9)
with aluminium chloride, quantities of isoflavonoids genistin, daidzein, genistein and
formononetin were determined using HPLC. The elicitor did not display any positive effect
on isoflavonoid production and was therefore declared unsuitable for this particular
elicitation, only in the case of genistin, its production was stimulated by the highest

concentration of the elicitor 100 umol after a 48-hr and 168-hr application.
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