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Nazev diplomové praceVliv elicitace na produkci suspenzni kulturgifolium pratense..

Produkce sekundarnich metabbliv suspenzni kultie Trifolium pratenseL. (jetel
lu¢ni) je nizkd, a proto je snaha ji zvySit pomoctitdice. Elicitace je metoda vyuZzivajici
obrannych mechanidimrostlin ke zvySeni produkce sekundarnich metabaitostlinach i
v kulturachin vitro. K endogennim signalnim latkdm rostlinnych obrarmgeakci pat také
kyselina jasmonova, jeji prekurzory a derivaty. ippd exogenni aplikace mohouigobit
také jako elicitory.

V této diplomové préaci byl sledovan vliv kyselilgsmonové a vliv kyseliny jasmonové
v kombinaci s vapenatymi ionty a verapamilem nadpkai flavonoidi a isoflavonoid

suspenzni kulturotirifolium pratense..

Kultura byla kultivovana § teplo& 25°C a swtelné period 16 hodin s¥étlo / 8 hodin
tma na Zivném médiu podle Gamborgaisigvkem 2 mgt 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny
a 2 mgl 6-benzylaminopurinu. Stanoveni obsahu flavofoidylo provedeno
spektrofotometricky podl€ L 2009 a stanoveni isoflavongidHPLC metodou. Nejlepsi
elicitatni &inek kyseliny jasmonové byl zj&t po 24hodinové aplikaci koncentrace
500 umol. Maximalni stimulace elicitace extracelifi vapenatymi ionty se nejvice
projevila po 24hodinové aplikaci chloridu vapenatét koncentraci 10 mmol. fidani

verapamilu snizilo produkci sledovanych metaliatiblokovanim vapnikového kanalu.



Abstract

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

Candidate: Marie Zago6rova

Supervisor: PharmDr. Marie KaSparova, Ph.D.

Title of Thesis: The Influence of Elicitation on the Production ®fispension Culture of

Trifolium pratensd..

The production of secondary metabolites inThé&lium pratensd.. suspension culture
(red clover) is low and therefore there was amgtteto increase it by elicitation. Elicitation
is a method making use of protective mechanismplarits to increase the production of
secondary metabolites in plants anditro cultures. The jasmonic acid and its precursors and
derivates are some of the endogeneous signal siglstaf the plants’ defensive responses. In

the exogenic application case, they may also fands elicitors.

This diploma thesis examined the effect of jasmaid and the effect of jasmonic acid
in combination with calcium ions and verapamil dre tproduction of flavonoids and
isoflavonoids by thdrifolium pratensel. suspension culture. The culture was cultivated
Gamborg medium to which 2 md.lof 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and 2 ritgdf
6-benzylaminopurine were added, at the temperaifti25°C, 16-hr light/8-hr dark period.
The flavonoids were determined spectrophotometyicahccording to the Czech
Pharmacopoeia 2009 and the isoflavonoids by theGHiethod. The best elicitation effect of
the jasmonic acid was observed after the 24-hoplicgtion of the 500 pmol concentration.
The stimulation of elicitation with extracellulaglcium ions mostly took effect after the
24-hour application of the 10 mmol concentrationCGa An application of verapamil
decreased production of secondary metabolitesdikislg calcium channels.



.Prohlasuji, Ze tato prace je myniydnim autorskym dilem. VeSkera literatura a dalSi
zdroje, z nichZ jsemipzpracovanicerpala, jsou uvedeny v seznamu pouZzité literatuvy a

pracifadre citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jinéhbastejného titulu.”



Uvodem své diplomové prace bych&atpodtkovat PharmDr. Marii Kasparové, Ph.D.

za vedeni, cenné rady, podporu a pomoc v celéi®lpu jejiho zpracovani.



OBSAH

I U1 V7o T IS SRR 1
P O 1 o] = Lo = PR SRPTPP 2
B T EOTEUCKE AST ..ot e e e 3

3.1 Jetel ldni (Trifolium pratense L., Fabaceae)........comeeeeeeeeeiiieieiiiininnnnnn 3

3.1.1 Botanicky popis rostliny..........cooiiieeeeeeiiii e 3
I B 11 Y, T 4
10 IR T © To 1T |V PPEUUPPRRRPPRN 5
G700 0 S < = W o To 1 4 | [ [ (o o | USSR 5
3.1.5 ObSANOVE AtKY .......ccoeeeeeeeiii e e e 6
3.1.5. 1 FlaVoNOIdY .....coooiiiiiiiiiiiiii s s e e e e e e e e e e e eeeeeeebaane s nnanarnnne 6
3.1.5.2  1SOflavonOidy .......cccoiiiiiiiiiiiiiiemee e 9
3.1.6 Fytoestrogeny vdBeé menopauzalniho syndromu ..............coovvveeeeees 12
3.2 Explantatové Kultury rostlin ............oeeeeeeriieeeieiiccieee e 14
3.2.1  UVOd @ NISTOMIE .....ceveveeeeeieee et eeme e e et eneeneans 14
3.2.2  CharakteriStKa . .......uuuuieiee e eeeeeetiiiee e 15
3.2.3  ZAKIadni terminy .......ccooiiiiiiiiiiiceemme s e e e e e e e 15
T A | F= To | oI o] 1 ol o Y28 16
3.2.5 Kultivace rostlinnych Kultur in Vitro ... 18
3.2.5.1 MnozZeni NEPMOU OrganOgENEZi .........ceeveiiiiiiiiiiiiaerraaaeeeeeeaeeeaeaans 18
3.2.5.2 BURCNE SUSPENZNT KUIUIY ....cevveiiiiiiiiee e 19
3.2.5.3 Kultiv&ni média pro suspenzni KUltury ..............coeeeeeenniiinnnennn. 22
3.2.5.4 RIStOVE rEQUIALONY .....evveiiiiiiiiieiee e eeeeee e 24
3.2.6 Biotechnologické vyuZiti explantatovych kualtu.............ccccccevvvinnnnnnn. 26
3.2.6.1 Tvorba sekundarnich metaliolit............cccccceeeeeeiiiiiiiiiiieeeee. 26
3.2.6.2 Sleckini a rozmnoZovani rostlin............cccceeveeeeeeeeveeeieeeeeeeeeeeenes 29
3.3 ElCITACE ...t 31
G TR F0t R = [od 1 (o] Y/ 31
3.3.2 Signalni transdukce eliCitoru .........occeceevieiieeeeeeee e 32
3.3.3 Elicitace kyselinou JaSMONOVOU .........cccccreerererririniiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeennnnns 35
3.3.4 Elicitace vapenatymi iONtY .............coeeceeeerrrmmmmmniiiieeeeeeeeeeeeseeeeennnnnn 36
3.3.5 Elicitace kyselinou jasmonovou a vapenatymiy ................ccccvvvveeeee. 37

3.3.6 Elicitace verapamilem ... 38



4 EXPerimentalNEAST ..ot s 40

4.1 Pouzity material, fiistroje, PONACKY........cuvvviveeeeeeeiiiiiiiiecccivvieeeeee 40
4.1.1 ROSHINNY MALEIIAL ......cccoe e oo et e e e e e eaes 40
4.1.2 Stanoveni Zraty SUSENIM ........ ... . e e e eeeeeeeeeseereeeeennnnnnn e eas 40
4.1.3  ChemiKAlE.......cci ittt e e e e s eeeeeeas 40
4.1.4 RIStroje @ POMICKY ......ueiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e 41

5  Kultivace explantatove KUItUY...........ooiceeeeiiii e 42
5.1.1 Kultiv&ni NAdObY @ NASIIOJE ......cevvvveiiiriii e 42
5.1.2 Riprava ZIVNENO MEIA ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiie e 42

5.1.3 Podminky pasazovani a Kultivace ... eeeeeeeeeeeeneeniiiiiniciiiinnnnnnn. 43

5.2 ElCITACE ... 44
5.2.1 Riprava roZtoB €liCItOrU .........coiiiiiiieiieeiieiiieeeei e e e e e e e e e e e e e eeeeaaeeeanaees 44
5.2.2 Elicitace a o KUITUN..........oooiiiiiiiiii e 44

5.3 Stanoveni obsahu flavon@id................eeiiiiiiiei e 45
5.3.1  PrinCip StANOVENI ....coieie e eeeeeeee et 45
5.3.2 POSIUP STANOVENI ...uvviiiiiiiiee e ceceeeee s 45

5.4 Stanoveni obsahu isoflavon®id..............ccccoo oo 46
5.4.1 PriNCIP STANOVENI ...uviiiiiiiiiiiiiii ettt eeee s 46
5.4.2 POStUP STANOVENT ...uvviiiiiiiiie e eeeeeeee s eeeee s 46

5.5 Statistické VYNOANOCENI ........uueiiii i e e 48

B VYSIEAKY e e 50
6.1 TADUIKY . 50
6.2 Gl ATy i e e e e e ————————————— 54

T DISKUZE ...ttt e e e ———————— s 57

B BT e ——————————_ 61



1 UvoD

Clovék byl od samého pitku své existence nucen hledat v okoltifgok rostliny
pouzitelné jako potraviny. Mezi nimi nachazel idak, po jejichZ pouZziti se dostavilycite
acinky. Tlumily bolesti, vyvolavaly spanek nebdgobily povzbudi¢, projimaw, zvySovaly
sekreci potu apod. nebdgwobily i toxicky. Zatimco tive prevladalo pimé pouziti drog nebo
z nich zhotovenych ifpravki, pouZivaji se dnes veln#iasto izolovan&isté latky. Rada
piirodnich @innych latek se stalar@dlohou pro synteticky vyréba I&iva, ktera se pouZzivaji
jako takova, nebo dochazi k obmédm jejich struktury za daglem dosazeni vyhodjSich
terapeutickych vlastnosti. Vidledku velkého mnozZzstvitipodnich struktur, komplikované
syntézy acasove i ekonomické na&foosti, neni pimyslova vyroba u velkého mnozstvi
piirodnich latek mozné. \&thto @ipadech #stavaji I€ivé rostliny jedinym vyuZitelnym
zdrojem terapeutickydinnych latek.

Rostlinny material se pro dalSi zpracovani zisksb¢éem intaktnich rostlii z polnich
monokultur. Tyto metody maji ovSefiadu nedostatk jako je mozZnost vyskytu 8Hci,
chorob, sezoénni sklie zavislost produkce na podnebi,cpsi, teplat, swtle, pidnich a
vodnich podminkéch atd. V zavislosti gahto faktorech mize dojit ke zrindm mnoZzstvi a

ponerného zastoupeni jednotlivych rostlinnych metabolit

Tyto obtiZze vedou k hledani alternativnichigphi ziskavani rostlinnych metabdilit
Jednou z moznosti je vyuZiti biotechnologickych adetaloZzenych na kultivaci rostlinnych
burék a tkani. Jde o kultivadn vitro rostlinnych explantét kdy metabolity mohou byt
produkovany a kontrolovany za danych podminek. ikadie probiha bez zavislosti na

piirodnich podminkach, produkovana biomasa je stexilrysoce homogenni. (60, 20)

MnozZstvi &innych latek (sekundarnich metabdjiziskanych z explantatové kultury
byva bohuzel oproti intaktni rostimizsi. Jednim z efektivnich &goh1 zvySeni produkce
sekundéarnich metabalifje metoda elicitace. VyuzZiva se zde vlastnostiiroa in vitro kultur
reagovat natuzné stresové podty kaskadou obrannych reakci s naslednym zvySenim

produkce sekundarnich metabili{28)

V sowasnosti dochézi diky Sirokému spektru biologickg¢mki ke vziistu zajmu o
produkci flavonoid a isoflavonoid explantdtovymi kulturami. Vhodnym zdrojenichto

latek se jevi jetel kni (Trifolium pratensd.., Fabaceag

Problematikou vlivu elicitace kyselinou jasmonovoghloridem vapenatym a

verapamilem na explantatové kultdrgifolium pratense.. se zabyva tato diplomova prace.

1



2 CILPRACE

1. Seznameni se s metodikou kultivace a elicitastimnych tk&ovych kulturin vitro
2. Sledovani vlivu biotického elicitoru kyselinysfaonové v kombinaci s vapenatymi ionty a

verapamilem na produkci flavondic isoflavonoid kulturouTrifolium pratense..



3 TEORETICKA CAST

3.1 Jetel lueni (Trifolium pratense L., Fabaceae)

3.1.1 Botanicky popis rostliny

Jetel Ikni je vytrvala (gkdy jen kratce) bylina s dlouhymilovym rozwtvenym
kofenem sahajicim ifps 60 cm hluboko dougy. 15 — 100 cm vysokéetné lodyhy jsou
vystoupavé az poléhavé, jednoduché nebo &litlené. Povrch lodyhy jeélavé chlupaty
anebo je olysaly aZ téhlysy, casto n&ervenaly. Listy jsou tréetné, spodni dlouz@pikaté,
prostedni a horni s kratkymiapiky az téns prisedlé. Listy jsou sloZzené z obvigych az
témei okrouhlych listki 1 — 5 cm dlouhych, celokrajnych, obvykle na ligsyich, ¢asto
s Ei¢nou pilmésicitou kElavou nebaiervenohidou skvrnou. Listky jsou néztelre rapikaté,
s malo vyniklymi zilkami.

Obr. 1. Troj ¢etny list Trifolium pratense

Kvéty jetele Ieniho se usp@davaji do hlavek, které vistaji jednotli¢ nebo po dvou
zdanliv na koncich lodyh a&vi. Maji kulovity tvar a jsou &sSinou gisedlé, podefené
palisty nejhaoejSich list. Pimérnéd velikost hlavky je 2-3 cm. Kazda hlavka je slod
z 30-60 ket pramérné 16—18 mm dlouhych. Kty jsou gimé a pisedlé, gticetné, vzdy
bez listert, slozené z desetizilného kalichu, ktery j& \matce chlupaty. Karminova nebo
¢ervend (vzaonbild) koruna mé pavézu delSi ridunek i Kidla.



Obr. 2. PIné rozkvetla hlavka Trifolium pratense

Plodem jsou lusky vejcovitého tvaru, v zobanek mézeOteviraji se ¢kem. Semena
jsou nesourrné srdcovita, poékud zplos¢la, 1,5-2,0 mm dlouha, 1,2-1,5 mm Siroka, Zluta
az pisko¥ hreda. Trifolium pratensd.. kvete od k¥tna dofijna. (1,2,3,4,5)

Tafel 35.

Rotklee, Trifolium pratense.

Obr. 3. Trifolium pratense

3.1.2 Vyskyt

Trifolium pratensel. je rozSten téndi po celé Evrop, na vychod zasahuje do zapadni
Asie po Altaj, Bajkal a severni Indii. Zavleny, zdomackly a pistovany je také ve vychodni
Asii, v Severni i Jizni Americe, v Australii, naoem Zélandu a v jizni Africe. Na Novém
Zélandu a v Severni Americe zpthnTato bylina je pstovana na polich jako pice, roste na
bohatych, suchych az méwlhkych pidach, pedevsim na loukach, stranich, na polich nebo
okrajich cest a lés Je to rostlina po#nmné prizpasobiva, vybora se ji dai v nizinach, steja



jako ve vyssich nadniiskych vySkach. (1,6)

Obr. 3. yky rifolium pratese
3.1.3 Odrudy

V Ceské republice rozeznavame 3 poddri@injolium pratensel., které byvaji skdy
hodnoceny jako oddy. Jsou to:

e Trifolium pratense subsppratense (Jetel lwni pravy) — vyzna@&uje se hust
pritiskle chlupatymi lodyhami a malymi Ktenstvimi. Vyuziti této ody je
jako I&ivka a roste pouze v nizSich nadisioych vyskach.

» Trifolium pratense subsgativum(Jetel Iwni sety)- tato odiida se od ostatnich
odliSuje edevSim ficnou skvrnou na listcich a velkym denstvim
vyskytujicim se neaizdka po dvou. Jetel &mi sety pedstavuje jednu
z nejvyznamgyjSich picnin a také je vyznamny zlepSovanim kvaitgty.

« Trifolium pratense subspmericanum(Jetel Iwni americky) -odliSuje se drsh
odstale rezav chlupatymi lodyhami. Tento poddruh byl k ndm deezze
Severni Ameriky v 80. letech 19. stoleti, ale pgizde od jeho pstovani
upustilo, protoZe ho dobytek odmital. (1)

3.1.4 Shér a pouziti drogy

Jako droga se pouZivaji suSené nerozpadéénkwnlavky — Trifolium pratense flos
Cervert ¢ karminow zbarvené kstni hlavky otrhavame od kKtna do srpna na Zatku
kveteni. Hlavky musi byterstw vykvetlé, pl rozkvetlé nebo odkvetlé jsou bezcenni, p
suSeni rychle hfdnou a rozpadavaji se. Material suSime ihned deyckenkych vrstvach ve



stinu a piivanu. Susime-Ili hlavky u#le, teplota by ne#la prekrasit 35 °C. Pondr seschnuti
je u jetele 6:1. Hlavni podminkou suSeni je, aldywky Zistaly v celku a nebyly uvrisuché.

Castym pehrabavanim se totiz hlavky snadno rozpadaji a jddezcennou dt
Spravié ususSena droga si zachovavaadni barvu,ci trochu ztmavne, droga nesmi byt
ovSem rezava. Droga podléha gon¢ rychle zkaze, proto jiip uchovavani chranimered

switlem a vihkem. (7)

Jetel I¢ni ve forn® nalevu se pouziva jako antidiarhoikum. Blahoddeaky pisobi na
horni cesty dychaciipkasli a bronchitidach. Ze¥nse droga pouZziva jako kozni desinficiens

na ekzémy a hnisave rany.

Ve farmacii z&al byt pouzivan zstkem dvacatého stoleti naché Zilnich
onemockni. Estrogenni aktivita byla objevena az roku 185{ako estrogenni latky byly
identifikovany isoflavony formononetin, biochanin, aidzein a genistein. Extrakty jetele
lucniho byly testovany na obsah &nnost isoflavofi a bylo potvrzeno, Ze tyto latky maji
schopnost vazat se na estrogenové receptory \éhadgie. Jako hormonatnejaktivrejsi
latka jetele ldniho se ukazafenistein Na zaklad mnoha humannich studii a klinickych
testi byly extrakty jetele leniho dopordeny jako prevence rakoviny prsu,
kardiovaskularnich chorob a vSech ostatnich kliexdékych obtiZzi. Bylo zji&no, Ze tyto
extrakty v rekterych gipadech vyznanminsniZuji hladinu LDL cholesterolu v séru. (7,8)

3.1.5 Obsahové latky

V Trifolium pratensel. je Sirok& Skala obsahovych latek. iPanezi r¢ tiisloviny,
glykosidy (tricholin a isotricholin), flavonoidy,soflavonoidy, saponiny, organické kyseliny
(salicylova, savelova, kumarova, hroznova aj.), fenolické latlsflice, pryskyice, tanin,
bilkoviny, barviva, v listech asparagin a jiné aokyseliny. Z hlediska terapeutického uZziti
nejzajima¥jSimi latkami jsou isoflavonoidy. Meziérfadime biochanin A a formononetin, které
se vyskytuji ve ¥tSi mie, dale pak genistein, genistin, daidzein, kumé&stmonin a trifoliol.
(7,9,10)

3.15.1 Flavonoidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou velice s@hlou skupinou rostlinnych ferioh
pati mezi sekundarni rostlinné metabolity. Jsou Viirosé ¢iSi velmi rozsfeny, jedna se o ve
vodé rozpustna barviva {pdevsiméervena, modra a purpurova) zodpona za barvu kiti,

ploda a rekdy i listd. V sowasné dob je znamo vice nez 4000 flavonoidnich latek a stéle



nachazeji dalsi slégeniny. (11,12)
Chemicka struktura

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. Zakladencifgoman arylovany v poloze 2

(flavany), 3 (isoflavany) nebo 4 (neoflavany).

O
6 >
L

Obr. 4. Flavan Obr. 5. Isoflavan Obr. 6. Neoflavan

Vyskytuji se jen v rostlinnéiSi, a to nejastji flavany, fid¢eji isoflavany. Neoflavany

se vyskytuji vzacha nemaji terapeuticky vyznam.

Podle stupé oxidace pyranového kruhu se flavanstiddo nékolika skupin: flavany,
flaveny, flavanoly, flavanonoly, flavandioly, flamg, flavonoly, katechiny,
leukoanthokyanidiny a anthokyanidiny. Flavany jsopéirod hojr¢ rozSteny, v cévnatych
rostlinach. Zvlag vyznamné jsou derivaty 4—oxoflavanu — flavonyydiaoly a flavanony, a
katechinové fisloviny — derivaty flavanu. Jednotlivé flavonoidg navzajem liSi goem a
polohou hydroxylovych skupin na obou aromatickyatuzikch a napojenim cukrnebo
organickych kyselin. (13,14)

Funkce v rostlinném organizmu

Krom¢ toho, Ze flavonoidy poskytuji krasnou pigmentaeitl, plodi, semen a list
maiji také kléovou roli v signalizaci mezi rostlinami a mikrobymuzské plodnostidgkterych
druhi, v obrar jako antimikrobialni latky a ochrana proti UVieai. (13)

Biosyntéza

Aglykony flavonoidnich glykosidl jsou produkty vznikajici aima cestami vedoucimi
k syntéze aromatickych latek v biologickych systémeleden 6-uhlikovy fragment.C3 Ce
slowenin se odvozuje z acetdtového metabolismu a zigyv8juhlikovéa cast z kyseliny
Sikimové (fenylpropanoid). Jednotka-Cs, patrré ve forme kyseliny sk@icové, se spojuje se
3 molekulami acetatu za vytkeni meziproduktu z 15 C, chalkonu, &hnZ vznika potom
flavanon. Flavanony maji vztah k dalSim skupindavdhoidi, a to k flavoim, chudSim o
dva atomy vodiku.



Derivaty se tvéi zavedenim nebo odstiarim hydroxylovych skupin. Flavanonoly

vznikaji zavedenim hydroxylové skupiny do polohydghydrogenace poloh 2 a 3 vede ke

vzniku flavonoti. Glykosylace nastava v pozdnim stadiu tvorby ffenidu. (13,12)
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Biologické aktivita

Flavonoidy, pro vSestranndigpbeni na organismiasto nazyvané jako bioflavonoidy,
se v rostlinach vyskytuji &Sinou glykosida vazané, rozpu&é v burgéné $awe vakuoly.
Methoxylované derivaty jsou lipofilni a vyskytug & silicich. V Zivém rostlinném organismu

se flavonoidy patrucastni oxidéné redukenich pochod.

Terapeutické vyuZziti flavonoid je zaloZeno na jejich schopnosti normalizovat
permeabilitu kapilar, odstiiavat jejich lomivost, psobit antihemorhagicky a antiedematbsn
(P—vitaminovy @inek). Jsou inhibitory hyaluronidasy, branite$ii mikrobialnich toxit
tkdrémi, jsou proto podfrnymi prostedky @i lé¢eni infelkénich nemoci. Rkteré msobi
diureticky, roz8iuji cévy, snizuji krevni tlak. S ionty dvojmocnétépniku tvdgi komplexni
soli a brani tak sréazeni krve a zadrzuji vapnikle. tPotencuji &inek vitaminu C. Maji téz

vlastnosti choleretické, cholagogni a spasmolytické

Ucinné jsou glykosidy i aglykony. Pouzivaji sgistém stavu (rutin, hesperidirdast;i
jako drogy nebo jejich extrakty. (13)

3.1.5.2 Isoflavonoidy

Isoflavonoidy palt stejré jako flavonoidy do rozséhlé skupiny sekundarnadtlimnych
metabolifi. Funkce isoflavonoitl u rostlin je odliSnd od ulohy isoflavondidu Zivaticha.
Netyka se funkce rozmnoZovaci, ale u rostlin plmkti ochrannou a obrannou. Posiluji
imunitu rostliny, maji antioxidai vlastnosti, chrani rostlinurgd patogeny — maji vlastnosti
antiparazitarni, antivirové, antibakteridlni a fistgtické. Brani tvor® novych cév
(angiogenezi). (16)

Prirodre se vyskytujici isoflavonoidy jsou rostlinné methiyos estrogenni aktivitou a
spole&né s kumestany a lignany takiqustavuji hlavnitadu aktuald pozorovanych
fytoestroged. Isoflavonoidy jsou nejvice znamymi fytoestrogenigstrogenni &inky
isoflavonoidi byly poprvé pozorovany roku 1940 u australskycltiokteré trgly tzv.
.Jetelovou nemoci“. Ovce, které spasalyeyazrit jetelové pastviny, ty poruchami
reprodukce, abnormalni laktaci, @mami pohlavnich orgdn permanentni neplodnosti,
prolapsy uteru a velmigzkymi porody. Winky Trifolium pratensena reproduéni systém
samic jsou zndmy vice nez 60 let. Problémy tétoamémnalyzoval a ificinu uril veterin&
Henry Bennets jiz roku 1946. (8,15)

Isoflavony se primamnachazeji ¥elediFabaceaea to v s¢ji Glycine mak, araSidech



(Arachis hypogaeal.) a jeteli {Trifolium spp). Sojové boby maji vysoky obsah
formononetinu a biochaninu A. Jinymi zdroji isoftanoidi jsou olejnatd semena &echy,
nagiklad slunénicova semenaHgelianthus spp. Asteraceag a vlasské fechy (uglans
nigra, Juglandacege Vyskytuji se taky «eledichlridaceaea Euphorbiaceagale primarg

je ziskavame ze sdji a jetel&hiho.

Prirodre se vyskytujici isoflavony, které vykazuji estrogemktivitu jsou: aglykony
daidzein (4,7 — dihydroxyisoflavon) aenistein (4°,5,7 — trihydroxyisoflavon), glykosidy
daidzin a genistin a 4 -methylethery daidzeinu a genistelniochanin A a formononetin.

V rostling se tyto latky¢asto nachézi ve forrglykosidi, které khem zpracovani, izolace a
analyzy jsou chemickyi enzymaticky degradovany na aglykony. Potom cocis@ni
isoflavonoidy, daidzein a genistein jsou metabol@oy v gastrointestinalnim traktu.

Biochanin A a formononetin jsou metabolizovany eaigtein a daidzein. (8)

Typickym isoflavonoidem jetele je formononetin. Tjensice sdm o séme&inny, ale
pusobenim gevni mikroflory se postugnméni na daidzein, dihydrodaidzein a equol. Az
posledni jmenovana latka jecianym fytoestrogenem, jako takova se v jeteli tedy
nevyskytuje. Equol neni metabolizovan vSemi organistejré. Rizné zfisoby transformace

equolu mohou vysitlovat variabilni vysledky fytoestrogennich studii5,8)
Chemicka struktura

Chemicky jsou isoflavonoidy deriva8/— fenylchromanu
L

Obr. 8. Chemicka struktura 3—fenylchromanu
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RozliSujeme isoflavonoidy odvozené od 3-fenylchrama 3-fenylchromonu,
3-fenylchromenu, 2-arylbenzofuranu a flavonoidy tesienym pyranovym cyklem.
NejrozsahlejSi skupinou isoflavondigsou isoflavony (3-fenylchromony), které to nejvice

redukovanou formu isoflavonaid

Obr. 12. Formononetin Obr. 13. Biochanin A
CH
OH
HO 0
HO
CH
Obr. 14. Daidzin Obr. 15. Genistin
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Biosyntéza

Isoflavonoidy v rostlinach jsou syntetizovany v &k stejnou cestou jako flavonoidy
(viz. obr. 7. biosyntéza flavonaid str. 8), tedy kondenzaci polyacetatu a aromaticky
aminokyselin, které jsou syntetizovany biosyntaticlcestou kyseliny Sikimové. Zinych
flavanonovych meziprodukt jsou syntetizovany migraci arylu katalyzovanou yemem
2-hydroxyisoflavanonsyntazou (IFS). (17)

Biologicka aktivita

Jak jiz bylo zmigno, isoflavonoidy jsou nejvyznar§8i skupinou fytoestrogén
Fytoestrogeny jsou latkyfwodniho mivodu, které struktugha funkné napodobuji sai
estrogen a proto hraji atkzitou Ulohu v prevenci rakovin, skddch onemoceni,
menopauzalnich symptama osteoporozy. Estrogeny maji vliv na vyvoj a fowani
Zenskych i muzskych reprodirkich tkani, spravnou funkci kostry a nervového &yst, maji
kardioprotektivni dinek na kardiovaskularni systém a chra@dorakovinou tlustéhoistva a
starnutim kiZze. (8)

3.1.6 Fytoestrogeny v I€bé menopauzalniho syndromu

Obdobi perimenopauzy a postmenopauzy byva u Zgargpe fiznymi potizemi, které
se projevuji jako klimaktericky syndrom nebo es&ogdeficitni metabolicky syndrom.
K typickym priznakim klimakterického syndromu, které mohou vyznanamorsSit kvalitu
Zivota, paiti navaly horka, poruchy spanku,dmd poty, znény nalad az depresivni stavy
poruchy kognitivnich funkci. K zavaznym a dlouhgtat zdravotnim problédim po
piechodu pat pak zvySené riziko osteoporézy a kardiovaskutdrrinemoceni. K l&bé a
zmirréni t€chto obtizi je dlouhodabpouzivana hormonalni terapie. Avsak i ta ma swéyi
a po zveéejreéni vysledk rozsahlych studii WHI (The Women’s Health Inicia)i a
The Million Women Study, se stale vice poukazujenmaZnd rizika hormonalni terapie.
Fytoestrogeny takipdstavuji mozZnou alternativu k tét@hé. Uziti fytoestrogefi je mozné i
ve fertiinim obdobi k Uprav menstruaniho cyklu, ovlivieni primarni dysmenorhey,

mastodyni&i premenstruéniho syndromu.

Struktura a velikost molekuly podobné endogennitrogerim umo#iuji exogennim
estrogefm rizné interakce s estrogennimi receptory (ER). Pokitgnosti niize byt &inek
fytoestroged agonisticky nebo antagonisticky. Afinita fytoegiemi kalfa i beta
estrogenovym recepiin (ERx i ERB) je aZz na vyjimky 100 — 1000x nizSi nez afinita
17p-estradiolu. Fytoestrogeny obsazufeyazr ERB, jejichZz exprese je vySSi napy cévni
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sttng, kostech, CNS i ledvinach. Agonistickyigek fytoestrogein na ERB spolu se slabou
vazbou na ER ma iznivy inek na kost, kardiovaskularni systém, lipidovy abetizmus
a rakovinu prsu. (16,18,19)

OH

HO

Estradiol Genistein
Obr. 16. Porovnani struktur endogennich a exogennificestrogeni

R4

Existuje rekolik trid fytoestrogefr: steroidni estrogeny, rozéigjSi fenolické
estrogeny, isoflavony, ligniny, kumestany, antraohiy, chalkony, flavony, prenylflavonoidy
a saponiny. Fkladen steroidniho estrogenu je estron, ktery aeha&zi v pal@ Elaeis
guineensis nebof-sitosterol nalezeny veétsing rostlin. Pro efektivni vazbu na receptor je
dulezity aromaticky kruh a hydroxylova skupina. K s&zna receptor jsou itezité takeé
sterické a hydrofobni vlastnosti latky, stejpjako vodikova vazba mezi fenolickou
hydroxylovou skupinou a vazebnym mistem recept@azdilnost aktivity jednotlivych latek
mohou byt dany prav odliSnostmi v chemické strukil V nékterych gipadech se

fytoestrogeny stanou aktivnimi latkami az po melizboi v ZivatiSném organismu. (8)

Vyzkum v oblasti fytoestrogeéin dramaticky vzrostl zejména v poslednichkolika
letech,cemuz odpovida mnozZstvi publikaci tykajicich se mrablematiky. Nicmé& mnoho
otazek aAstava stale newgsSeno. Vyzkum je nutné zéfit zejména na hodnoceni beZpesti
fytoestroge na lidsky organizmus, pro&nych a Skodlivych davek, rozdilu v reakci na
fytoestrogeny v zavislosti na pohlavi, rozdilu meéznymi skupinami fytoestrogéna
lékovych interakci s jinymi Iéky nebo potravnimi plitky. Vzhledem ktomu, Ze
fytoestrogeny jsou furike i strukturré velmi niznoroda skupina latek, je jejich biologicka
aktivita také #iznoroda, a proto sethou vyskytovat i takové dinky, které nejsou zatim
prostudovany. ¥tSina &chto &inkd je pro naSe zdravi prosn4, ale byly pozorovany i
nezadouci &inky a proto je pdatbny dalSi vyzkum k potvrzenéchto zjiStni. Estrogenni
sloweniny a jejich dinky jsou komplexni acasto i druho¥ specifické. Slozitost

fytoestrogeid naznéuje, Ze interpretace je nutné provest s opatrn@ti.
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3.2 Explantatové kultury rostlin

3.2.1 Uvod a historie

Rada rostlinnych latek je prdovéka nenahraditelna jako farmaka a poZzadavky na tyto
latky rychle stoupaji. Proto krafrzenedélské produkce jsou igdem zajmu jiné alternativni
zdroje. Jednim zthto alternativnich zdrdj je technika explantatovych kultur rostlin.
Rostliny musime stale &St povazovat za dosud malo prozkoumanou zasobarnu

farmaceutickych latek. (20)

Kultury rostlinnych explantétin vitro datuji swj vznik praci Haberlandtovou (1902).
Jeho znénd autorita ovlivnila na po#énné dlouhou dobu pgateEni vyvoj: negativni vysledky
Haberlandtovych pokuskultivovat vysoce diferencované iiky na médiich nepostajiciho
sloZzeni a za neaxenickych podminek bohuzel nevggp nasledovniky k drastickym
zménam materialu, médii a podminek kultivace, nybrbpak k celéfadk neusgsSnych
modifikaci jeho pokus Teprve volba meristematickych hikn misto bugk vysoce
diferencovanych dala pozitivni vysledky: prvni Hégan (1904) a az dlouho p@&m dalSi
(Dietrich 1924, Turkey 1933, La Rue 1936) &¢@mpg kultivovali rostlinna embrya.
La Rue (1936) dosahl jako prvni vyznamnéhocdbp tim, Ze fi kultivaci jiné ¢asti rostliny
— vegetaniho vrcholu — ziskal vyhony i keny. Nemé& vyznamného uUsgghu dosahl
White (1936) tim, Ze ziskal dlouhodblbostouci kulturu izolovanych kenovych Spiek.
Rozhodujicich vysledk dosahli nezéavisle na sbbtii autdi: Nobécourt (1937),
Gautheret (1938) a White (1939). Prvnimémha se poddlo volbou vhodného materialu
(pletiva &astniciho se na hojivych procesech v rostlin situ — kambia) dosahnout
neomeze# rostoucich kalusovych kultur, odvozenych z ex@tintmrkve. Teeti z nich,
White, dosahl neomezenéhaistu tumorového pletiva z lodyznich segniertybrida
Nicotiana glaucax N. langsdorfii Pracemi d&chto autoii byl splrén zakladni pozadavek
kladeny na kulturu expantétin vitro, totiz dosazentaso¥ neomezenéhoustu. Bshem
pomérné dlouhého obdobi, které nasledovalo, byly realingvéexplantatové Kkultury
nejrozmanigjSich rostlinnych druln a pletiv. Vtomto obdobi byla uskdt&na rozsahla
prace, tykajici se zji®vani optimalnich slozeni médii co do anorganickéganické slozky.
K dalSim objeum jiz z poz@jSi doby pat ziskavani haploiil cestou kultivace praSnikin
vitro a zisk&vani rostlinnych protoplastestou enzymatického rozruseni &tmé sény. (21)

Explantatové kultury se vyuzivaji jakiglecheni rostlin, tak pi produkci rostlinnych
metabolifi. (20)
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3.2.2 Charakteristika

Pojem ,kultura rostlinnych explantatin vitro® (explantatova kultura) znamena
aseptickou kultivaci izolovanycéasti rostlin za uglych podminek. V praxi experimentu to
znamena oddit ze sterilré nagstované nebo povrché\sterilizované rostliny éitou ¢ast,

umistit ji do sterilniho prostoru a kultivovat zec@¢i méns definovanych podminek. (21)

Hlavni vyhodou explantatovych kultur je, Ze lze ullodolg a v pongrné malém
prostoru kultivovat velké populace hiky a z kazdé Ize vystovat novou plnohodnotnou
rostlinu. Explantatové kultury umadji téZ konzervovat genetickou stabilitu materi@u
vyuzit metod genového inzenyrstvi ve Sl€aht rostlin. Vegetativni mnoZeni rostlin
v explantatovych kulturach je mozné ditgtipotenci rostlinné buiky, coz znamena, Ze i
diferencované rostlinné hky obsahuji veSkery geneticky material iietiny pro regeneraci

celé rostliny. (20)

3.2.3 Zakladni terminy

Explantatové kultury — rizné typyin vitro kultivovanych orgéf vynatych z rostlin,

jejich ¢asti, meristematickych pletiv, béky protoplast a kalus

Kultivace in vitro — pistovani v podminkach co nejupjndefinovatelnych po strance
chemické i fyzikalni, zabraujici nezadouci kontaminaci cizorodymi Zivymi organy a

bunkami
Intaktni rostlina — pivodni rostlina pstovana v firozenych podminkach
Primarni explantat — rostlinny explantat odebranyimo z intaktni rostliny
Primarni kultura — kultura primarnich explantat

Subkultivace, pasazovani- prenos celé kultury nebo jejasti docerstvé Zivné fdy
s cilem obnovit, zachovéit zesilit rist po dalSi subkultivii interval

Subkultivaéni inerval — doba mezi jednotlivymiipsazenimi

Kalus — neorganizované pletivo, vznikbnnosti sekundarnich meristérpo porasni
rostliny, v geneseném slova smyslu pletivo proliferujici na pbur nenadorovych

primarnich explantét které jsou schopny proliferace

Totipotence — schopnost hiky vytvorit jakykoliv typ buiky, ktery se v organizmu
vyskytuje. Kazda totipotentni Bka obsahuje kompletni genetickou informaci pro cely

organizmus a ma tuto jediéreou schopnost diferenciace.
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3.2.4 Zakladni principy

Zakladem rostlinného organizmu, vznikajiciho pohiav rozmnozovanim, je jedna
buinka — zygota, ktera vznikne oplozenim va@ buiky buikou spermatickou. Zygota
obsahuje v jéie kompletni genetickou informaci a v cytoplazmechanizmy umaiijici
realizaci této informace. Zygota je totipotentnimitoticky se d@li. Procesem mitotického
déleni vznikaji dcé&né buiky, které se dale vyvijeji a dochazi k jejich défieciaci. Stavaji se

stavebnimi jednotkami specializovanych pletiv.

Moznost vegetativniho mnoZeni rostlin vSak ukazuje, rostlinné biiky touto
diferenciaci nijak nedegeneruji, ale zZe jsou schiafediferenciace a ¢mého d@leni. Buiky
diferencovanych pletiv se totiz ve své genetickbaw neliSi od busk meristematickych.
Proces diferenciace je totiz zaloZzen na tzv. di@re genoveé aktivit, kdy se specializace

bunky vytvéri na zaklad aktivacegi inaktivace uéitych geri piislusného rostlinného druhu.

V rostlinném organizmu je tedy totipotentni nejeigata a meristematické bka, ale i
kterakoli jina rostlinna bitka. Zménou podminek, ve kterych se specializovana rostlinn
buika nachazi, je mozné v mnohychigadech vyvolat dediferenciaci a neorganizovatsf. r
Teoreticky je jakékoliv pletivo obsahujici buiky s funkénim jadrem vhodné pro

odvozeni explantatove kultury.

Ve svém principu zahrnuji rostlinné explantatovéy izolaci burek, pletiv a orgat
a jejich kultivaci ve sterilnich podminkaéfzeného progedi (definovana kultivani média,
teplota, vihkost, kvalita a kvantita &la). Vegeténi vrcholy, postranni pupenyasti stonk,
listt, korene, reprodudni ¢asti jako mikrospory, vajka, embrya, semena nebo spory, jakoz i
jednotlivé butky a protoplasty mohou byt kratkodolkultivovany in vitro a za ugitych
podminek dogstovany v nové rostliny. To umidje uskuténéni cyklu rostlina — explantat —

kulturain vitro — organogeneze nebo embryogeneze — intaktnimas{®3,22)
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Obr. 17. Prehled procesu explantatovych kultur

Diferenciace rostlirn vitro probiha v &hto tiznych systémech:

organizované struktury — meristémy a zygoticka sfabpr

diferencovana pletiva resp. komplexy pletiv,

pletiva na izném stupni dediferenciace, zejména ve fokalusu,

izolované biiky a protoplasty. (24)

Jednou z moznych oblasti vyuZiti explantatovitaltur je vegetativni mnoZeni rostlin

metodou tkaovych kultur, které se nazyvaikropropagace.
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Obr. 18. Metody mikropropagace rostlin podle Georgea Sherringtona, 1984
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Metody teoreticky pouZzitelné k mikropropagaci jdgto (viz obr. 18.):
* mnozeni rostlin indukci tvorby piiyiz axilarnich (4zlabnich) pupén
» tvorba adventnich pr§itnebo adventnich somatickych embryidbu

o primou morfogenezi,ipkteré vySe uvedené struktury vznikafirpo na

¢astech orgadhnebo pletiv

0 neprimou morfogenezi, kdy uvedené struktury vznikaji xalusového

pletiva nebo v suspenzni kultée. (23,25)

3.2.5 Kultivace rostlinnych kultur in vitro

Tato kapitola se zabyva posledni z uvedenych metotbZzeni a to népmou

morfogenezi neboli takgeprimou organogenezi

3.25.1 MnoZeni negfimou organogenezi

Tato metoda je charakteristickd vznikem iéi, stonki, pop. celych rostlin
Z neorganizovaného kalusového pletiva. Protoze dytdny nevznikaji zijvodniho pletiva
mateské rostliny, oznéuje se tato organogeneze jakepiima. MnozZeni probiha vakolika

etapach:
a) Odvozeni kalusu

Kalus gredstavuje soubor nediferencovanych dur) tSiny dvou@loznych bylin je
mozné odvodit kalus Ziznych explantdit jako nap. ze segmentu ligt stonki, koreni,
kouski zasobnich orgdn vzrostnych vrchdl, embryi atd. U jednadbZnych je vykr pletiv
vhodnych k odvozeni kalusu menSi. Je mozné poumfirng, velmi mladé listy, nodalni

segmenty stonk pog. kvétni zaklady. JestproblemattejSi je odvozeni kalusu uevin.

Obr. 19. Kalus

Rast kalusu je ve &sSingé pripadi indukovan umisnim explantatu na médium
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s relativie  vysokou koncentraci auxinu (1-10 mg/l) #tpmnosti nizSi koncentrace
cytokininu. Kalus miaze byt pouzit k odvozeni suspenzni kultury v tekutd médiu jeho

umisténim na trepatku.

Hlavni vyhodou suspenznich kultur je velmi rychlgtrburgk, coz je zjfisobeno jejich
lepSim kontaktem s Zzivnym médiem. Z hlediska mikoppgace rostlin je nevyhodné, zZe
kalusova kultura s opakovanymi pasazemi ztraci ogerini schopnost a stoupa u ni

pravdEpodobnost genetickych zim.
b) Organogeneze v kalusoveé kiiéu

Vytvoreny kalus resp. lilky suspenzni kultury jsoui@neseny na médium s nizsi
koncentraci auxinu a dochazi k vyteai organovych zaklaéd Vyznamna je fedevsim
produkce pryi, protoze keeny, které v kalusové kultel vznikaji, nemaji &Sinou vaskularni
spojeni s pryty. Protdasto musi nasledovatti faze — zaki@iovani. Je realizovana tiwe
sterilnich podminkach, nebo jsou pryty po aplikacxinu na jejich bazi ieneseny do
nesterilniho substratu. (23, 25)

3.25.2 Buné¢né suspenzni kultury

Bunééné suspenzni kultury rostlirigrdstavuji relativihomogenni populaci bgk nebo
malych bugcnych agregdit, které jsou kultivovany v pohybujicim se tekutémmzm meédiu.
Pouziti tekutych médii umaéaje buikdm suspenzeijmy kontakt s Zivnym médiem, takze
jeho jednotlivé slozky jsou jim rychletigtupné. Snadnyifstup Zivin a dobra vygma

dychacich plyf v pohybujicim se médiu umidje velmi rychly fist burgéné suspenze.

Bunécné kultury se hoj vyuZivaji jako modelovy systémfipstudiu proces
sekundarniho metabolismy indukci enzyni, genové exprese a jako vychozi material pro
piipravu enzyn. VétSina bugcnych suspenzi v bikdch neobsahuje karotenoidy a chlorofyl,
coz je z hlediska izolace enzyma sekundarnich metabdlitvelmi vyhodné. Bu&né
suspenzni kultury se také vyuZzivaji jako vychozitanid pro mutani Slechéni rostlin a

k produkci somatickych embryi.

Idedlni bukcna suspenze je morfologicky a biochemicky homogehiidlouhodobé
kultivaci se vSak buftnd suspenze stava zna heterogenni. Heterogenita jeuspbena
genetickymi zminami, které jsou v suspenznich kulturach powh casté. Ve staré bgdné
suspenzi je mozné napkrone tvorby buré¢nych agregdt pozorovat i tvorbu protahlych

vakuolizovanych butk, které se neii.
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Metody kultivace bunéénych suspenzi

Pro ziskani suspenzni kultury jétSinou nezbytné nejprve odvodit kalusové pletivo.
Suspenze se snadno odvozuje z rozpadavého kalesupdny je kalus kompaktni. Kousky
kalusu jsou potom kultivovany na tekutém médiu bepd&ce nebo rolleru. K ziskani
jednobur¢né suspenze se musi rostouci kultura pravidéilirovat pres sitka o znamé
velikosti pon.

Ke kultivaci burg¢nych suspenzi se pouzivajzné kultiv&ni systémy. Pro vSechny je
spole&né pouzivani tekutych zivnych meédii, ktera se poifiydl?ohybem meédia se dosahuje
jeho aerace, zajiije se lepsi iistup Zivin k jednotlivym biikam a napomaha se rozpadu
buréénych shluki, které vznikaji fi déleni burgk. Pohyb média je zajidvan umistnim
kultivacnich nadob (nap 100-500 ml Erlenmeyerovy bley) na roller (v Sikmé rovi& se
ot&ejici plocha) nebo nadpaku (pohyb badk v horizontalni rovid). Paiet ot&ek rolleru
je v zavislosti na zézeni 1-10 otéek za minutu a uie¢paky je to 30-150 ot/min i
amplituce vykyvu 2-5 cm. B pouZiti rolleru se mechanické separaci #dumapomaha
specialni upravou kultivmich bagk (maji tizné vystupky). R kultivaci na rolleru nebo

trepace se kultivani nadoby nagiuji médiem pouze z jednétny az jedn&tvrtiny.

Pro kontinudlni kultivace bwtinych suspenzi se pouZzivajizné typy bioreaktdr.
Pohyb média je zde zajdvan bu’ michadlem, nebo probublavanim sterilniho vzduchu.
NejmoderrjSi bioreaktory maji mnoho automatickych piykkteré zajiguji stalé slozeni
Zivného roztoku, stalou hustotu kiné suspenze {pbytek biomasy je odvéd
z bioreaktoru), regulaci pH, stalou koncentracinflyumoziuji monitorovani #istu bugcné
kultury atd. Netastji pouzivana kapacita bioreaktopro rostlinné buné suspenze je 5-10
litr .

Rist a pasazovani suspenznich kultur

Rast burécné suspenze v uzéném systéemu — &ni se podminky kultivace (slozeni
média, hustota butiné suspenze atd.) Ize charakterizovat téstovou Kivkou. Ristovou
kiivku je mozné ziskat tak, Ze se graficky znazor@dvisdost rkteré z fistovych

charakteristik suspenze (PCs&rstva hmotnost, @get burgk, susina atd.) néase.
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log N stacionarni faze

Ubytek

lag

Obr. 20. Riistova kfivka bunééné suspenze.

Rast buré¢né suspenze je v porovnaniastem kalusu na pevném médiu mnohem
rychlejSi. Rychly #ist burgk zpisobuje rychlé otkrpavani zivin z kultivéniho média a
k zajiSeéni stalého idstu je proto nutné bétiné suspenze paimé ¢asto pasazovat na

gerstvém médiu.

Pasazovani je nutné prowéitha konci exponencialni fazéstu, ktera je charakteristicka
aktivnim ctlenim a fistem bugk. V exponencialni fazi nenéist burgk limitovan exogennimi

faktory. Exponencialni fazéistu je jednou z faziistové Kivky (v grafu ozn&enalog).

Pribéh kiivky je charakteristicky pomalym astem buicné suspenzeésnd po
naatkovani (ag faze), velmi intenzivnim nastem vexponencialni fazia poklesem padp
aplnym zastavenimistu vestacionarni fazi. Rist burgk ve stacionarni fazi je predevsim

limitovan nedostatkem Zivin, které byly dgrpany z média v jibéhu exponenciélnihaistu.

Délka doby mezi zaloZzenim bgimé kultury a stacionarni fazi zalezi nakolika
faktorech: na p&ateeni hustot suspenze, deébtrvani lag faze austové rychlosti butné
linie (délce buacného cyklu). Obvykle se gateini hustota bukné suspenze pohybuje mezi
0,5-2,5.18 bunsk/ml. Tato hustota seied nastupem stacionarni faze zvysi na 1%.10
burgk/ml. Tento néilist patu burék odpovida 4-6 &éenim kazdé bitky inokula. Pimérna
inkubaini doba je potom 18-25 dni. Jestlize s&kyudeli velmi aktivre, inkubani doba se

zkracuje na 6-9 dni.

Pri pouziti velmi nizké peateini hustoty busk dochazi k prodlouzeni lag faze a
exponencialni faze. Pro klasicka syntetick& méeliag kritickou poatesni hustotu suspenze
povaZzovana hustota 9-15*1Bursk/ml. Rist buréiné suspenze jefipjeji malé p&atesni
hustot mozné stimulovat jejim ,kontaktem® s kulturou o seké hustat burgk resp.

s metabolity, které intenzi¢rse @lici bunky uvoliuji do okolniho média (tz\kondiciované

médium). Aktivné se dlici buiky totiz produkuji doposud nedefinované substakteré
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stimuluji rist okolnich busk.

PasaZzovani b@tiné suspenze se provadi tak, Ze se suspenze ogujgifee zkumavce
pii 200-1000xg (5 minut), supernatant se odpipetugedimentované lilky se resuspendu;ji
v Zzivném roztoku. Nova suspenze se sceds sterilni sitko (velikost pdr250 pum), aby se
odstranily velké butné agregaty, a stanovi se¢pbburgk v 1 ml suspenze. Suspenze se
potom rozpipetuje v ditém objemu (podle ptu burgk v inokulu) do bask s kultivanim
meédiem. (23)

3.2.5.3 Kultiva ¢ni média pro suspenzni kultury

viv s

kulturach rostlin jeslozeni kultivatniho media

Média pouzivana jak pro kultivaci beky tak rostlinnych pletiwi organi obsahuji
obvykle nésledujici sloZzkymakroelementy, mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny
nebodalSi zdroj organického dusiky sacharid(y), dalSi nedefinované organické slozky

zpewuiujici latku ardastove regulatory.

Existuje celarada médii pouzivanych praizné druhy rostlin a proiené &ely
kultivace. Mezi negjasgji pouzivanda média pit média, ktera popsali White (1963),
Murashige and Skoog (MS, 1962), Gamborg et al. (B%8), Gautheret (1942), Shenk and
Hildebrant (SH, 1968), Nitsch and Nitsch (1969)layd and McCown (1981). Media MS,
SH a B5 jsou charakteristicka vysokym obsahem ne&moend, zatimco ostatni média

obsahuji makroelemanpodstats mere.

Makroelementy

s

Makroelementy dodavané do kultdrach médii zahrnuji Sest n@jdzit¢jSich prvki:
dusik, fosfor, draslik, vapnik, hoi¢ik a siru. Optimalni koncentrace kazdého prvku pro

dosaZeni maximalnfistove rychlosti je zrié zavisla na rostlinném druhu.

Dusik se do média obvykle dodava ve férmitrati a amonnych soli. Kultivani

médium by ndlo obsahovat finejmensim 25-60 mM anorganického dusiku.
Mikroelementy

Mezi mikroelementy nezbytné prést tk&ovych kultur rostlin pat Zelezq mangan
zinek, bér, méd® a molybden. Do médii se takéshdy dodava kobalt, j6d, sodik a chlér, ale

nemusi byt protst explantatové kultury nezbytné.
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Zdroj uhliku

Jako nejasgjSi zdroj uhliku a energie je pouzivasachardza V nékterych gfipadech

je mozné sachar6zu nahradit glukozotruktozou.
Vitaminy

Vitaminy jsou pro rostlinu nezbytné jako katalyzgttady metabolickych procésPro
rostlinné buiky a pletiva kultivovanéin vitro mohou byt gkteré vitaminy limitujicim
faktorem jejich @istu. Mezi vitaminy n€psgji pouzivané v zivnych médiich gathiamin,

kyselina nikotinova, pyridoxin amyo-inositol.

Thiamin je pro st tk&ovych kultur nepostradatelnych na rozdil od ostétnMyo-
inositol se vyskytuje ve&sine zivnych médii. Jedné se o disacharid, ktery nerbysipro
rast explantat nezbytny, ale riwe tento #ist stimulovat. Redpoklada se jehaiast na tvorb

fosfoinositidi a fosfatidylinositolu, které hraji roli v b&&ném dleni.
Aminokyseliny a dalSi zdroje organického dusiku

Aminokyseliny se dodavaji do Zivnych médiedevsim v fipact kultivace bugénych
suspenzi a protopldstAminokyseliny slouzi bitkam jako bezprostdni zdroj dusiku nebo
mohou byt pimo vyuzZivany k syntéze proté&inDusik se v organické foRmdodava do
Zivnych médii nejastji ve smési aminokyselin (nag. kasein hydrolyzat). Velméasto se
pouziva také.-glutamin, L-asparagin, glycin aadenin.

Nedefinované organickeé slozky médii

Rast explantatové kultury je mozné také stimulovatdgnim celérady organickych
extrakta jako nap. protein hydrolyzatu, kokosového mléka, kvésgho extraktu, sladového
extraktu, extraktu z bannpomeragové ¢i rajéatové gavy. Z divodu jejich nedefinovaného
slozeni, je lepSi pokud mozno jejich pouziti vyrechNefastji pouzivany je protein

(kasein) hydrolyzatakokosové mléko

Do médii se také akdy dodavaaktivni uhli, které niize mit jak stimuléni, tak
inhibi¢ni efekt na st explantdt. Ma fi zakladni funkce v Zivném meédiu: absorpce latek
inhibujicich kist, absorpceistovych regulatdr a ztmavnuti meédia.
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Latky pouZivané pro zpevréni média

Nejcasgji se pouziva pro ifpravu tuhych médiiagar. Je stabilni P teplotach
uzivanych pro kultivaci. Tuhost agarového gelu jezné regulovat pouzitou koncentraci

agaru, druhem agaru a pH média.

Vedle agaru je mozné pouzivat ke zpminmédia také agardzu, Phytagel a Gerlite,
které gedstavuji synteticke latky.

V piipac, Ze neni pouzito pevné medium, je mozné explanfatyvat® na mastcich
z filtracniho papiru, polyuretanov&me, ¢edicove vat (rockwool), perforovaném celofanu
atd. (23)

Riustové regulatory

O této skupin latek bude pojednano v nasledujici kapitole.

3.25.4 Rustové regulatory

Vyznamnou sotasti kultiva&nich médii explantatovych kultur jsofistové regulatory.
Rastové regulatory pouzivané v kultirdach médiich je mozné ro&it do ¢ty zakladnich

skupin: auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselinbsgisova.

Dukaz existence usstovych latek provedl Went (1926) na koleoptili afity obal
zarodku jedno&loZznych rostlin, chranici prvotni vzrostny vrchallav, kterd spiuje
podminky pokusu, protozZe je sloZzena ze stejnyckekyuounky jsou schopné intenzivniho
rastu a burcéné dleni v nich neprobiha. Z pokusu vyplynul 2Z8v Ze existuje latka
podporujici fist burgk, tvorici se ve vrcholu koleoptile, pronikajici bazipatala tim
podporujici @ist subapikalnich, sdnich a bazalnich oblasti koleoptileud@ difundovat do
agaru a odtud do dekapitovaného pahylu koleopRlehyb této latky je dan polaritou

parenchymatickych bk koleoptile. (26)

Ristové regulétory seétl na latky misobici pozitive na fist (stimulatory) a latky
pusobici negativéina fist (inhibitory).

Latky p asobici pozitivré na rast
AUXINY

Mezi auxiny pouZzivané v tkévych kulturdch rostlin p#t predevSim kyselina
indolyloctovad (IAA), kyselina indolylmaselnd (IBA), kyselina dichlorfenoxyoctova

(2,4-D) akyselina naftyloctova (NAA). IAA piedstavujeprirozeny auxin, ostatni jsou latky
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syntetické Ruzné druhy auxith maji miznou fyziologickou aktivitu, pohybuji seiznou
rychlosti pletivy, jsou vazany na jiné receptorobéinky a jsou jinym zpsobem
metabolisovany. Auxiny jsou v kultigaim médiu pouzivanyipdevsim za delem stimulu
rastu kalusu a burgk, v rékterych gipadech kindukci tvorby prita zejména kieni,

k indukci somatické embryogeneze a stimuléstu pryf.
CYTOKININY

Mezi cytokininy &Zn¢ pouzivané v kultivénich médiich pat predevSim
benzylaminopurin (BAP, jinak benzyladenin BA)G-dimetylaminopurin (2iP ¢i IPA),
furfurylaminopurin ~ (kinetin) a zeatin Zeatin a 2iP jsou povazovany za‘irodni
cytokininy, zatimco kinetin a BAPFedstavujisyntetické cytokininy. Adenin, dalSi girodre
se vyskytujici latka, ma podobnou chemickou stmktyako cytokininy a v ékterych
piipadech také vykazuje cytokininovou aktivitu. CytoRy se pouzivaji v kultivénich

médiich za Gelemstimulace burééného &leni, a stimulace tvorby axilarnich piiyt

Morfogeneticka reakce v explantatové kigtje znané zavisla na vzajemnépomeéru
auxinu a cytokininu v kultivacnim meédiu. Iniciace tvorby Keni, embryogeneze iiciace
tvorby kalusu je stimulovana, je-li posr auxinu k cytokininu vysoky(A>C). Je-li tento

pomer nizky, je indukovana tvorba adventnigtaxilarnich pryi. (23)
GIBERELINY

Tyto rastové latky byly izolovany z askomyceBiberella fujikuroi Chemicky se jedna
o diterpenické kyseliny; dnes je znamych kolem yit z toho 20 u cévnatych rostlin.
piitomnost pro sk rast v médiu nevyzaduje, ale gkberych druli miZzou stimulovat jejich
rast. GBA 3 se pdava tSinou do média zacdlemstimulace nistu bunéénych kultur p Fi

nizké husto& suspenze, ke stimulacidstu kalusu a ke stimulaciistu zakrslych rostlin.
Latky p asobici negativié (inhibi éné) na rast
KYSELINA ABSCISOVA (DORMIN)

Chemickou podstatou se jedna o seskviterpenickealiy. Je firozenym inhibitorem
vSeobec# rozStenym u krytosemennych rostlin. St&jjako u gibelerig vétSina explantdi
jeji pritomnost pro sk rast v médiu nevyzaduje. Abscisova kyselina se dodavéelem
stimulace i inhibice nistu kalusu (v zavislosti na rostlinném druhuke stimulaci

proliferace pryta a kinhibici pozdéjSich fazi embryogeneze(26, 23)
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3.2.6 Biotechnologické vyuziti explantatovych kultur

Vyuziti explantatovych kultur je velmi Siroké. Vsak je Ize rozdlit na dw oblasti.
Jde o produkci sekundarnich metaliotiimito kulturami a problematiku biotechnologickych

metod v rozmnozZovani a Sleéht rostlin. (23)

3.26.1 Tvorba sekundarnich metaboliti

Rostliny maji schopnost z Zivin syntetizovat kkonepostradatelnych sloZzek svékiat
(aminokyselin, vitamifh, nukleovych bazi atd.) ifppestrou paletu nejrozmafjdtich latek,
jejichz funkce neniiejma, a jez jsou pro vlastnist rostliny postradatelné. Ozngi se proto
na rozdil od primarnich nepostradatelnych metabgjitko sekundarni metabolity a
metabolizmus vedouci K jejich vzniku z primarnicketaboliti se nazyva metabolizmus

sekundérni. Sekundarni metabolity jsou specifiagkeugity biologicky druh.

Velmi dokre znama a komeémé vyuzivana je produkce sekundarnich metabalit
mikroorganisnd (nag. produkce antibiotik). Intaktni rostliny produkuje srovnani
s mikroorganizmy mnohem SirSi Skalu sekundarnictabwditi, z nichZ mnohé maji vyznam
ve farmacii, potravingtvi, kosmetickém @myslu atd. Sekundarni metabolity s&Sinou
doposud ziskavaji z intaktnich rostlin, poghemickou syntézou. Hlavnim problémem
ziskavani zadanych latek z intaktnich rostlin je Ze velkacast druli takto vyznamnych
rostlin v sodasné dob prichazi o své Zivotni prastdi a s jejich ubytkem a obtiznosti p
péstovani roste i jejich cena. DalSi nevyhodou je&k&etavislost obsahu Zzadanych latek na
klimatickych podminkach, na postupu suSeni a skiadiorostlin. Chemické syntézy jsou
casto obtizné a drahé a u slojiich latek zatim neuskuigitelné. Koneény produkt

chemickych syntéz je také obvykle &hizomet, zatimco biika produkuje sterecizomer.

Tkanové kultury rostlin se mohou vinyslové produkci sekundarnich metahbolit
uplatnit na gkolika Urovnich. Bedre je mozné vyuzit tkéovych kultur k vliastnimu mnozeni
rostlin vyznamnych z hlediska produkce sekundarmietabolit. Pomoci tkdovych kultur
je mozné selektovat kultivary s vysokou produkdiuselarnich metabolit Po zjistni, ze
rostlinné tkéové kultury mohou tyto latky produkovat také, bglge snaha je vyuZzit stéjn
jako kultury mikroorganisrin Pro ptimyslové vyuZiti tkéovych kultur jako nového zdroje
sekundarnich metabalije treba, aby jejich produkce byla ekon@tyjSi nez tradini postupy

ziskavani&chto latek.

Tkanové kultury maji oproti tradnim zpisolim ziskavani sekundarnich metahbolit

podstatné vyhody:
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e syntéza probih&izert v umilém prostedi nezavisle na klimatu aignich

podminkéach

e produknim systémem jsou vyléeny negativni biologické vlivy

(mikroorganismy, hmyz) vifrodé meénici produkci sekundarnich metabwlit

» vtkanoveé kultue je mozné selektovat kultivary s vysSi produkdiusearnich

metabolifi

e automatizacitizeni bugc¢ného @stu a regulaci metabolickych progesuize

klesat vyrobni cena a stoupat produkce

* muzeme ziskavat noveé latky vasledku znén metabolismu explantatovych
rostlinnych bugk. Z explantatovych kultur byly izolovany latky,et€ nebyly

zjistény v matéskych rostlinach, z nichz byly kultury odvozeny.

Syntézu a akumulaci sekundarnich metabolle mozné povazovat za aspekt
diferenciace, jev, ktery je charakterizovan biocley, histochemicky a morfologicky. Bylo
demonstrovano, Ze v rychle rostoucich rozpadavyshpenznich kulturach se akumuluje malé
mnozstvi sekundarnich metabbjia Ze pi procesech cytodiferenciace, &iné agregace a
morfologické organizace dochazi ke zpomaleldtu, coz pimo koreluje se vzestupem
syntézy sekundarnich metabbli tkdioveé kultae. Ukazuje se, Ze faktory zpomalujidstr
burg¢nych kultur pisobi také ¢asto stimuléné na produkci sekundarnich metahilit
piedevSim cestou omezeni primarniho metabolismu. oTgiznatek naz@aje ucity
antagonismus primarniho a sekundarniho metabolisoaZ na molekularni Udrovni
piedstavuje rozdilné vyuZzivani spétgch prekurzal. Za podminek rychléhaistu a dleni
jsou tyto latky vyuzivany napk syntéze protein ale za podminek inhibicéistu jsou tyto
vyuzity k syntéze sekundarnich metabio(hagy. fenoki a alkaloidh). Stimula&né na produkci
sekundarnich metabalitmize pisobit i vliv ugitého stresu — napsnizeni koncentrace Zivin
v Zivném roztoku, vynechaniistoveho regulatoru, nebo aplikace prekuizortzv. elicitom
do média. Elicitory jsou slaeniny biologického fivodu, které fisobi jako aktivatory
enzymi v pletivech rostlin nebo stimuluji syntézichto enzyni. Elicitory pisobi jako jakysi
stresovy faktor vyvolavajici obrannou odpdv zaloZzenou na produkci sekundarnich
metabolifi. Produkce sekundarnich metahbolitmize byt vedle biotickych elicitér
stimulovana také elicitory abiotickymi. Jako abi&® elicitory produkce sekundarnich
metabolifi miZze pisobit UV z&eni, chlad, vysoké& teplota, sotizkych kowa, zmeény pH,

zmeény osmotického potencialu atd. (23, 20)
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Z explantatovych kultur byla izolovarfada farmaceutickytdezitych latek, které jsou
uvedeny \ab. 1.

Tab.1. Rostlinné sekundarni metabolity, jejich pouiti a producenti.

Sekundarni metabolit| U¢inek Producent
Ajmalicin vasodilatans Catharanthus roseus
Antrachinony meziprodukty pro syntézu Morinda citrifolia,
kancerostatik Cassia tora
Diosgenin steroidni hormony Discorea deltoidea
Ginsenosidy adjuvans, tonikum Panax ginseng
Chinin antimalarikum Cinchona ledgeriana
Kodein analgetikum Papaver somniferum
Kofein stimulans, kardiotonikum | Camelia sinensis,

Coffea arabica

Morfin analgetikum Papaver somniferum

Reserpin antihypertensivum Rauwolfia sp.

Thebain syntéza morfinovych Papaver bracteatum
alkaloid

Ubichinon-10 kardiotonikum Nicotiana tabacum

Vinkristin antileukemikum Catharanthus roseus

Visnagin kardiotonikum Ammi visnaga

V explantatovych kulturach se dosahl vySSi obsdfslysné latky ve srovnani

s maténou rostlinou v Bkolika pripadechtab. 2).

Tab. 2. Nékteré produkty hromadéné v explantatovych kulturach ve vySsich koncentrdch nez

v mate€né rostling.

Produkt Druh rostliny Tvorba bugk (% suché hmotnost|)
v kulture burgk | v rostling

Antrachinony Morinda citrifolia | 18 2,2

Ubichinon-10 Nicotiana tabacum| 0,04 0,003

Ajmalicin Catharanthus roseusd.,8 0,8

Serpentin Catharanthus roseusd.,8 0,8

Diosgenin Dioscorea deltoides 2,2 2

Rosmarinovéa kyselin&oleus blumei 25 3
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| ptes pokrok dosaZzeny v oblasti rostlinné biotechrielog produkci uZiténych
sekundarnich metabalitziskané hodnoty stale v dostaté mfe nedosahuji na Uroke
komegkni aplikace. Z velkého mnozstvi uditg/ch metabolii ziskanych pouzitim tkévych
kultur dosahlo Sirokého kom@&riho pouziti pouze malé mnozstvi latek.iPaem shikonin
z rostlinné kulturyLithospermum erythrorthizonpurpurin ziskany z explantatové kultury

Rubia akane pongrné znamy taxol, ktery se ziskava z kultdrgxus cuspidata20,27)

3.2.6.2 Slech&ni a rozmnoZovani rostlin

Komplex metod zaloZzeny na kultivami vitro — explantatové kultury —ipdstavuje
v souasné dob novy netradini systémlech&ni rostlin. Slechtitelska biotechnologie

vychazi mimo jiné z&chto zakladnich princip

Bunécna kultura je potencialnim zdrojem genetické valitgbneba’ rostlinné buiky in
vitro jsou geneticky a chromozomalnestabilni. Genetickou variabilitu I1ze pronikazvysit
pii pouziti mutagef v kultufe in vitro. Buni¢né mutantni linietasto neztraceji totipotenci,

coz umo#uje ziskat vyraznou genetickou prémtivost i u rostlin regenerovanyéh vitro.

Populace odvozena z haploidnich &un (nag. pylovych zrnek) zvysSuje
pravdpodobnost zachyceni recesivnich mutaci, které unejpaskovany dominantnimi

alelami.

Kultura organizovanych struktur rostlinného orgamiz (zarodk nebo meristér)
piedstavuje systém udrZzeni vysoké genetické stalmidyerialu. Kultivace organizovanych
struktur, zejména meristé&m umoziuje hromad® mnozit geneticky identické potomstvo
(klon) nepohlavni cestou.

Slechtitelska prace se podstawefektivni tim, Ze se snizi prostorové naroky akky
rozsah rostlinného materialu a podstase urychli¢cas nutny k vySleclhi a namnozeni

nového, vykonného kultivaru.

V prabéhu 80. let 20. stoleti se objevily nové perspekiivg Slechini rostlin, kdy byl
podan pimy dikaz o tom, Ze systém nediferenciovane &ng a pletivové kultury je
mimoradré vhodny pro roz$éni genetické pro#mlivosti rostlin a Ze vyt moznosti
selektovat agronomicky vyznamné vlastnosti na Gravivitro. Regenerace rostlin v kult
in vitro a jejich gevedeni do podminekébného gstovani (sklenikové a polni kultury)
umoznila analyzovat genetickou variabilitu systémuvitro na drovni celého organizmu
s naslednym vyuzitim ve Sle¢hf. DoSlo tak k propojeni genetického studia sockatbuky
s klasickou mendelistickou hybridologickou analyz(24)
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Nasledr jsou vyjmenovany dalSi apoby vyuZiti explantatovych kultur:

Technika tk&ovych kultur umo#uje kultivovat i rostlinné biky zbavené buftné
stny — tzv. protoplasty. Negitomnost bua¢né stény a zachovani metabolické a funk
kapacity umo#uje studium transportu latekigs cytoplazmatickou membranu, studium
biosyntéz spojenych s regeneraci &imé sény, dovoluje izolaci organel. Na protoplastovych
kulturach je mozné sledovat proces obnovy &né sény, inkorporovat do buik vetsi
castice — organely, molekuly nukleovych kyselin &diin. Je mozné ugthe zvysit fuzi
protoplast, a tak ziskat cestou tzeomatické hybridizace mezidruhové hybridy. Prace
s rostlinnymi protoplasty nalézd cely komplex zaitych aplikaci pedevSim v oblasti
Slech&ni rostlin. 1zolované protoplasty mohou vzaje#nitizovat. Kultivuji-li se za witych
podminek protoplasty odvozenéizmnych rostlinnych druly je mozné jejich splynutim ziskat
hybridni buiky, které mohou mit vlastnosti obou réolvskych bugk. Pouze u pogrné
malého poétu rostlinnych drufh se z fuzovanych protoplastpoddilo regenerovat celé
rostliny. Klasickym pikladem somatického hybrida je ffagiizenec rajete a bramboru.

Objektem Sleckini rostlin jsou obvykle diploidni rostliny. fRomnost gefi
v diploidnim stavu genetickou a Slechtitelskou pkanplikuje. Aby se v tomto stavu mohla
projevit jakdkoliv mutace, musi byt dominantni netheojnasobn recesivni. K odvozeni
haploidnich rostlin se vest8i mire pouzivaji tzvprasnikove kultury, kdy se jako vychoziho
explantatu pouziva izolovanych pradhilHaploidni pletivo pop haploidni rostliny potom

vznikaji zmikrospor.

Explantatové kultury mohou byt vyuzZity dedravovani rostlin, tzn. k produkci
bezvirdznich, poiipad: bakterialnich a houbovych nakaz prostych rosRixa bakterialnich
a houbovych infekci je eliminovana jiZipvlastnim zakladani sterilni kultury. K eliminaci
bakterialni infekce také dochazfi xultivaci izolovanych meristéi které postradaji cévni
svazky, pedstavujici hlavni drahuiéhifady rostlinnych patogén Bakterialni kontaminaci
explantal je také moZzné eliminovatifipanim antibiotik do kultivéniho média. Tohoto
postupu se vSak vzhledem k toxickémisgbeni antibiotik na hiky explantatu pouZziva

meére ¢asto, nez jednodussich postymvrchove sterilizace explantatu.

Explantatové kultury nachazeji rozsahlé upiatnv oblasti uchovavani genofondu
rostlinnych druhi, které jsou ohroZzené vyhynutim wsiedku destrukce jejichiipozenych
stanovi$ nebo rostlinnych druh které jsou ekonomicky vyznamné a je mozné je ninoz

pouze vegetativh

Tkanoveé kultury se komeéné v zengdélstvi vyuzivaji gedevsim kmikropropagaci.
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Mikropropagace naSla své uplatih zejména v produkci okrasnych dtutostlin, ale je také
vyuzivdna k mnozeni ovocisky vyznamnych druhrostlin a zeleniny. (23)

3.3 Elicitace

Produkce sekundarnich metablitostlinnymi explantatovymi kulturamieli i pies
Ctyii desetileti Usili stale mnoha biologickym a bidieclogickym omezenim. Jednou
z hlavnich pekézek je nizkéa vggnost sekundarnich metabalit téchto kulturach. Vzhledem
k tomu, Ze hlavni roli sekundarnich metaliolibstlin je chranit rostliny ied Utokem
byloZravdi, hmyzu a patogénnebo ochranaipd dalSimi biotickymti abiotickymi stresory,
byly na stejném principu vyvinuty strategie zleddenéznosti sekundarnich metabdlifTyto
strategie zahrnuji vyuZzitiienych elicitofi, signélnich slotenin a abiotickych stresir
Mnohé takové zakroky skutes u¢inné podporuji tvorbu sekundarnich metahpliostlin, a to

jakin vivo, takin vitro.

Zasada pro aktivaci sekundarni metabolické biogynte tato: extracelularnti
intracelularni signél {sobi na receptory na povrchu plazmatické membraeypon
endomembrany. Tento stimul iniciuje transéhik signalni kaskadu, kter4 vede k aktivaci
biosyntézy transkrignich faktofi. Ty reguluji expresi gen které jsou zapojené

v sekundarnim rostlinném metabolismu. (28)

3.3.1 Elicitory

Elicitory jsou chemické latky nebo biofaktory péaejici z éznych zdroj, které
mohou v cilovém organizmu vyvolat fyziologické anfietogické odpo¥di, nag. akumulaci
fytoalexini (latky s antibakterialnim a antifungélnimcikem) i jinych sekundarnich
metabolifi a latek podilejicich se na ochéaostliny ¢i explantéatu.

Elicitory se @li na abioticke, tzn. takove, které nemaji biologickyiyod, nap. ionty
kovi nebo anorganické sléeniny abiotické elicitory majici biologicky jpvod. Pochazeji
z hub, bakterii, vit, byloZzrav@ a rostlinné bu&né sény. Pati sem také latky, které se

uvoliuji piéi napadeni rostliny patogeny nebo byloZravci.

Z patogenetického hlediskada elicitofi miuze pisobit jako avirulentni determinanty
rostlinného genetického systému. Elicitory nebawdentni determinanty musi byt nejprve
rozpoznany rostlinnymi receptory nebo R bilkovinatokalizovanymi na plazmatické
membrag nebo cytoplaz®y aby mohlo dojit kiniciaci signalnich drah, ktex@&dou

k obrannym reakcim. Jedna se ihap syntézu fislusnych proteiln nebo obrannych
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sekundéarnich metabalit Molekularni a fyzikalni interakce mezi molekulamlicitoru a
specifickymi rostlinnymi receptory jsou slozité pesy, které jsou pigbné pro konkrétni
specifickou signalni transdukci elicitoru. Dilkynto konform&nim interakcim se #mi nebo
aktivuji receptorové kinazy, a to daleispbuje aktivaci fislusnych efektdr elicitoni, jako

jsou iontové kanaly, G — proteiny, lipadzy a kina@Z8)

3.3.2 Signalni transdukce elicitoru

Navazanim elicitoru se aktivuje receptor, a dikypiose dale aktivuje i efektor, ktery

4

pienasi signdl elicitoru a zesiluje néasledujici obéarreakce. V elicitorem indukované

obranné odpatdi miZe postupé dochazet kédmto uvedenym udalostem:
1. vazba elicitoru na receptor

2. reverzibilni fosforylace a defosforylace bilkovigtaplazmatické membrany a

cytoplazmy
3. zvydeni koncentrace cytosolickych®Canti
4. depolarizace plazmatické membrany
5. CIa K" eflux/ H influx
6. extracelularni alkalizace a cytoplazmaticka adidiie
7. aktivace mitogenem aktivované proteinové kinazy (&)
8. aktivace NADPH oxidazy a produkce reaktivnich foreysliku (ROS)
9. casna exprese obrannych gen
10. produkce jasmonata etylenu
11.pozdni obranna reakce genové exprese
12.akumulace sekundarnich metahblit

Signalni transdukce elicitoru je vicekomponentiiissiiznymi sekvetinimi reakcemi
vytvorena za Gelem efektivni obrany. Tato tsise sklddd z paralelnich nebotizknych
signélnich drah vedoucich #anym cilovym odpo¥dim. Signalni drahy elicitoru se mohou

liSit ve vazlg riznych signalnich elicitdrnebo v cilové obranné reakci.

Elicitory obvykle neovliviuji genovou aktivitu fimo, ale zprosedkovag pomoci
pienasSeén signalu (ozn&éovanych také jako druzi poslovéecond messenggrs/ signalni
transdukni kaskad se nachazeji vzdy nasledujici komponenty:
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GTP - vazebné proteiny (G — proteiny)

G—proteiny tvéi jednu ftidu staro¥kych eukariotickych proteiy které zahrnuji
heterotrimericky komplex (skladajici se z-, B- a y-podjednotky) amonomerni maly
G-protein. Heterotrimericky G—protein se v rostthayskytuje v mensi rfé nez monomerni

G-protein.

P/
X . naktivni
N > inaktivni
konformace

Obr. 21. GTP — vazebny protein (G—protein)

Rostouci mnoZstvi ikazl ukazuje, Ze G-proteiny regulujfizné bugcné procesy
tykajici se #istu, vyvoje, hormonalni signalizace a obranné reakikteré studie ukazaly, Ze
G-proteiny se mohoucastnit obranné rostlinné odpali pravdpodobré pomoci spojeni
s iontovymi kanaly a fosfolipazami. To naslédrede k signalni transdaki reakci jako je
produkce sekundarnich rostlinnych metaffolifAnalyzy mtznych aktivatol a inhibitofi
G-proteinu naznailji, Zze G-proteiny jsou zapojeny do biosyntédynych sekundarnich
metabolifi rostlin indukované elicitory. fikladem takovychto sekundarnich metaliojgou
isoflavonoidy v kultde sgji, alkaloid benzofenantridin z kultury¢ihlo maku pochazejiciho
z Kalifornie, skoparon z kultury citrénu @&-thujaplicin v bug¢né kultde Cupressus
lusitanica (28, 29)

lontové toky a C&* signalizace

Elicitorem indukované iontové toky jsou bezptesdhi reakci rostlinné iy, ktera se
vyskytne do 5 minut od podani elicitoru. flep to, Ze neni doposud Upljasné, jak elicitor
stimuluje iontovy transport v rostlinné txe, jsou pozorovanyo podani avirulentnich
patogefi nebo elicitod iontové toky jako K/H" vymena, CI eflux a C&"influx. Mezi &mito
toky je nejvyznamsi C&" influx, protoze C& ionty jsou kitovymi druhymi posly pro

mnoho tiznych fyziologickych zrén a burénych proces.
Acidifikace cytoplazmy

Alkalizace extracelularni tekutiny je jedna z poieakci vyskytujicich se v elicitorem
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exponovanych kulturach rostlinnych ki Alkalizace extracelularni tekutiny je vysledkem
elicitorem indukované depolarizace plazmatické mémp a nasledné ¥H* vymény s ClI
efluxem a C& influxem. Odpovidajici acidifikace cytoplazmy bylozorovana jako
doprovodny dj alkalizace extracelularni tekutiny. Acidifikacgtoplazmy je povazovana za
zasadni krok v signalni transdukci, ktera vede idativnimu vzplanuti a biosyntéze
rostlinnych sekundarnich metabalit

Oxidativni vzplanuti a reaktivni formy kysliku

DalSi vyznamnou udalosti v obranné odfmbvrostlin je oxidativni vzplanuti (oxidative
burst). Dochazi k ndhlému zvySeni koncentrace pewoxodiku a v mensi rrd i ostatnich
aktivnich forem kysliku. Reaktivni formy kysliku Q% — reactive oxygen species) —
superoxid & a peroxid vodiku kD jsou toxické meziprodukty, které vznikaji postupno
redukci molekularnino £ Tvorba volnych radikal zpravidla zaina aktivaci
NADPH-oxidazy v plazmatické membranSowasre také dochazi k inhibici antioxidaich
enzymi. Existuji i dalSizdroje ROS v rostlinach, napapoplasticka peroxidaza a dalSi

oxidazy v mitochondriich, chloroplastech a perorizeh.
Inositol-1,4,5- trifosfaty(IP3) a cyklické nukleotidy

Elicitorem indukovana hydrolyza fosfoinositolu seyskytuje v mnoha tznych
rostlinach. Jedna z vyznamnych reakci je konvemsfafidyl-4,5-bisfosfatu (PIP2) na
inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) pomoci enzymu fosf@lzy C. IP3 mobilizuje Ca ionty
z intracelularnich kalciovych zasobaren, inagndoplazmatického retikula, Golgiho aparatu

nebo vakuol.
Jasmonova kaskada

Exogenni aplikace kyseliny jasmonové&jbpiznych latek (nap methyljasmonatu) a
také jejich konjugovanych sléanin do bus¢nych rostlinnych kultur nebo intaktnich rostlin
stimuluje biosyntézu sekundarnich metatiolindukce akumulace sekundarnich metabolit
pomoci jasmonové kaskady se neomezuje jen &g uypy metabolil, ale zahrnuje Sirokou
Skalu sekundarnich metabélitnag. terpenoidy, flavonoidy, alkaloidy, fenylpropangpi@
mnoho jinych tyfd sekundarnich metabalitve wtSin¢ rostlin. Signalni draha kyseliny
jasmonové je prot@ovazovana za nedilnou $dsgt signalni drahy pro biosyntézu mnoha
sekundérnich rostlinnych produkt Také proto, Ze i mnoho dalSich elicitostimuluje
endogenni biosyntézu kyseliny jasmonové v rosthingsou jasmonové signalni kaskady

vnimany jako zprosedkovatelé signalizace elicitoru, kterd vede k aklaci sekundarnich
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rostlinnych metabolit. (28)

3.3.3 Elicitace kyselinou jasmonovou

Kyselina jasmonova dostala své jméno po prvnim jzdreysSich rostlin, ze kterého
byla izolovana — z esenciélnich dlepasminum grandiflorumDnes vime, Ze kyselina
jasmonova (JA) a jeji metylester (MeJA) jsou obagtaee vSech organech mnoha rostlinnych
druhi, a to vrelativd vysokych mnoZzstvich (az desitky mikrogitama gram cerstvé
hmotnosti). Kyselina jasmonova je chemicky kyseaxo-2-(2"-cis-pentenyl)cyklopentan-
1-octova. AktivigjSi nez kyselina jasmonova byva jeji metylestetrngadiky své &kavosti a
neschopnosti disociovat.

CO5H
Obr. 22. Kyselina jasmonova
Nejdéle znamym dinkem kyseliny jasmonové je urychlovani starnustdvych
segmeni. Ve starnoucich listech gmene a dalSich rostlin se akumuluje MeJA. Aplikace
0,1-1 pg.ml* MeJA vyrazi urychli rozklad chlorofylu v listovych segmentedvy3uje se
dychani ve tré a urychluje se proteolyza. Retakdavlivy swvétla a cytokiniri na starnuti jsou
MeJA anulovany. V &kterych gipadech je urychleni starnuti tigmbeno zvySenim tvorby

etylenu po aplikaci kyseliny jasmonovieMeJA.

Kyselina jasmonova, podobrako kyselina abscisova, mastow inhibi¢ni vlastnosti
nag. u listovych pochev, hypokotylapod. Brzdi kinetinem indukovanyst kalusu soji,

inhibuje kli¢ceni a fist ka'eni, prestoze obvykle aktivuje jejich iniciaci.

NejvyznamujSi ulohou JA je &ejme jeji funkce jako signaluip reakci na dotyk (u
rostlin s Uponky), na patogeny nebo jejich eligit@acinné latky) a na porani. Ve vSech
téchto pipadech stoupa endogenni obsah @dAMeJA, které se &i rostlinou a nesou
informaci o misobeni vijSiho faktoru a zprogedkovavaji reakci naép Tuto funkci mize
s vyhodou zastavat MeJA, ktery diky sekavosti miZze pisobit i jako plynny signal. Tak JA
(MeJA) indukuje na transkrémi Urovni syntézu &kterych proteid, nag. enzymu
fenylalaninamoniaklyazy, ktery je kbvym enzymem syntézy ékterych fenolickych
fytoalexini, tj. rostlinnych obrannych latek, a dalSich tzR athogen-related) prot@&inFxi

poraréni JA aktivuje téZ syntézu inhibitbproteaz. (32, 33, 41)
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Pozitivni elicit&ni &inek kyseliny jasmonové byl pozorovan v suspenzaltuke
Hypericum perforatumZde kyselina jasmonova indukovala zvySenou prodbipericinu a
zvyseny tist burgk. Tento efekt se projevil u elicitace probihagaitmy. (30)

DalSi rostlinou, kde byly pozorovany pozitivnditky elicitace kyselinou jasmonovou
je Ginkgo biloba Pisobenim methyljasmonatu se zvySilo mnozstvi bilohadginkgolidu A
a ginkgolidu B v této rostlisowasré s mirnym poklesemistu burk. (31)

Bylo také zkoumanoisobeni kyseliny jasmonové na sekundarni metabobzsaaenic
cerveneho jetele. Elicitaci kyselinou jasmonovouondentraci 50 UM po dobu 48 hod byla
indukovana produkce 4 sléenin. Tyto slodeniny byly izolovany a identifikovany jako
klovamid, kafeoyltyrozin, p-kumaryl-3,4-dihydroxyfglalanin a p-kumaryltyrozin.
Nejhojrgji zastoupeny byl klovamid. Jeho koncentrace salaazvedat po 24-36 hodinach od
podani kyseliny jasmonové a dosahla vrcholu po @firfach. Indukce formaceédhto latek

byla pozorovana ifbkoncentraci 5 pmol kyseliny jasmonové. (34)

3.3.4 Elicitace vapenatymi ionty

Ccd" je relativré velky dvojmocny kation. Velk& jehoast se nachazi v b&mych
sttnach. Nekteré C&' jsou spojeny s butnou s&nou, zatimco jiné jsou vyenitelné na
bunéénych membranach. Krofntoho tyto ionty nizeme nalézt ve vysokych koncentracich
v bursénych vakuolach. V &kterych tkanich jednotlivych rostlin &aionty tvai vice nez
10 % suSiny aiftom nejsou #ejmée jejich Skodlivé &inky na fist rostliny. Rostliny pdebuji
C&* k posileni buiné seény a poskytuji ochranu proti stresviapnik ma mimeéadnou roli
v predavani signél Po objeveni kalmodulinu a dal$ich bilkovin va#iciC&" je vapnik
povazovan za vyznamného poska grenosu signal v rostlinach. Bylo prokazano, Ze ionty
Cd" sphuji viechna 4 kritérigtera jsou rozhoduijici pro identifikaci posla veifjogickych

procesech indukovanych primarnimi stimuly:

« Dochazi kvyraznym z#mam v koncentraci cytosolového <ajakozto
odpowdi na primarni stimuly a tyto z&¢ny predchézeji vlastni fyziologické
odpowdi.

« Umele navozenézmeny v obsahu C& v cytosolu vyvolavaji fyziologickou

reakci i bez psobeni primarniho stimulu.
«  Buiiky maji mechanizmy, jimiZ reaguji na #ny v obsahu cytosolového €a

« Blokovani znén obsahu C& zaroveéi blokuje fyziologické odpaddi na
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piislusné podéty.

Obsah ioni C&"* v cytosolu je udrZovan vrozsahu od 0,1 do 1 pmoldeho
koncentrace v cytosolu &acich buk se néni pri pasobeni kyseliny abscisové. Takeé vitr,
mechanicky pohyb, sW#o, gravitace, zasoleni, auxin, kyselina giberéloa cytokininy
vyvolavaji rychlé zminy koncentrace Gav cytosolu. Zainé proto pevladat nazor, ze zmy
v obsahu C& v cytosolu jsou jednou z prvych odpol na mnohé podity. | kdyZ existuiji
rozdily mezi koncentraci Gav cytosolu a v jate, bylo prokdzano, 7e zma koncentrace
cytosolového CH se projevuje také z#nou exprese gén Fitom v zavislosti na druhu
podrtu i samotné hitky miZe se koncentrace €as cytosolu zvysit vtokem extracelularniho
Ca&* z buréénych sn, uvolrtnim z intracelularnich zasob nebo kombinaci obihto
moznosti. Redpoklada se také interakce s inositol-1,4,5-tidt@sn a diacylglycerolem,
jejichz (kast v gfenosu signal je rovrez znama. Protoze kalmodulin a dalSi bilkoviny vazic
Cd&* jsou obsaZeny také v jé chloroplastech a mitochondriichfedpoklada se, Ze i
v téchto organelach plni Gaulohu posla zprogtdkovavajiciho regulaci genové exprese,

oxidacni fosforylace a fotosyntetické fixace @@35, 42)

Aplikace vapenatého ionoforu A23187, ktery okeavyduje influx C&', zlepsil
akumulaci fytoalexid v burgénych kulturachAllium cepa L. a taky B-tujaplicinu
v buré¢nych kulturachCupressus lusitanicalnhibitory vapenatych ioit (nag. verapamil,
ktery snizuje hladinu intracelularniho Tg potlasuji produkci indolovych alkaloid
v houbami elicitovanych butinych kulturach Catharanthus roseusa p-tujaplicinu

v kvasinkami elicitovanych bunych kulturachCupressus lusitanicg36)

Pridani extracelularnich vapenatych inpodporovalo taky akumulaci alkal@id
v burgénych kulturach Coffea arabica (63) Podob#é pridani vapenatych ioft zvysilo
produkci fytoalexinu, glyceollinu, v elicitorem indované bu&né suspenzni kulta Glycine
max (64)

3.3.5 Elicitace kyselinou jasmonovou a vapenatymi ionty

Cd" ionty a jasmonaty interagujiipmodulaci obranné reakce rostliny. Zahraji roli
v biosyntéze jasmonatu. Inhibitory véapenatych donotlatuji elicitory indukovanou
lipoxygendzu (enzym zapojeny do biosyntézy jasmgndag. v burgénych kulturach
Cupressus lusitanicaV kulturach Catharanthus roseudylo pozorovano zapojeni &a
influxu s methyljasmonatem na regula8ir genu, ktery kéduje syntazu odgowou za

produkci indolovych alkaloiil obsaZzenych Catharanthus roseusStudie ukazuji, ze influx
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vapenatych iorit je potebny pro biosyntézu jasmonétu a indukci dvou trapskich faktofi
ORCAs a CrBPF-1(36)

Ve studii, kde byla sledovana produkce ajmalicinsuspenzni kultie¢ Catharanthus
roseus byla zkoumana interakce mezi ionty*Ca kyselinou jasmonovou. Tato suspenzni
kultura byla elicitovana deviti kombinacemi Ca@B, 23 a 43 mmol) a methyljasmonatu
(0,10 a 100 pmol) po Sesti dnedlstu této kultury. Zvyseny influx Gadiky pisobeni
extracelularnino Caglpotlail produkci ajmalicinu vdchto kulturach. NejvySsi produkce
ajmalicinu (4,75 mg/l) byla pozorovana, kdyznky byly elicitovany nizkymi davkami

vapniku (3mmol) v kombinaci s vysokymi davkami myjiismonatu (100 pmol). (36)

Pridanim C4' chelat@niho¢inidla EGTA (1,25 a 5 mmol) nebo inhibitoru vapnikcoh
kanah, nag. verapamilu (1, 10 a 50 pmol) do MeJA-indukovanyt@0 pmol) kultur doslo
k inhibici produkce ajmalicinu po vy$&ich davkanhibitora C&*. (36)

3.3.6 Elicitace verapamilem

Blokatory kalciového kanalu jsou heterogenni skapitétek, blokujicich gimik Ca*

do burgk hladkého svalstva cév a myokardu. Plati p& Ze n&éni kinetiku otevirani a
zavirani kalciovych kanél (predevSim typu L) buftnych membran. Tento mechanismus
vede k dilataci v systémovém i koronarnie€iSti a k poklesu periferni cévni rezistence
s naslednym poklesem krevniho tlaku. Blokatory ikakho kanalu nevedou k poklesu
krevniho tlaku u normotonik a neovliviuji hladiny reninu. Vedou k vyznamné regresi
hypertrofie levé srdai komory. Nevyvolavaji ortostatickou hypotenzi, vaedou

k bronchokonstrikci a jsou metabolicky neutralni.

Blokatory kalciového kanalu #ieme rozdlit podle chemické struktury, vazby na
vapnikoveé kanaly, lipofility a specifickéha@iaky do ti hlavnich fid — na fenylalkylaminy,

dihydropyridiny a benzothiazepiny.

NejvyznamrjSim zastupcem prvni skupiny blokatarapnikového kanalu je verapamil,
chemicky  (+)-[3-[[2-(3,4-dimethoxyfenyl)ethyllmetlamino]propyl]-3,4-dimethoxye-(1-

methylethyl)benzenacetonitril].
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CHj
HsC CN CH3

Obr. 23. Verapamil

Jeho syntéza vychazi z nitrilu, ktery hydrogenaa Raneyo¥ niklu) v piitomnosti
methylaminu poskytne fenetylaminovy derivat. Jeltkylaci 1-brom-3-chlorpropanem se
ziska terciadlni amin. Nukleofilni substituce chloru aminu aniontem vzniklym

z 2-(3,4-dimethoxyfenyl)-3-methylbutannitrilgiakem baze poskytne verapamil.

Verapamil pfisobi ednostd na myokard. Jeho zakladni vlastnosti je zpomaleni
sinusoveého rytmu a snizeni rychlosti vedenfevpdnim systému. Ve vysSich davkactizen
verapamil vyvolat atrioventrikularni blok&du Ilklistupré. Ma wtSi negativi inotropni
puasobeni nez diltiazem a nifedipin. Vazoditata pisobeni verapamilu se upiafje az i
davkovani nad 240 mg dexin

V posledni dob se zjistilo, Ze oba stereoizomery verapamilu setkad liSi ve svém
farmakologickém pisobeni. (S)-(-)-Verapamil je specifickym antagomis€&* kanati, ktery
se os¥dcuje spiSe P léceni srdénich arytmii a hypertenze, zatimco (R)-(+)-verapami
vykazuje SirSi spektrumc¢inkia (ovliviiuje nap. i sodikové kanaly) a jergjme vhodrgjSi pro
lé¢eni anginy pectoris. (44, 45, 61, 62)

Pridani elicitoru odvozeného z plisnPenicillium expansum(PE-elicitor) nebo
kalciového ionoforu A23187 kbegtné suspenzni kulta Sanguinaria canadensis

indukovalo tvorbu benzofenanthridinovych alkalgidanguinarinu a chelerythrinu. Aplikace

EGTA nebo verapamiluipd gidanim PE-elicitoru snizila akumulaci obou alkatoi(#6)
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material, pistroje, ponicky

4.1.1 Rostlinny material

K veSkerym experimefin v této praci byla pouzit&itetd suspenzni kulturarifolium

pratensel.. (varieta DO 9).

4.1.2 Stanoveni ztraty suSenim

Ztrata susSenim je ztrata hmotnosti vygmh v hmotnostnich procentech (m/m). Do
piedem vysuSené vazenky byly odvazeny asi 2,000 dambgbové kultury. Vazenka
s obsahem byla zvaZzena a sus$ena 2 hodiny v gugarb05 °C. Po vysus$eni a vychladnuti
v exsikatoru byla vazenka s obsahendt@vazena. Ztrata susenim byla vztazena na navazku
explantatové kultury a vyjddna v procentech. Vysledna hodnota ztraty susebjs8 @o) je

aritmetickym ptimérem ze iti stanoveni. (37)

4.1.3 Chemikalie

6—-benzylaminopurig., Lachema, Brno
dihydrogenfosforénan sodny., Lachema, Brno
dusinan draselnyp.a, Lachema, Brno

edetan disodny., Lachema, Brno

chlorid vapenatyp.a, Lachema, Brno

jodid draselnyp.a, Lachema, Brno

kyselina 2,4—dichlorfenoxyoctovd, Lachema, Brno
kyselina boritg.a, Lachema, Brno

kyselina jasmonovp.a, Sigma-Aldrich, Steinheim
kyselina mrave#i bezvodg.a.,Lachema, Brno
kyselina nikotinova., Lachema, Brno

kyselina octova bezvodaa, Lachema, Brno
kyselina octova ledov@a.a.,Lachema, Brno
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kyselina St'avelové&., Lachema, Brno
methanobp.a, Lachema, Brno
molybdenan sodng.a, Lachema, Brno
myoinositol¢., Sigma, St. Louis
sacharosa.a.,Lachema, Brno

siran heec¢natyp.a, Lachema, Brno
siran manganaty.a, Lachema, Brno
siran med'natp.a, Lachema, Brno
siran zinénatyp.a, Lachema, Brno

siran Zeleznatg.a, Lachema, Brno

4.1.4 Pristroje a pomicky
Analytické vahy A 200 S, Sartorius, Gottingen
Autoklav PS 20 A, Chirana, Brno
Horkovzdusny sterilizator HS 31 AM, Chirana Brno
Box s laminarnim proughim Fatran LF, vyrobné druzstvo Pokrok, Zilina
Roler, vyvojové dilny AVCR, Praha
Trepaka Unimax, 2010, Heidolph
Vodni lazés KL — 1, Laboratorni fistroje, Praha
Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cangwid
Kapalinovy chromatograf Unican Crystal, Cambridge

Kolona LiChrosper RP — 18 squkolonkou, Merk, Darmstadt
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5 KULTIVACE EXPLANTATOVE KULTURY

5.1.1 Kultiva ¢ni nadoby a nastroje

Pro odvozeni a kultivaci explantatovych kultur bylouzito nadobi z varného skla
SIAL (material odolny wu¢i vodé, chemikaliim a rozdiim teplot), které vyhovuje
pozadavkm pro kultivaci tkéovych kultur. Kalusové kultury byly kultivovany maustcich
z filtra¢niho papiru ve 100ml Erlenmayerovychikach. Suspenzni kultury byly kultivovany
ve 250 ml varnych hi&ach ze skla SIAL. Kovové pinzety, pouzivané pratdepokus, byly
oplachnuty 96% ethanolem a po zabaleni do hlinikolé sterilizovany 2 hodinyip 200 °C

v horkovzduSném sterilizatoru.

5.1.2 Priprava zivného média

Pro kultivaci tkdovych kulturTrifolium pratensel. bylo pouzito Zivné médium podle

Gamborga (B5) nésledujiciho sloZeni: (42)

KNO; 2 500,00 mg]
CaCb .2 H,0 150,00 mgi
MgSO;. 7 HO 250,00 mgi
(NH4)-SOy 134,00 mg
NaH,PO; . H,0 150,00 mg]
FeSQ .7 HO 27,84 mgi
NaEDTA 37,34 mg}
KI 0,75 mgl
H3BO;3 3,00 mgi
MnSQ; . H,O 10,00 mg}
ZnSQ, . 7 HO 2,00 mg]
NaMoO;. 2 H,0 0,25 mgi
CuSQ .5 HO 0,025 mg1
CoCh. 6 H,O 0,025 mg1
myoinositol 100,00 mgH
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kyselina nikotinova 1,00 mg.|

pyridoxin 1,00 mgH
thiamin 10,00 md
sacharosa 30 000,00 mi.|

Jako stimulator rstu byla pouzita kombinace kyseliny 2,4-dichlorfeymctové

(2 mg.I") s 6-benzylaminopurinem (2 mg)! (38)

Jednotlivé substance byly navazeny na analytickyamach, v gipad nizkych
koncentraci pipetované ze zasobnich raztdkSechny latky byly rozpu&ty v destilované
vodk v odmerné baice na 1000 ml a dopiné destilovanou vodou po zthka. AZ poté byly
piidany fistové stimulatory. Zivné médium bylo rateho po 25 ml do varnych bék
Banky byly uzaweny hlinikovou folii a sterilizovany v autoklavu bainut @i teplog 121 °C
a tlaku 0,1 MPa.

5.1.3 Podminky pasazovani a kultivace

Suspenzni kultura byla kultivovana ve varnyclikdah na médiu podle Gamborga na
pomalokkzném roleru i teplo€ 25 °C a s#telné period 16 hod. swtlo/8 hod. tma.
Subkultivani interval byl 14 dni. (38) Pasazovani kultur bglovedeno v aseptickém boxu
s laminarnim prouthim, jehoZz prostor byl vymyt roztokem Ajatinu (1)1@ vyz&en
minimalné 1 hodinu germicidni zé&kou. Po celou dobu pasazovani byly zachovaiigng

aseptické podminky, bylo pouzivano sterilni skigaatroje.
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5.2 Elicitace

5.2.1 Priprava roztoki elicitoru

U elicitoru kyseliny jasmonovébyl pripraven lihovy roztok o koncentrab00 pmol
(38)

U roztokuchloridu vapenatéhobyly pouZity ti koncentrace:
Koncentrace | 0,1 mmol

Koncentrace 111,0 mmol

Koncentrace Il 10,0 mmol

U roztokuverapamilu byly pouZity tyto ti nasledujici koncentrace:
Koncentrace | 1,0 pumol

Koncentrace Il 10,0 pumol

Koncentrace 111 100,0 pmol

5.2.2 Elicitace a odsr kultur

Elicitace suspenzni kultury byla prowda kyselinou jasmonovou a rozdilnymi
koncentracemi chloridu vapenatého a verapamilu Med®i kultivace. VSechny prace byly
uskuté&nény za aseptickych podminek v boxu s laminarnim gioim vzduchu.

Postup elicitace byl nasledovny:

Do 12 bagk s kulturami byl vzdy napipetovan 1,00 ml eliciidtyseliny jasmonové o
koncentraci 500 pmol. Do dalSich 12 Bars kulturami byl napipetovan vzdy 1,00 ml
chloridu vapenatého o koncentraci 10 mmol a doictal$2 bagk byl vZzdy napipetovan 1,00

ml verapamilu o koncentraci 100 pmol.

K nasledujicimu pokusu bylo pouzito 72 Blars kulturami. Bidavala se do nich vzdy
kombinace kyseliny jasmonovéiemi koncentracemi chloridu vapenatého nebo komkinac

kyseliny jasmonové séegmi koncentracemi verapamilu.

Sest ba#k bylo vyhrazeno pro vzorky kontrolni. Do nich némapipetovan zadny
elicitor. VSech 114 bak bylo fadre ozna&eno a péivé uzaweno hlinikovou folii.

Nasledovala kultivace za jiz zn¢gmych podminek.

Ve vS8ech pokusech byly elicitované kultury odebjr@o 6, 24, 48 a 168 hodinach.
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Odbéry kontrolnich vzork byly provedeny po 6 a 168 hodinach.

U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni flavoinaite CL 2009 a stanoveni

isoflavonoidi pomoci HPLC.
5.3 Stanoveni obsahu flavonoid

5.3.1 Princip stanoveni

Obsah flavonoid se stanovi spektrofotometricky po reakci s roztokgseliny borité a

kyseliny $avelové v kyselita mraverti bezvodé. (37)

5.3.2 Postup stanoveni

Zakladni roztok

0,200 g — 0,400 g praskované suspenzni kulturgst50ml bace smicha se 40 riihu
R 60% (V/V) a zaliivd se 10 min ve vodni laznitip0 °C, zacastého prdatepavani. Po
ochlazeni se Zzfiltrujefies choméek vaty do 100ml odmné baiky. Chomdéek vaty se vlozi
ke zbytku drogy ve 250ml keae, @ida se 40 mlihu R 60%(V/V) a zaliiva se 10 minut ve
vodni lazni pi 60 °C, zacastého prdaepavani. Po ochlazeni se Zfiltruje do téze &dén
baiky. 250 ml baka i filtr se promyjilihem R 60%(V/V) a promyvaci tekutina seigd do
odmerné baiky. Spojené roztoky seedi lihemR 60%(V/V) na 100,0 ml a roztok se Zfiltruje.

ZkouSeny roztok

5,0 ml zékladniho roztoku se odpa baice s kulatym dnem za sniZzeného tlaku do
sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml&inobjemovych dil methanolu Rakyseliny octové ledové
R (10 + 100) a fevede se do 25ml odimé baiky. Baika s kulatym dnem se promyje 3 ml
smesi objemovych dfl methanolu Ra kyseliny octové ledovée @0 + 100) a promyvaci
tekutina se fevede do téZze odié baiky. K tomuto roztoku sefjga 10,0 ml roztoku, ktery
obsahujekyselinu boritou R25,0 g/l) akyselinu gavelovou R20,0 g/l) vkyselire mraveri
bezvodé R zedi sekyselinou octovou bezvodownR 25,0 ml.

Kontrolni roztok

5,0 ml zakladniho roztoku se odpa baice s kulatym dnem za snizeného tlaku do
sucha. Zbytek se rozpusti v 8 ml&nobjemovych dil methanolu Rakyseliny octové ledové
R (10 + 100) a fevede se do 25ml odmmé baiky. Baika s kulatym dnem se promyje 3 ml
smési objemovych dil methanolu Ra kyseliny octové ledové @0 + 100) a promyvaci
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tekutina se fevede do téZe odfimé baiky. K tomuto roztoku seifma 10,0 mlkyseliny
mraverti bezvodé R Zedi sekyselinou octovou bezvodownR 25,0 ml.

Po 30 minutach se & absorbance zkouSeného roztokii4d0 nm proti kontrolnimu

roztoku.

Obsah flavonoid v procentech, vyjd@no jako hyperosid (#ZH20012) se vypgita
podle vzorce:

A.1235

vV némz zndi:
A — absorbanci roztoku v maximdi@10 nm;
M — hmotnost zkouSené kultury v gramech.

Specifickd absorbance ma hodnotu 405.

5.4 Stanoveni obsahu isoflavonaid

Methanolové extrakty suspenzni kultufiyifolium pratenselL. byly zkouSeny na
piitomnost isoflavonoidl Stanoveni daidzeinu, genisteinu, genistinu, forometinu a
biochaninu A bylo provéasho vysokodinnou kapalinovou chromatografii s fluorimetrickou
detekci. (39)

5.4.1 Princip stanoveni

Kapalinova chromatografie je sepé&mametoda zaloZzena na rozdilu v distribuci latek
mezi d¥ nemisitelné faze, z nichZz mobilni fazi je kapaliki@ra prostupuje stacionarni fazi
naplrtnou do kolony. Kapalinovd chromatografie je zal@erejména na mechanismu

adsorpce, roztlovani, vyneny ionti, vylucovani nebo stereochemickych interakcich.

5.4.2 Postup stanoveni

Piiprava vzorku

Asi 0,2000 — 0,4000 g upraskované kultury se venilObaice smicha s 15 ml
methanolu 80 % a extrahuje se 30 minut na vodmi Idad zgtnym chladéem. Po ochlazeni
se Zzfiltruje ges maly chom#&k vaty do 25ml od#érné baiky. Chomé&ek vaty se vlozi ke
zbytku kultury ve 100ml hiece, gida se 15 ml methanolu 80 % a extrahuje s€ jesinou 20

minut na vodni lazni pod Zmym chladéem. Po ochlazeni se Zfiltruje do téZze ¢dme baiky
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a spojené extrakty s¢exddi methanolem 80 % na 25,0 ml. Roztok s&v@de pes mikrofiltr
do vialek a analyzuje se metodou HPLC. Obsah vEgek byl kvantifikovan matematickou
metodou normalizace a porovnanim s kalibfa kiivkou vytvorfenou pomoci extetn

meieného standardu téze latky.
Parametry HPLC analyzy

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

Kolona: Kolona LiChrospher RP-18 (250 x 4 mm, ve$ikcastic 5 um) s ochrannou
predkolonkou

Objem nagiku: 20 pl
Mobilni faze: faze A: methanolovy roztok kyselimfasforeéné (0,15 % m/v)
faze B: vodny roztok kyseliny o-fosfome (0,15 % m/v)

Eluce mobilni faze probiha néjde gradiento¥. V ¢ase t = 0 bylo slozeni 30 %
methanolu a 70 % vody, dase t = 9 min. 80 % methanolu a 20 % vody. Naslaldov

isokraticka eluce stejnym sloZzenim &su t = 15 minut.
Standardy: genistin, genistein, daidzein, formomioneiochanin A
Pratok: 1,1 ml/min.

Detekce: DAD Jasco MD-2015%,= 200 — 650 nm, vyhodnocenéi @60 nm
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5.5 Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky obsahu flavonéide sledovanych kulturachrifolium pratenseL.
byly statisticky vyhodnoceny na zaktad-testu, pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05

Aritmeticky pr amér

__1 n
x-n;x

Smérodatn& odchylka

= 1S5y _e
S= 26X

n...rozsah souboru

Xi...nanmgérené hodnoty

x|

...aritmeticky pimer
s...smérodatna odchylka
T-test

T-test je test vyznamnosti rozdilu dvoulipmera, vypasitany dle vzorce:

=

o . [rna(n+n,—2)
Jns?+n,s,? n+n

t...testovaci kritérium

X,...aritmeticky pamér kontrolniho souboru

X,...aritmeticky piimér pokusného souboru
n;...paet ¢lena kontrolniho souboru
n,...patet clenia pokusného souboru

s;...smerodatné odchylka kontrolniho souboru
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$...snErodatna odchylka pokusného souboru

Testovacimu kritériuifislusi t rozdleni se stupgm volnosti (v), vypditano dle vzorce:

V=m+mnp-2

Vypoétena hodnota testovaciho kritéria (t) se porovpéistuSnou kritickou hodnotou
t(v)p pro vypateny stupé volnosti (v) a zvolenou hladinu vyznamnosti (@-lJhodnota (t)
vétSi nez hodnota t(y) je rozdil statisticky vyznamny na hladimyznamnosti (p).

Pro dw paralelni stanoveni obsahu plati, Ze¢gtoclend souboru kontrolniho a

pokusného souboru je shodny=nn, = 2 a pdéet stupiu volnosti v = 2.

Kriticka hodnota t(v) pro p(0,05) = 3,182. (40)
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6 VYSLEDKY

6.1 Tabulky
Tab. 3. Produkce flavonoidi v suspenzni kult#e Trifolium pratense L. elicitované kyselinou jasmaovou
Koncentrace - elicitovana kultura kontrola
: seliny . apl?kaé::e prztr)n:artrr]ly smirodatna przbm:;rr]]y smerodatna | T-test
JEmonOYE (hod) flavonoidi odchylka | flavonoid odchylka
(umol)
(%) (%)
6 0,185 0,032 0,172 0,008 0,381
500 24 0,295 0,025 0,172 0,008 4,686
48 0,136 0,018 0,172 0,008 1,828
168 0,108 0,028 0,193 0,016 2,626
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Tab. 4. Produkce flavonoidi v suspenzni kult&e Trifolium pratenselL. elicitované kombinaci kyseliny

jasmonové (50Qumol) a chloridu vapenatého (0,1 mmol; 1 mmol; 10 mi)

elicitovana kultura kontrola
koncentrace| koncentrace dob
0 a o w - o w -
kyseliny chloridu i prumerny prumerny Ttest
aplikace Y 4 Y 4 -tes
jasmonové | vapenatého ?h ) obsah smérodatna obsah smérodatna

o - -

(umol) (mmol) flavonoidi odchylka | flavonoidi odchylka

(%) (%)

6 0,312 0,016 0,172 0,008 7,809
24 0,241 0,012 0,172 0,008 4,784

500 0,1
48 0,051 0,020 0,172 0,008 5,61V
168 0,046 0,027 0,193 0,016 4,860
6 0,423 0,021 0,172 0,008 8,958

500 1 24 0,114 0,012 0,172 0,008 4,022
48 0,105 0,013 0,172 0,008 4,427
168 0,044 0,008 0,193 0,016 11,779
6 0,435 0,009 0,172 0,008 22,218
24 0,562 0,018 0,172 0,008 19,799

500 10
48 0,142 0,032 0,172 0,008 0,908
168 0,022 0,012 0,193 0,016 12,092
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Tab. 5. Produkce flavonoidi v suspenzni kult@e Trifolium pratenseL. elicitované kombinaci

kyseliny jasmonové (50@mol) a verapamilu (1pmol; 10 pmol; 100 pmol)

elicitovana kultura kontrola
koncentrace ‘ t dob
oncentrace oba p— p—
kyseliny -| o pramerny pramerny e
verapamilu | aplikace < ; < - -tes
jasmonové p p obsah smérodatna obsah smérodatna
(umol) (umol) (hod) | flavonoidi | odchylka | flavonoidi | odchylka
(%) (%)

6 0,158 0,032 0,1717 0,008 0,424

500 1 24 0,096 0,020 0,1717 0,008 3,559
48 0,069 0,010 0,1717 0,008 8,218
168 0,147 0,015 0,1927 0,016 2,96p
6 0,147 0,036 0,1717 0,008 0,677
24 0,080 0,006 0,1717 0,008 8,92V

500 10
48 0,056 0,030 0,1717 0,008 3,73b
168 0,109 0,025 0,1927 0,016 2,888
6 0,043 0,019 0,1717 0,008 6,389
24 0,123 0,013 0,1717 0,008 3,188

500 100
48 0,134 0,004 0,1717 0,008 4,382
168 0,054 0,020 0,1927 0,016 5,486
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Tab. 6. Produkce isoflavonoid v suspenzni kultée Trifolium pratenseelicitované kys. jasmonovou

(500umol), chloridem vapenatym (0,1;1;10 mmol) a verapaitem (1;10,100umol)

Elicitor Cas Obsah isoflavonoidi
500pumol | (hod) (%)
genistin daidzein genistein formononetin  biochanin

Kontrola 6 0,01 0,01 0,01 0,01 ~ -

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

JA 24 - 0,01 0,01 0,01 -

JA 48 - - 0,01 0,01 -
JA +Ca 6 0,01 - 0,01 0,01 -
JA + Caq 24 - - 0,01 0,01 -
JA + Ca 48 - 0,01 0,01 0,01 -
JA + Caqy 6 - 0,02 0,01 0,01 -
JA + Cag 24 - 0,01 0,01 0,01 -
JA + Caq 48 - 0,01 0,01 0,01 -
JA + Cyqy 6 - 0,02 0,01 0,01 -
JA + Cay 24 - 0,02 0,01 0,01 -
JA + Cay 48 - 0,02 0,01 0,01 -
JA + Ve 6 0,01 0,01 - 0,01 -
JA+Ve | 24 - - - - -
JA+Ve | 48 - - - - -
JA + Vg, 6 - 0,01 - 0,01 -
JA + Ve, 24 0,01 - - - -
JA + Vg, 48 - 0,01 - - -
JA + Vey 6 - 0,01 - - -
JA+Ve, | 24 - 0,01 ; - ;
JA+Ve, | 48 - 0,01 ; - 3
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6.2 Grafy

Graf 1. Produkce flavonoidi v suspenzni kultue Trifolium pratenselL. po elicitaci kyselinou jasmonovou
(500pmol) a kombinaci kyseliny jasmonoveé (50@amol) a chloridu vapenatého (10 mmol) v pitbéhu

168hodinové aplikace
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Graf 2. Produkce flavonoidi v suspenzni kultue Trifolium pratenseL. po 6hodinové elicitaci kombinaci

kyseliny jasmonové (50@mol) a chloridu vapenatého (0,1 mmol; 1 mmol; 10 mi)
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Graf 3. Produkce flavonoidi v suspenzni kultde Trifolium pratenseL. po 6hodinové elicitaci kombinaci

kyseliny jasmonové (50@mol) a verapamilu (1pmol; 10 pmol; 100 pmol)

obsah flavonoid G (%)

1 10 100 kontrola

koncentrace verapamilu ( pmol)

Graf 4. Produkce flavonoidi v suspenzni kultue Trifolium pratense L. po 24hodinové elicitaci kyselinou

jasmonovou (500umol) a kombinaci kyseliny jasmonové (50@mol) a chloridu vapenatého (10 mmol)
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Graf 5. Produkce isoflavonoidu daidzeinu v suspenirkultu fe Trifolium pratense L. po 24hodinové
elicitaci kyselinou jasmonovou (50@mol) a kombinaci kyseliny jasmonové (50@amol) a chloridu

vapenatého (10 mmol)

obsah daidzeinu (%)

JA JA + Calll kontrola

elicitor
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7 DISKUZE

Kultivaci rostlinnych tkani a butk v podminkachn vitro je venovana jiziadu let velka
pozornost. Vyhodou rostlinnych explaritjée predevsim to, Ze nepodléhaji vlim vngjSich
faktori. Nejsou ovliwovany r@&nim obdobim, p&asim, napadenim &#ci apod. Buiky
explantatovych kultur mohou syntetizovat sekundandtabolity, které jsou typické pro
mate&nou rostlinu. Jejich produkce oproti intaktnim hostm vSak byva zpravidla nizsi, a

proto se hledaji AZfsoby, kterymi by se tato produkce zvysila.

Jednou z mozZznych metod je elicitace explantatovyeltur. Elicitace vyuZiva
obrannych mechanizirrostlin ke zvysSeni produkce sekundarnich metabuslitostlinach i v
kulturach in vitro. Cilem této prace bylo sledovat vliv kyseliny jasrmovée v kombinaci
s vapenatymi ionty a verapamilem na produkci flaordin a isoflavonoid u suspenzni

kultury Trifolium pratensd..

Kyselinu jasmonovou dZzeme z#adit mezi biotické elicitory, protoZze v rostlinach
pusobi jako induktor exprese obrannych praieimdukuje na transkrimi Urovni syntézu
nekterych protei, nag. enzymu fenylalaninamoniaklyazy, ktery je ¢klym enzymem
syntézy gkterych fenolickych fytoalexii tj. rostlinnych obrannych latek, a dalSich tzR P
(pathogen-related) proteinElicitory vSak obvykle neovlifuji genovou aktivitu fimo, ale
zprostedkovag pomoci penaseét signalu, ke kterym p#t predevSim vapenaté ionty.
Véapnik ma mimeéadnou roli v pedavani signél Po objeveni kalmodulinu a dalSich bilkovin
vazicich C& je vapnik povaZovan za vyznamného podiappenosu signdl v rostlinach.
V pokusech byl proto a¥ovan také vliv chloridu vapenatého (jako extracetiho zdroje
vapenatych iorif) a verapamilu (naopak jako blokatoru vapnikovélamdtu ze skupiny

fenylalkylamini) — na ptibéh elicitace kyselinou jasmonovou.

V posledni dob je stoupajici zdjem o produkci flavonaid isoflavonoid rostlinnymi
explantaty, coz souvisi svelkym spektrem biologatk (&Einka téchto sekundarnich
metabolifi. Velmi nadjnym zdrojem &chto g@irodnich latek je jetel kni - Trifolium
pratense L., (Fabaceag Je pouzivan jako hospddka plodina a ma dlouhou tradici
v prirodnim lidovém léitelstvi. V sodasnosti si ziskdva pozornost také diky perspektiuni
vyuziti v 1&bé rakoviny prsu, vajenika, prostaty a lymfatickych uzlin. &ihné latky z jetele
luéniho zlepSuji krevni aih, snizuji hladinu cholesterolu a triacylglycérie krvi, ¢imz
acinné chrani cévy fed aterosklerézou. Jetel se pouziva také k utlunmexiiddoucich

piiznaka provazejicich menopauzu (navaly horka), jakimoplini prostedek pro hormonalni
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substituci, sniZuje riziko vzniku osteoporozy.

K pokugim byla pouZitaiileta suspenzni kultura, odvozenda ze sterilninklrostliny
jetele I&niho (varieta DO-9).

Uspsna elicitace je podmdna celoufadou faktodi, které jsou specifické pro kazdy
elicitor a pro kazdou explantatovou kulturu. Jedeanap. o koncentraci a dobutpobeni
elicitoru. Z €chto divoda byly jiz v predchazejicich pokusech zkouSeityti koncentrace
roztoku kyseliny jasmonové (5 pmol, 50 pumol, 50004000 pmol), které byly zvoleny
v rozmezi koncentraci obvykle pouzivanych u tohttou elicitoru (34,47-49)NejlepSi
elicitatni (inek prokazala koncentrace 500 umol, a proto ¢réwto koncentraci jsem
sledovala ve své praci. Také koncentrace raztdkoridu vapenatého (0,1 mmol, 1 mmol,
10 mmol) a verapamilu (1 pmol, 10 pmol, 100 umdateré jsem v pokusechtigavala
k suspenzni kuliie v kombinaci s kyselinou jasmonovou, byly zvolema zaklad
piedchazejicich pokiag50-54).

Sledované doby sobeni elicitoru (6, 24, 48 a 168 hodin) vychazelyoznatk jiz
provedenych pokus (55,56) a z publikovanych (dgj které udavaji zvySeni produkce
sekundarnich metabalitv praibéhu rekolika hodin az dni po fidani elicitoru (57-59).
Kontrolni kultury byly odebirany jen po 6 a 168 hwth, nebo jejich produkce se v takto
kratkychcéasovych intervalech vyznamnengni.

Elicitace suspenzni kultury byla prowiad za aseptickych podminek v boxu
s laminarnim prouthim vzduchu ve 21. dni kultivace, ktery byl jiZiwk zjiS€n jako
optimalni (38). K suspenzni kut byl gidavan 1,0 ml samotné kyseliny jasmonové a dale
v kombinaci s 1,0 ml roztoku chloridu vdpenatéhbmeerapamilu o iislusné koncentraci.

Ke kontrolnim kulturam byl fidavan 1,0 ml, resp. 2,0 ml destilované vody.

Po uplynuti sledovanycbasovych interval aplikace elicitoru byly biky suspenzni
kultury sklizeny, oddeny od kultiv&niho média filtraci za snizeného tlaku a suSehy p

laboratorni teplat

U v3ech vzork bylo provedeno fotometrické stanoveni obsahu fiaidi dle CL 2009
(po reakci s roztokem kyseliny borité a kyselinfagelové v kyseliéa mraverti bezvodé) a

stanoveni isoflavonoidHPLC s fluorimetrickou detekci.

Z vysledki biotické elicitace suspenzni kulturyrifolium pratense L. samotnou
kyselinou jasmonovou (graf)lo koncentraci 500 pmol vyplyva, Ze maximalni obsah

flavonoidi (0,295 %) a statisticky vyznamné zvySeni vzhledemkontrole o 72 % bylo
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zjisténo po 24hodinové aplikaci elicitoru. Také #igadt kombinace kyseliny jasmonové
s nejsiligjSi koncentraci vapenatych iant(graf 1,4) byl maximalni obsah flavondid
(0,562 %) a statisticky vyznamné zvySeni produkmet kontrolni kultie o 227 %a oproti

elicitované kultiie o 91 % zaznamenano po jejich 24hodinové aplikaci.

Stimulace sledované elicitacé&iganim extracelularnich vapenatych ibr{graf 2) se
projevila jiz po 6hodinové aplikaci kyseliny jasnowé v kombinaci se vSemi sledovanymi
koncentracemi chloridu vapenatého (0,1; 1; 10 mr{giaf 1, 2), kdy doSlo ke statisticky
vyznamnému zvysSeni produkce flavonowdi¢i kontrolni kultue o 81 %; 146 % a 153 % a
vaci elicitované kultie o 69 %; 129 % a 135 % Z vysledki je Zejmé, Ze s rostouci

koncentraci pdavanych vapenatych ianse obsah flavonoidzvysoval.

V experimentu byl dale @vovan vliv verapamilu — blokatoru vapnikového kanaloa
priabéh elicitace kyselinou jasmonovou (graf 3). Potwdik, Ze koncentrace intracelularniho
vapniku ma v procesu elicitacdileZitou ulohu. Po fidani vSech koncentraci verapamilu
(1; 10; 100 pmol) a ve vSech sledovanyéasovych intervalech doSlo k zablokovani
vapnikového kanalu, coz se projevilo snizenim pkoduflavonoidi. Maximalni pokles
obsahu flavonoidl vzhledem ke kontrole byl zji& po 6hodinové aplikaci nejsdjsi
koncentrace verapamilu, kdy doslo ke statistickgnamnému sniZzeni oproti kontrolni
kultuie o 75 %a oproti elicitované kultie o 77 %.

U suspenzni kulturyfrifolium pratensel. elicitované kyselinou jasmonovou byla také
sledovana produkce isoflavoné@id V kontrolni kultde byl stanoven nizky obsah
isoflavonoidi - genistein, daidzein, formononetin a genistiticia¢ni &inek kyseliny
jasmonové na produkci isoflavonéichebyl na rozdil od flavonoid pozitivni. Lze pouze
konstatovat, Ze shodrs vysledky zjiginymi u flavonoidi se jako nejlepSi prokazala aplikace
kyseliny jasmonové poftjlani chloridu vapenatého v nejsijgi koncentraci 10 mmol, kdy
bylo zaznamenano vSech sledovany@sovych intervalech zvySeni produkce daidzeinu

v porovnani s kontrolni kulturou i elicitovanoultkkwou o 100 %(graf 5)

Vliv kyseliny jasmonové na produkci sekundarnichtabelith zjiStovan také u
suspenzni kulturyfrifolium pratenseL. (variety DO-8) (55). Maximalni obsah flavonaid
vyvolala kyselina jasmonova o koncentraci 500 punfieldy shoda s vysledky této
prezentované prace). Zatimco produkce isoflavanbigla nejlépe stimulovana koncentraci
50 pmol a tim Ize snad vy&lit to, Ze koncentrace kyseliny jasmonové (500 Preledovana

v této praci nebyla vifpact isoflavonoidi Uspgsna.

Vyznam Kkyseliny jasmonoveé, vapenatych iora verapamilu, v procesu biotické
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elicitace Ize dokumentovat také rfadk piikladi v odbornych publikacich (uvedenych
v teoretickésasti diplomové prace), z nichz vyplyva, Ze kysejm@monova pét k dalezitym
signalnim latkam rostlinnych obrannych reakci, &tevedou ke zvySené produkci
sekundarnich metabalit pridani extracelularnich vapenatych idmak podporuje akumulaci
fytoalexini v explantatovych kulturdch, zatimco blokatory \Vigpmého kanalu, ndp

verapamil, jejich produkci sniZuji.
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8 ZAVER
Vysledky dosazené v této praci Ize shrnout do dagieich bod:

P pouZziti samotného biotického elicitoru kyseligsimonové o koncentraci 5@@nol
bylo u suspenzni kulturyrifolium pratenselL. (varieta DO-9) dosazeno nejvySSi produkce
flavonoidi (0,295 %) za 24 hodindgobeni elicitoru. V porovnani s kontrolni kulturade

doSlo ke statisticky vyznamnému zvySeni produk@e &o.

Maximalni produkci flavonoi@l (0,562 %) vykazovala suspenzni kultufafolium
pratense L. (varieta DO-9) fi puasobeni kyseliny jasmonové v kombinaci s chloridem
vapenatym v nejvysSsi koncentraci (10 mmol) za 24lirmguisobeni elicitoru. DoSlo ke
statisticky vyznamnému zvySeni produkce oproti kunf kulture o 227 % a oproti

elicitované kultiie o 91 %.

ZvySend produkce flavonaidv suspenzni kultie Trifolium pratensel. (varieta DO-9)
pii elicitaci kyselinou jasmonovou (50@mol) v kombinaci s chloridem vapenatym wedh
raiznych koncentracich (0,1; 1; 10 mmol) se projevila po 6 hodinovém {sobeni. Se
zvySujici se koncentraci se zvySoval i obsah flaisdin v téchto kulturach. DoSlo ke
statisticky vyznamnému zvySeni produkce flavofoidci kontrolni kultde o 81 %; 146 %;
153 % a wici elicitované kultie o 69 %; 129 %; 135 %.

Byl zkouSen také vliv verapamilu na dpeh elicitace kyselinou jasmonovou
v suspenzni kuliie Trifolium pratenselL. (varieta DO-9). Po ijjdani vSech koncentraci
verapamilu (1; 10; 100 pmol) a ve vSech sledovanyekovych intervalech doSlo
k zablokovani vapnikoveho kanalu, coz se projev@ioizenim produkce flavonaid
Maximalni pokles obsahu flavondidrzhledem ke kontrole byl zji&t po 6hodinové aplikaci
nejsilngjSi koncentrace verapamilu, kdy doSlo ke statisti®iznamnému snizeni oproti
kontrolni kultue o 75 % a oproti elicitované kuitio 77 %.

U suspenzni kulturyrifolium pratensel. elicitované kyselinou jasmonovou byla také
sledovana produkce isoflavonéid Elicitacni &inek kyseliny jasmonové na produkci
isoflavonoidi nebyl na rozdil od flavonoid pozitivni. Lze pouze konstatovat, Ze sh®dn
s vysledky zji&nymi u flavonoidi se jako nejlepsi prokazala aplikace kyseliny jasové po
piidani chloridu vapenatého v nejsijsi koncentraci 10 mmol, kdy bylo zaznamenano ve
vSech sledovanyctasovych intervalech zvySeni produkce daidzeinureymani s kontrolni

kulturou i elicitovanou kulturou o 100 %.
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