Univerzita Karlova v Praze

Farmaceutickd fakulta v Hradci Krilové

KATEDRA FARMAKOGNOSIE

Produkce sekunddrnich metabolitii v rostlinnych

explantdtovych kulturdch

(diplomova préce)

Katefina Tymalova

Vedouci katedry: Doc. RNDr. Jaroslav Dusek, CSc.

Vedouci diplomové price: PharmDr. Tom4s Siatka, CSc.
DPNENT » Pharms- /MaRie JH3PBR0M) Ph-D. Katedr'gi S
18“ farmakdt

Farmackuticka fakulta
v Meevish Kralové




Prohla3uji, Ze jsem svou diplomovou prici vypracovala samostatng a Ze

i/;gw oo

jsem pouZila pouze uvedenou literaturu.



Dékuji PharmDr. Tomda3Sovi Siatkovi, CSc. za odborné vedeni, cenné

rady a pfipominky, které mi poskytoval be&hem vypracovavani

diplomové prace.



OBSAH

-
1. UVOD
# LA LR LR LRt LR L L e L L L L P s e L L R T P P R P P T T -

; 2
2 CTL PRACK. . cocconvsinsrsisasmiasssansussnsinasnsassssmnsson A R AR OB S SR

3. TEORETICKA CAST..ooooovrvrvreenne

EREER R R

EREE TR

weee 12

3 ANGELICA ARCHANGELICA L. s viissivisioniaiavaiatssaiaisn i ivsssmind ciisvsns sonsvinss dooses brovoniosd 13

/13

302 K oloRie PR s s TR e R A R 14

3T 3 ROZEIFENEN CR oo e e ee et ee et ee st s e,

14

L B B L T T e Ry o e S 14

3.5 SOEF 8 UDBVO o csosciimin s iaiansssisns i s i SREAGANA PR MR VT

o )
F 0 OBSaROVE LATRY. ..ottt ettt

15

15

s d 3

I N R RN s v ST v e e e s S A 00 17

3.2 UGRKY KUAFIRIL. ... ooooeeeooeoeeeees e ees et aee s et et et eeeseesses s

3.2.2 Biosyntéza kumarinit............c......

17
. 19

3.2.2.1 Primarni a sekunddrni metabolity ..........ccoviiciiiiiinivniiiiccnn 19

3.2.2.2 Aromaticke TAtKY..oov i

20

322 21 Kyseling: $IKAMOvE. v nisininmimamimmiisis sl 20
3.2.2.2.2 Metabolity Sikimatoveé drahy ... 21

3.2.2.2.3 Kumaniny ..o

3. B P LANTATOVE KULTURY .ottt ettt ettt e es s st s e eees sesnm s reeaas

3.3.1 Explantdtové kultwry a sekunddrni metabolity ..........ccoooeivveiviecciccean,

4

25
26

b RO IENTND s s i O o ST T 0 U o A R A U 27

3.3.3 Kultivace explantd@tovich KBITE .............ccooooviviioeiiieeeiieeesiieeeeiee e 27

3.3.3.1 Kultivaéni média pro explantitové kultury .......oooeviicieiccciiecen

27

3.3.4 VyuZitl explantatovyeh KUIUE ...t 29

3.3.5 Mikropropagace TOSHI ... ciiaaan i v aiisiaieeisia
3.4 VLIVY PROSTREDI NA FYZIOLOGIIT ROSTLIN......cocviireeervesresssrssssrsnsssrsssessssssssssanse

29
30

e 8 5 DL R (1 31 e Ly A AT o PR S LS AL iy VBT R 31

B2 SEFBEONE TEORCE s vinsiiosonsiianiaiinnsis i i om de s o s i S et b e ki 31

3.4.3 Mechanismy stresovych reakci...........covvvveeiiveivicieiiceseescceee e,

32



3.4.4 Pusobeni nékterych stresovych faktortt........c.....ooveoeooeeeeeeereeeereeereenenn. 33

3.5 SEKVENCNI INJEKCNI ANALYZA .voviiieiereeeeesieseeserseeeesseesessseessseseesseeee oo 36

3.5.1 Princip a viastnostimetody SIA...........cccooooviioieiieeiieceeeeeeeeeeeeereen. 37

3.5.2 Technické provedenti...........c.c.cooooeeiiiiiiiiiiiiieieis e 37

3.5 3 Uplatméni SIA V Praxi .......coccoooeiviiiiiiiiiiicicete e, 38

4. EXPERIMENTALNI CAST vivieereereecssssessensensssssssssssssssasssessessessasessssssasssssans 39

A1 PRISTROIE....cvvtiei ittt ettt e ettt eee s e eaeeseeneaesassnaaesseanaseseesranesssenestaessensns 40

4.2 CHEMIKALIE ....ooiiioiiieiteeiee e e et eseeae e s eeeeeeeaeeaa et e eseseseseeeeeeaesseneeseeresseeeesines 40

4.3 TKANOVA KULTURA ANGELICA ARCHANGELICA L. woooeeeeeeeeeeeeeee e 41

4.3.1 Kultivace thAROVE KUILUEY .......oooveeeeeeeieiieieeeei e 41

4.3.2 Zivné médium podle Murashigeho a SKOOZA...........vooeveeroeeeeeeessroreero. 41

4.4 STANOVENT KUMARINU .....oviiitieiieietieeeeieesesieneeseeeee e eesaeneesaeeeeeeeeeeesereesseranes 42

4.5 STATISTICKE ZPRACOV AN ... ottt sees e s estieereeraeesseessseessranraseesasrins 43

5. VYSLEDKY .ovoviretsenisissisesssssssenessossssnsessnsssssssssssosssssssssssnsenssssssssnssasnssasssesseeons 44

6. DISKUSE ... veriecnrreeessrsnisesssssasessosssssessssssas vasversentessentaessaseessrsaT s anea aas beseabeasst 53
e ZAVER cocvssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssisssosssssssssssssssssssssssassos 56 I

8. LITERATURA . ..o eeveerirrrnreesssersossoranssossssssrassassasssssasssssssassasessasssnsossssnassssosssnsenss 58




1. UOVOD




Rik4 se, Ze se jednim zpusobem rodime a tisicerym umirame.

Uz prvobytny Elovék trpél riznymi nemocemi, které mu zkracovaly Zivot. Ale
protoZe se Zivil tim, co mu poskytovala okolni pfiroda, postupné& poznaval vlastnosti
rostlin k 1é¢eni svych nemoci.

Zkugenosti s pouZivanim rostlin, at” uZ v dobrém, nebo zlém smyslu slova,
piibyvalo. Aby nezanikly se smrti jedince, rodiny nebo rodu, shromazdovali je u sebe
schopni lidé, k nimZ se potom v pifpadé potieby uchylovali ostatni z Sirokého okoli,
kdyZ potfebovali radu nebo pomoc v nemoci. Stavali se z nich l&itelé.

Bylo to v dobg, kdy si lidé piedstavovali, Ze vechno v pfirodé md svou dusi:
slunce, mésic, kdmen, rostlina. V 1é&ivé rostlin€, kterd pfemdhala nemoc, tudili
tajemné sily, kouzelnou wmoc. LéCitelé predstirali, Ze jsou prostfedniky mezi
nevédomym, slabym ¢lovékem a onémi tajuplnymi silami, a stdvali se z nich
kouzelnici. Tito kouzelnici sbirali staré lidové zkuSenosti a zapisovali si je. Casem se
z nich stdvali 1ékafi.

V Asii a severni Africe nalézdme uZ z obdobi pred 4000 lety doklady o lé¢eni
rostlinami. Stejné tomu je i u ndrodi Stfedni a JiZni Ameriky a Ddlného vychodu.

Cinané sniZovali horecky vytaZkem z kofene &ang-34n uZ pied 3000 lety.
Utinek opia byl zndm uZ ve starém Egypté. Jihoameri¢ti indidni 1é¢ili zimnici
rozemletou kirou chinovniku uZ pfed $panélskou okupaci (1861-1863). V Indii Ié€ili
své duSevné choré vytaZkem z kofene rostliny Rauwolfie, z kterého bylo ziskéno
v roce 1950 zndmé hypotenzivum reserpin.

Nejstar§i pisemné udaje o rostlinnych IéCivech pochdzeji patrn& z Cinského
herbafe z roku 2700 pi.n.l. Prvni zemi, kterd vyviZela drogy a kofeni, byla Indie.
Cesty karavan vedly kolem roku 2000 pi.n.l. zIndie a Ciny babylonskou Ffsf
k Cernému mofi do Syrie, Palestiny a Egypta. V 17. stoletfi bylo Asyfanum a
Babylofianum zndmo 65 druhi 1é€ivych rostlin.

Znamenit{ obchodnici s drogami a kofenim byli i Féni¢ané. OvSem tval svéta
brzy urcovali Rekové, Egyptané a pozd&ji Rimané. Slavni staif fedti a fimst
filozofové, pfirodopisci a lIékati — Hippokrates, Aristoteles, velky znalec rostlin
Theophrast, Dioscorides a jini Zili 500 let pf.n.l.

Hippokrates byl autoritou, kterd pfevySovala v3echny soucasniky. SnaZil se
osvobodit 1é¢itelstvi od knéZského mysticismu. UZ ve dvaceti letech byl slavnym
lékafem. Dokazoval, Ze nelééi 1ékat, ale sama pfiroda, v niZ ptedni misto zaujimaji

rostliny.




Aristoteles, Zdk Hippokrata, je povaZovdn za prvniho systematického botanika.

Theophrastova dila (O dé&jinich rostlin a Pusobeni rostlin), slouZila dlouho do
sttedovéku jako podklad k badédni o 1é€ivech ptirodniho puvodu.

V Rimé zejména piirodopisec Plinius a prosluly Galénus zanechali po sobé
zpravy o uZivanych rostlinach a jejich vybajenych a skuteénych déincich.

Galénus byl po 14. stoleti vzorem Iékafti celého svéta. Av3ak Galénovy
recepty jsou velmi rozsahlé, komplikované a &asto také velmi scestné. Galénovo
uéeni se udrZelo azZ do dob Paracelsovych (do 16. stoleti). Paracelsus, v&dec a lékat,
byl zaptisdhlym odpircem Galéna. Z4dal od védci pozorovani, zkuienost a novy
pohled na léky. Hledal zkuSenosti u prostych lidi, sedldki, lazebniki, pastevci,
cikanu, ba i kati. Ziskal od nich puvodni recepty a zkoumal jejich masti, obsahujici
vytazky z bylin. Prohlésil, Ze naSe pole, louky a strané jsou velikou lékdrnou a ze je
mozno obejit se bez ndkladného dovozu l€¢iv ze zdmoiskych kraju.

Ve stredov€ku nastalo zatemnéni vlivem ndaboZenstvi. Cirkev zakazovala
nékteré nemoci léCit, uzdraveni bylo véci boZi.

Je zajimavé to, Ze lidé vruznych vzdélenych zemich, Zijici ptiblizné za
stejnych podminek, si pomdhali témér stejnymi prostiedky. VSude se uZivala mlé¢nd
$tdva z makovic k utiSeni bolesti, kostival pfi zlomeninich, plicnik lékaisky proti
chrapotu a zanétum v krku. ..

Lid si 1é€ivych rostlin velmi védZil a uctival je. Jevi se to i v pojmenovan{ druhu
bezprostfedné spjatych s jejich u€innosti (jaternik hoji jétra, plicnik plice, pratrZnik
pomdaha pii kylach...). (1)

Druha polovina 19. stoleti navdzala na celkem ojedinélé, ale vyznamné objevy
zatinajici chemie a podnitila jeji intenzivni rozvoj. Lé€ivé rostliny se v 19, stoleti
dostaly do stfedu hlavntho zdjmu tehdejdich Iékdrniku — ,,chemikd®, ktefi z nich
izolovali €isté latky, spiSe vSak souhrny latek, jimiZ se mohly postupné nahrazovat
dosavadni drogy. Objevila se i prvni synteticka lé¢iva, jeZ postupné zatladila drogy,
stala se dokonce jakousi mdédou a brzy ovlddla terapii. Tento postup se v podstaté
nezastavil dodnes, i kdyZ je uZ neudrZitelnd plivodni pfedstava, Ze by bylo moZné
Ié€ive rostliny nebo uéinné latky z nich izolované zcela nahradit 1é€ivy syntetickymi.
(2)

Lékaiskd véda zkouma dnes vSechny poznatky lidového 1é¢itelstvi, znovu je
zkousi a piisné védecky hodnoti. SnaZi se pfedeviim z lé¢enf rostlinnymi prostiedky

vylougit fale¥né piedstavy a nepravdy. Chce zbavit 1é¢ivou rostlinu balastu a ruznych




domnének a pfevzit drogu jako skute¢ng vzdcny material k pramysiové vyrobe 1é¢iv.
Provétuje mechanismus ¢inkd a podle ného zduvodiiuje a zpfestiuje indikace pii
urcitych nemocech. Tam, kde se rostlina Jevi mélo d¢inn4 nebo nedéinn4, nahrazuje
Jijinymi léky.

Lidové 1é€itelstvi minulosti, i kdyZ mélo spousty nedostatkd, poskytlo ndm pki
svych praktickych zkuSenostech veliké mnoZstvi vzécnych poznatki.

V difvEjSich dobdch uzival Slovék v lidovém 1&&itelstvi a v oficidlnim lékatstvi
asi 4000 druhu 1€€ivych rostlin. Dnes, po védeckém zhodnoceni, se na nasem izemi
pouZiva asi 200 druha.

U mnoha rostlin obsah d&innych litek uZ zname. Oviem existuje fada lé¢ivych
rostlin, jejichZ vSechny obsahové slozky jedt& nejsou prozkoumadny, anebo se
prichdzi na zcela nové vyuZiti latek jiz znamych.

Skute¢nost, Ze nezndme je$té nékteré (&inné litky, nebo Ze jejich Gitinek neni
dosud experimentding dostateéng zdivodnén, vede nekdy k podcetiovani 16&ivych
rostlin, a to ¢asto i druhu velmi znamych a mnohdy prakticky osvédéenych. (1)

Idedlni stav by byl, kdyby p#rodni prevence a lé¢ba byla vedena lékafem.
Skute¢nost je viak bohuZel zcela odli¥nd. Ze zagdtku medicina piejimala zkusenosti
z pfirodnich zpusob uzdravovini, ale postupem Casu zcela zapomnéla na svij puivod
a zacala se ,,modernizovat®, coz se d4 v principu nazvat odcizovinim od pfirodnich
postupu, ale hlavné zdkonitosti. (3)

LéCivé rostliny jako drogy, piedevdim viak ¢dinné ldtky z nich izolované,
byly, jsou a budou stdle platnym pomocnikem lékafi a pravé dalgi rozvoj chemie,
farmacie, 1ékafskych a biologickych vé&d je pro to nejen podminkou, ale i zdrukou,

(2)




2. CIL PRACE
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Cilem této price je sledovani vlivu ruznych koncentraci vanadi¢nanu sodného na

produkci kumarint suspenzni kulturou Angelica archangelica L.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1 Angelica archangelica L.

3.1.1 Popis

Je to dvouletd aZ &tyfletd, statnd, iémé lysd, monokarpickd bylina. Oddenek
méd mohutny, fepovity, krouzkovit® svraséity, 5-30 cm dlouhy, 3-8 cm Siroky,
s b&lavou nebo Zlutavou mlékovitou ¥t'dvou, s mnozstvim jemnych kofenu a zvlasté
v dolnf poloviné s &etnymi provazcovitymi adventivnimi kofeny. Kofenova hlava je
kritce jemné ¢upfinatd. U starSich rostlin je oddenek vicehlavy.

Piizemni listy byvaji v pottech 2-5, s mohutnou listovou pochvou, celé
postupné odumirajici. Lodyha je jedna, pfimd, v horni poloviné piimo odstile
vétvend, 90-200(-250) cm vysokd, obld, jen nezfetelné ryhovand. Byva zelend nebo
tmavé nachové zbarvena, s velkou centrdlni dutinou. Nékdy mohutn&j3{ rostliny maji
u béze nékolik postrannich, tenéich lodyh.

Listy jsou stfidavé, 2-3 krdt trojeng zpefené. V obrysu Siroce trojuhelnikovité,
aZ 110 cm dlouhé. Listedky maji tvar nepravidelné vejéity aZ Siroce vejCity, koncové
jsou = tiflalognaté a% pétilalotnaté. Postranni lfsteCky jsou vétSinou nesoumérné
dvoulalo¢naté, 8-23 cm dlouhé, 6-19 cm 3iroké, nestejné hrubé ostie pilovite,
za$picatélé zuby s b&lavou 3pickou, fapiky i vietena listh dutd. Rapiky dosahuji délky
25-50 cm, listové pochvy jsou aZ 16 cm dlouhé a 15 cm Siroké.

Nejhotejsi listeny jsou téméf redukované v pouhou listovou pochvu. Pochvy,
rapik i vietena ¢epelf jsou jemné ryhované.

Lodyha i postranni v&tve jsou s termindlnimi sloZenymi okoliky, které maji 8-
19 cm v pruméru. Okoliky jsou polokulovité, husté, obal jim chybi, anebo je utvofen
na postrannich vétvich z 1-6 nepravideln€ rozloZenych &drkovitych Sidlovitych
listentl.

Obali¢ky jsou s (5-)7-10 (-17) carkovitymi aZ Sidlovitymi, lysymi aZ drsnymi
listeny. Okolika v okoliku je (20-) 24-66 (-82). Kvétn v okolicku je 24-59. U
vnéjich okoliki je podet kvétd vidy vEtsi neZ u vnitfnich.

Korunnf Iistky maji tvar vejéit¢ kopinaty, s dovnitf zahnutou Spi¢kou a kritce
klfnovitou bézi. Barva je zelenavé b&lava aZ Zlutozelena.

Nitky ty&inek jsou 3 mm dlouhé, prasniky 0,7-0,8 mm dlouhé a stiedem
piirustaji k nitce. Semenik je Siroce elipsoidni. Cnélky krétké, za plodu jsou az do 3

mm prodlouZené.
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Dvounazky jsou elipsoidni, ze hibetu smacklé (4-)5-8(-9) mm dlouhé, 3,5-5.,0

mm $iroké, po strandch kifdlaté. Merikarpia maji na hibeté 3 Zebra, barva je svétle

hnédd, lysd. (4)

3.1.2 Ekologie druhu

Horské nivy, brehy potoku a fek, vihké pitkopy jsou mista vyskytu and&liky
Iékafské. V horskych oblastech se muZe vyskytovat napt. ve spoleenstvech svazil
Calamagrostion arundinaceae a Adenostylion. Jinak je péstovand v zahradich i
v polnich kulturdch, zv1a$t& ve vysSich polohdch, kde zplanéné rostliny pietrvdvaji
v antropofiinich spole¢enstvech. Semena po nékolika mésicich ztriceji kliGivost.
Rostou na pudach vlhkych v blizkosti vodni hladiny, huméznich a Zivinami
bohatych, ob¢as zaplavovanych. Pfedeviim viak vypliiuji spary mezi kamenim a
balvany, kde kofeny dosahuji snadno k hladiné podzemni vody, prosakujici z fiéniho
koryta. Osidluje Fi¢ni dseky se znatné znediténou vodou s obsahem riznych solf a

Jinych latek. Je to polosvétlomilnd aZ svétlomilnd rostlina, ndro&nd na vy$s$i hladinu

podzemni vody. (4)

3.1.3 RozsiFeni v CR

Dosavadni piedstava o pivodnim vyskytu andéliky lékaiské u nds v hordch,
predevsim v KrkonoSich (napf. Labsky dul), vznikla ziejmé na zdkladé nejstariich
zprdv z naSeho uzemi, které vyskyt andéliky 1ékaiské lokalizovaly pravé do Krkonog.
Tuto teorii nelze viak piesvéd&ive vyvratit,

Viechny ostatni vyskyty na tzemi CR jsou jiz zjevné druhotné, jednak 3o o
rostliny péstované v zahradach, vzicnéji jde o rostliny zplanéné z t&chto kultur do

okoli. (4)

3.1.4 Uzivana cast
Z andeliky 1ékaiské se pouZivd ptedeviim oddenek s adventivnimi kofeny
(Radix angelicae), nékdy i plody (Fructus angelicae) a listy (Folium angelicae). (4)
V homeopatii se uZivd 1 list, trhany v kvétu rostliny, jinak hlavné kofen a

semena, kterd se sbiraji v zafi po tplném dozrani. (3)

14



3.1.5 Sbér a uprava

Z p&stovanych rostlin se v zaif a v t{jnu druhého roku sbird kofen. Rychle se
omyje, siln&jsi exempldte se puli, susi se ve stinu. Teplota pfi event. umé&lém suSeni
nemd piekro¢it 35 °C. Droga snadno vlhne a pak byvd napadena hmyzem. Plody se

sbiraji v srpnu a v z4fi

a vytiidi. (4)

sefezdvanim zralych &¢dsti okolika, které se pak dosudi, vydroli

V homeopatii se zpracovava silné rozmélnénd droga maceraci v ethanolu 50%,

po dobu 14 dni. Ddle se pak fedf ethanolem 45% aZ do potence D3. (3)

3.1.6 Obsahové latky

Droga se vyznaduje kofenitou vuni a ostfe kofenitou a hotkou chuti. (4) Koten
a plody obsahuji hlavng silice a terpeny (kofen 0,3-1,0 %, plody 1-2 %) s hlavni
obsahovou slozkou felandrenem, pinenem a cymolem. Déle obsahuji hofinu

angelicin, furanokumariny a jin€ latky. (1)

3.1.7 Uéinky

Andélika pusobi povzbudivé na sekreci Zalude¢nich $C4v a uklidfiuje zvySenou
stievni peristaltiku. Ve velkych ddvkéch miZe zprvu pisobit povzbudive, ale pozdéji
ochromuje centrdlni nervovou soustavu. Zevné mirné drdZdi kuZi. Vlivem
furanokumarint vyvoldva fotosensibilizaci. Je-li tedy kiize ozafend, muZe vytryskld

§tdva vyvolat kozni projevy. (1)

3.1.8 Uzijti

Silice (Oleum angelicae), obsahujici hlavng felandren, se pfiddvd do likéru,
k aromatizovani rybich konzerv a pouZivd se v kosmetickém pramyslu. Mladé
stonky slouZily v cukrafstvi. (4)

Vnitiné se uZiva jako stomachikum a karminativum (pul ¢ajové IZicky na Sélek
vody jednou denn& pied hlavnim jidlem). PouZivé se pfi nemocech travici trubice
(pii nechutenstvi, pfi nedostatetné sekreci Zaludecni, k zvyienému vyluovini Zluci
aj.). Zpravidla se uZivd v kombinaci s jinymi Zalude&nimi prostfedky. Osvédcuje se

rovnéz jako prostiedek podporujici odkaSldvanf a jako kloktadlo pfi zdnétech dutiny




astni (ve formé lihového roztoku Spir. angelicae comp.). Obklad z odvaru se pouZivi
pii myalgiich. (1)

Zkuseni veelafi péstuji andéliku lékaiskou jako pastvu pro véely. Andélika
jako nektarodarna rostlina dodav4 totiz medu pi{jemné, balsamické viné. (5)

V homeopatii se pouZivd hlavné na zaZivaci potiZe, pfi nadymini, na 3patné a
nedostatené vyluCovdni Zlu€e, na podporu odkagldvini apod. Obecné se pouZivi

tinktura D2 s davkovéanim 3krat 10 kapek pted jidlem. (3)

Recepty z lidového lé¢itelstvi

a) Pfi poruchéch traveni po nadmérném poZit{ alkoholu nebo pii zaZivacich

poruchach pijakia dobrou sluZbu kond nésledujici pfipravek:

kotfene andélikového g
dreva guajakového 10g
vody 300g

se nechd pfejit varem a ihned se scedi. Ke scezenému odvaru se pfida:
jedlé sody 10g
co 3 hodiny se uZiva jedna lZice.
b) Pfi neurastenti, hysterii, nervéze, nespavosti a nervovych poruchéch, pfi pfechodu

muZu i Zen se uZivd lihového vytazku:

kotene andélikového 8g
kofene kozlikového lg
lihu 300g

nechd se stit 36 hodin. Potom se scedi a uZivd se 2x denné deset kapek na kostku

cukru. (5)

Léciva

s ow

Kofenova droga je soucasti ¢ajové piipravku Valofyt a Stomaran. (1)
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3.2 Kumariny

Kumarin je aromatickd, vonna ldtka. Byl izolovéan v r. 1820 z tonkovych bobu,
coZ jsou semena jihoamerického stromu silovoné vonného (Dipteryx odorata,
Fabaceae), domdciho v Guayané a Brazilii.

Od kumarinu se odvozuji glykosidické latky, které se fadi obecné mezi tzv.
kumariny. Jsou to podle substituenti hydroxykumariny, metoxykumariny,
furokumariny, pyranokumariny atd. Kumarinovych glykosidd je zndmo asi 200.
Z nich vice nez polovina byla izolovdna z rostlin ¢el. mifikovitych (Apiaceae).
Kromé toho byly nalezeny v zastupcich 30 dalSich celedi rostlin. Jsou to napt.
bobovité (Fabaceae), routovité (Rutaceae), hluchavkoviteé (Lamiaceae).
hvézdnicovité (Asteraceae), lipnicovité (Poaceae) atd. (2)

Nejvice kumarini se nachdzi obytejné v kotenech a semenech. To dalo podnét
k vysloveni teorie, Ze maji v rostlindch funkci jakychsi usmériovacu rustu a kliceni.

Co se tyce jejich dnedniho terapeutického vyznamu, neni zatim nijak rozséhly,
ale nen{ také bez nad&jné budoucnosti. Prozatimni zkuSenosti jsou spiSe negativni,
protoZe nadmérné mnoZstvi kumarinii vyvoldva toxické pfiznaky a poSkozuje jdtra.
Zijem mohou vzbudit nékteré kumariny jako sedativa s pusobenim na centrdlni
nervovy systém, se schopnosti rozdifovat cévy, se spasmolytickym uéinkem atd.
Vyznamny je jejich fotosenzibilizujici efekt a zného vyplyvajici terapie
depigmentace kuZe (vitiligo). Utinky odstratiujici krevni srdZlivost jsou zvidsté
patrné u dikumarolu, protoZe omezuje v jitrech tvorbu protrombinu, ktery se na

srdzlivosti krve podili. (2)

3.2.1 Uginky kumarinu

Angelica keiskei obsahuje kumarin laserpitin, u kterého byla prokazana
schopnost zvyfovat podil lipoproteinii s vysokou hustotou bilkovin a zéroven
snizovat triglyceridy v jitrech a tfm pozitivné ovliviiovat pomér lipidu pfi
hyperlipidémiich a atherogenezi. (13)

Vodny extrakt rostliny Angelica sinensis plsobi protektivné pii letdini
endotoxémii a experimentalni sepsi, kdy zmiriuje systémovou akumulaci pozdniho

prozénétlivého cytokinu. (14)
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Hongkongski studie pouZivala pii svych experimentech také vodny extrakt
zrostliny Angelica sinensis (tzv. dong quai). Vysledky ukazuji na moZné pouzivani
dong quai pfi premenopausilnich a postmenopauzélnich symptomech a zejména
pozitivn{ vliv u karcinomu prsu Zen, (16)

Silice extrahovand z rostliny Angelica gigas inhibuje nikotinem zpusobeny
ndvyk a neurochemickou citlivost, a proto by tato silice mohla byt efektivni pfi 1ébé

nikotinové zdvislosti. (15)

Studie z Los Angeles zjistila antikancerogenni ic¢inek bézné se vyskytujicich
kumarinu pii experimentech na mysich. Porovndvala vliv furanokumarind a b&¥né se
vyskytujicich kumarini na vazbu kancerogenu (7,12-dimethylbenz[ajanthracen) s
DNA, tvofici se vmy$i prsni Zldze po aplikaci kancerogenu. Linearn{
furanokumariny mély v&ti inhibién{ efekt na tuto vazbu ne# jednoduché kumariny.
Mechanismus d¢inku furanokumarini je nejspise inhibice cytochromu P4501. (10)

Harmalin a kumarinové analogy prokazuji i antibakteri4lni aktivitu, zvl4gte
proti grampozitivnim bakteriim. (11)

Mammea A/BA a mamme C/OA — kumariny izolované z Calophyilum

brasiliense inhibuji H*/K™-ATPasu a tim vykazuji gastroprotektivni vlastnosti pfi

ulceracich, ale i moZné farmakologické a toxikologicke interakce. (12)

Dle korejské studie skopoletin indukuje apoptézu u leukemickych
promyeloidnich bunék. Skopoletin zpusobi aktivaci jaderného faktoru kappaB, ktery
nejprve aktivuje enzym kaspiza-3 s ndslednou degradaci enzymu poly(ADP-
ribosa)polymerasa. Nakonec tato kaskdda vede k apoptéze promyeloidnich bunék.
(6)

Na antiproliferativni tcinek skopoletinu ukazuje i studie z Argentiny.
Dichlormethanovy extrakt z lipy srdgité, jeho? hlavni komponentou je skopoletin,
inhibuje mnoZeni bunék lymfomu. (7)

Dal8i moZné d¢inky skopoletinu jsou na srdce — zasahuje proti atheroskleréze.
Studie odborniku z Korey ukazuje, Ze skopoletin inhibuje oxidaci LDL (lipoproteinu
s nizkou hustotou bilkovin) a tim pidem zasahuje do atherogeneze. Kromé toho
skopoletin brani fragmentaci apolipoproteinu B 100 a tim sniZuje tvorbu LDL v

Jatrech. (8)
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Antifungdlni d¢inek byl popsdn v argentinské studii. Minimélni inhibi¢ni
koncentrace byla pro Fusarium verticillioides 1,50 mg/ml skopoletinu. Mnohem

siln€jSi efekt byl vSak v kombinaci s ostatnimi slozkami, které byly také izolovany

z rostliny zvané Melia Azadirachia L. (9)

3.2.2 Biosyntéza kumarint

Kumariny, sekunddrni metabolity rostlin, jsou strukturné laktony kyseliny o
-hydroxyskoficov€. Jsou to derivdty 2-benzopyronu. Kyselina o-hydroxyskoficova se
v rostlindch nachdzi ve formé& glykosidovych prekurzort a az po hydrolyze probiha
cyklizace na lakton. V rostlinich jsou kumariny tedy ve formé& enzymaticky

tépitelnych glykosidu. (17)

3.2.2.1 Primarni a sekundarni metabolity

Buriky Zivych organismi jsou schopné syntetizovat organické ldtky, z nichZ se
mnohé pro svoji biologickou aktivitu pouZivaji jako pfirodni lé€iva. Vyslednymi
produkty fotosyntézy jsou sacharidy, ze kterych dalimi procesy v primdrnim
metabolismu vznikaji jednoduché nizkomolekuldrni latky (karboxylové kyseliny.
aminokyseliny). Tyto vSeobecn& se vyskytujici latky (primdrni metabolity) tvori
materidl pro specifické, geneticky zakédované a kontrolované, enzymy katalyzované
reakce, pfi nichZz vznikd mnoZstvi dalich sloucenin. Ty charakterizuji druhotny
(sekundarni metabolismus) a oznaduji se jako sekunddrni metabolity. Vzijemné
vztahy v metabolismu rostlin z hlediska aromatickych ltek zndzorfiuje schéma ¢. 1.

(a7
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Schéma ¢, 1:

zakladni prekurzor prirodni latka

cukry--- --kyselina Sikimova--------- » aromatické latky:
) = fenylpropany
| « kyselina skoficovd
kyselina pyrohroznova » KUMARINY
» lignany
* flavonoidy
*» kyselina galova

= tifsloviny

Sekundarni metabolity oproti primdrnim maji taxonomicky ohrani¢eny vyskyt.
Vyznam pro organismy, které je produkujf, nebyva jednoznagn& zndmy. Nejsou
zpravidla bezprostfedné nepostradatelné pro rostliny, ve kterych se nachazeji. Je ale
tézké zafadit n&které latky do skupiny primérnich nebo sekunddrnich metabolita.
Kyselina 3ikimova se je$t¢ do roku 1950 poklidala za sekunddrni metabolit,
pritomny v asijské rostlin€ Hlicium anisatum (llliciaceae), a skvalén, nenasyceny
alifaticky triterpén, byl zndmy pouze v oleji ze Zralo¢ich jater. Dnes o obou latkdch

vime, Ze patif k nejrozéifenéjiim zakladnim slozkdm metabolismu rostlin. (17)

3.2.2.2 Aromatické latky

Latky, které maji ve struktufe aromatické kruhy, jsou v pfirodé velmi
roz$ifené. Vznikaji dvéma biologickymi cestami:
1, Vznik aromatického kruhu cyklizaci B-polyketokyselin — aromaty acetdtového
puvodu, kde fenolové skupiny jsou v metapoloze (floroglucinol)
2, Vznik aromatického kruhu z Kyseliny Sikimové — pfirodn{ litky odvozené od
kyseliny Sikimové maji fenolové skupiny v ortopoloze, anebo vicindlng (katechol,

kys. galovd)

3.2.2.2.1 Kyselina sikimova
Biosyntéza kyseliny Sikimové vychédz{ z erytréza-4-fosfatu, ktery reaguje

s fosfoenolpyruvdtem za vzniku kyseliny 2-keto-3-deoxy-7-fosfo-D-araboheptanové.
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Ta cyklizuje na kyselinu 3-dehydrochinovou. Jeji redukci vznikd kyselina chinovi,
kterd se vyskytuje v rostlindch jednak volnd, jednak vézand s fenolovymi latkami.
Dehydrataci kyseliny 3-dehydrochinové vzniké kyselina 3-dehydroSikimova, kterd se

redukuje na kyselinu $ikimovou.Viz schéma ¢. 2 (17).

Schéma ¢&. 2:

COCH
COOH
- (0] g
PoCH : " POCH:GO
* PO
HO el CH; HO OH
OH OH
” kyselina kyselina
srytroza-4-tostan - . =
eryiroza-s-1os 2-Tosfoenolpyrohrornovi 2-keto-3-deoxy-7-fosfo-D-heplenova
COOH COOH HOOC OH HOOC OH
HO =2 ™™g, po” Y0 ot TN o HET Ot
HO HO HO HO
kysclina kyselina kyselina kysclina
gikimova I-dehydrofikimova chinova 3-dehydrochinova

3.2.2.2.2 Metabolity sikimatové drahy

Jak jiz bylo vySe uvedeno, kyselina Sikimovd je prekurzorem vyznamné
skupiny ldtek, které maji na aromatickém kruhu navdzany Cj-fetézec. Vznikaji
z kyseliny 3-fosfosikimové, kterd zreaguje s fosfoenolpyruvdtem za vzniku kyseliny
chorismové, kterd je prekurzorem substituovanych fenylkarboxylovych kyselin.
Presmykem radikédlu kyseliny pyrohroznové vznika z kyseliny chorismové kyselina
prefenovd. Jeji dekarboxylaci a dehydrataci se tvoif kyselina fenylpyrohroznova,
kterd prechézi transaminaci na fenylalanin.

Druhy zpusob je z kyseliny prefenové transaminaci pies kyselinu arogenovou,

jejf aromatizaci a dekarboxylaci na tyrozin. Viz schéma €. 3 (17).
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Schéma ¢&. 3:

COOH ook COOH
+  C=CH, T
PO~ OH op o
OH OH COOH
kyselina kyselina kyselina

I-fosTotikimovd  2-fosfoenolpyrohroznovi

COOH
_.COOH
NH2
HO
kyselina
arogenova
'
COOH
NHz
R
R=0OH tyrozin
R=H fenylalanin
3.2.2.2.3 Kumariny

chorismova

HOOC CH,COCOOH

OH

kyselina
prefenova

COOH

lransanunace

kyselina
fenylpyrohroznova

Jak jiz bylo vySe uvedeno, kumariny jsou derivty kyseliny skoficové.

Mechanismus vzniku zndzorfiuje schéma €. 4 (17).
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Schéma ¢. 4:

NHa

fenylalanin

kyselina
skoficova

COCH

COOH

NHg _
kyselina
skoficova

_ COOH
OH
kyselina

o-kumarova
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Obr. &. 1: Angelica archangelica L. (1)




3.3 Explantatové kultury

Jako explantaty se oznaduji rizné typy in vitro kultivovanych organd vyhatych
zrostlin, jejich &dsti, meristematickych pletiv, buné€k, protoplastu a kalusu.
Explantdtové kultury se vyuZivaji jak pii Slechiéni rostlin, tak pfi produkei
rostlinnych metabolitd. Hlavni vyhodou explantdtovych kultur je, Ze lze dlouhodobg
a vpomémné malém prostoru kultivovat velké populace bun€k a zkaZdé lze
vypéstovat novou pinohodnotnou rostlinu. (18)

Zikladem rostlinného organismu, vznikajiciho pohlavnim rozmnoZovanim, je
jedna buiika — zygota. Zygota obsahuje v jddie kompletni genetickou informaci — je
totipotentni. Zygota se mitoticky d&li a vznikaji dcefiné builky, které se dale vyvijeji
a diferencuji. MoZnost vegetativnfho mnoZeni rostlin v3ak ukazuje, Ze rostlinné
buitky touto diferenciaci nijak nedegenerujf, ale Ze jsou schopny dediferenciace a
opétného déleni. Buiiky diferencovanych pletiv se totiZ ve své genetické vybavé
neli3i od bunék meristematickych. (23)

To znamend, Ze ka?dd somatickd buiika vice ¢i mén€ specializovanych
rostlinnych pletiv je totipotentn{ (= obsahuje celou genetickou vybavu rostliny).
Teoreticky by tedy méla explantitovd kultura produkovat tytéZ litky jako celd
rostlina. Ta je v8ak diferencovand jak v Case, tak v prostoru. Dusledkem toho je, Ze
metabolismus (syntéza, transport, vzdjemnd pfeména, odbourdvani, akumulace a
pifjpadnd exkrece) sekunddrnich metaboliti probihd pouze b&hem urtitych
omezenych vyvojovych stddif organismu. Navic tyto procesy podi€haji v intaktni
rostling sloZité regulaci. Jen zfidka jsou sekunddrni metabolity tvofeny ve v3ech
orgdnech a b&hem celého Zivotniho cyklu rostliny. Proto po pfevedeni explantét
rostlin do tkdfiové kultury (coZ samo o sob& pfedstavuje pro buriku znaCny stres)
vétSinou nastdvé nepfizniv4 situace: tkdnovd kultura bud’ Zddanou latku neprodukuje,
nebo ji produkuje ve velmi nizké koncentraci nebo, v dusledku &asto nastdvajicich
poruch regulaci, dochdz{ k hromadéni ur¢itého meziproduktu. (19)

Metodologie explantitovych kultur v podstat¢é vyuZivd mikrobiologickych
technik a biotechnologickych procesu zaloZenych na mikroorganismech. Existuji
viak rozdily mezi kultivacemi mikroorganismu a rostlinnych bungk. Kultivace
explantdtovych kultur probihaji delsi dobu, jsou citlivej$i na stfiZné sily pfi
mechanickém michani, pro selekci a stabilizaci uritych genotypi se pouZivaji

komplikovan&jsi postupy a Zivné pudy jsou draZ&i. (18)
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Prvym dkolem je ziskat stabilni vysokoprodukénf explantitové kultury
sestdvajici z jednotlivych bunék nebo jejich nékolikadetnych agregatu. Explantdtovi
kultura se ziskdvd z kterékoli &4sti rostliny, nadzemni nebo podzemni, explantaci
parenchymatické tkidné, jejim pfenesenim na tuhou Zivnou pudu a inkubaci
v teplotnim rozmezi 23 az 28 °C.

Po néarustu dostateéného mnoZstvi bun€k ve formeé kalusu je moZné opakované
ptenaset na Cerstvé Zivné pudy a udrZovat tak ziskanou kulturu v aktivnim stavu.
Obsah rustovych latek a vitaminu v Zivné ptidé ma rozhodujici vyznam nejen pro rust
kalusové kultury, ale i pro pfevadéni kalusu do suspenzni kultury. Zejména
rozpadavy kalus po pieneseni do tekuté Zivné pludy zajist'uje homogenitu suspenzni
kultury, ktera je pro dal3i vyvoj postupu nezbytna.

Homogenni kultura v tomto pfipad€ znamena, Ze obsahuje kromé jednotlivych

bunék i shluky dvou aZ nékolika bun¢k. (18)

3.3.1 Explantatové kultury a sekundarni metabolity

Syntézu a akumulaci sekundédrnich metaboliti je moZné povaZovat za aspekt
diferenciace, jev, ktery je charakterizovan biochemicky, histochemicky a
morfologicky. Bylo demonstrovéno, Ze v rychle rostoucich rozpadavych suspenznich
kulturdch se akumuluje malé mnoZstvi sekundarnich metabolitu a Ze pii procesech
cytodiferenciace, bunécné agregace a morfologické organizace dochazi ke zpomaleni
rustu, coZ ptimo koreluje se vzestupem syntézy sekundérnich metaboliti v tkdniové
kultute. Ukazuje se, Ze faktory zpomalujici rist buné€nych kultur pasobi také casto
stimulaéné¢ na produkci sekunddrnich metabolitu predeviim cestou omezeni
primdrniho metabolismu.

Tento poznatek naznacuje urcity antagonismus primdrniho a sekundérniho
metabolismu, coZ na molekuldrni drovni pfedstavuje rozdilné vyuZivani spole¢nych
prekurzori. Za podminek rychlého rustu a déleni jsou tyto latky vyuZivdny napf.
k syntéze proteinu, ale za podminek inhibice rustu jsou tyto vyuZity k syntéze
sekunddrnich metaboliti (napf. fenoli a alkaloidu).

Stimulaéné na produkci sekundarnich metabolith mize pusobit i vliv ur¢itého
stresu — napf. sniZeni koncentrace Zivin v Zivném roztoku, vynechdni rustového

reguldtoru, nebo aplikace prekurzoru ¢i tzv. elicitort do média. (23)
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3.3.2 Elicitory

Jsou to slougeniny biologického ptivodu, které pusobi jako aktivatory enzymu
v pletivech rostlin nebo stimuluji syntézu t&chto enzymu. V laboratornich
podminkdch se jako elicitord pouZivd kompletnich homogenati inaktivovanych
kultur mikroorganismu — bakterii a hub (nej¢ast&ji se pouZivaji fytopatogenni houby
Phytophthora, Botrytis, Verticilium nebo nepatogenni mikroorganismy Aspergillus,
Micromucor a Rhodotorula). (22, 23)

Elicitory pusobi jako jakysi stresovy faktor vyvoldvajici obrannou odpovéd’
bunék zaloZenou na produkci sekundédrnich metabolitd. Jako pfiklad obranné reakce
rostlin zaloZené na produkci sekunddrnich metabolita vyvolané elicitory je moZné
uvést produkei fytoalexint.

VétSina rostlin reaguje na napadeni patogenem produkci fytoalexinu. Tyto
latky maji bakteriostatické, fungistatické a cytostatické u€inky. Produkce
sekundarnich metaboliti muZe byt vedle biotickych elicitori stimulovéina take
elicitory abiotickymi. Jako abiotické elicitory produkce sekundarnich metabolitu
muze pusobit UV zédfent, chlad, vysok4 teplota, soli téZkych kovu, zmény pH, zmény

osmotického potencidlu atd. (23)

3.3.3 Kultivace explantatovych kultur

Volba vhodného kultivaéniho zafizeni m4 pro pfipravu explantdtovych kulwr
rostlinnych bunék znaény vyznam, nebot’ pfi kultivacich ve vétSich objemech se
rostlinné buriky lidi od mikrobnich buné€k zejména vysokou zdanlivou viskozitou
bunéénych suspenzi spojenou s citlivosti ke stiiznym sildm v dusledku zna¢ného
bunééného objemu. Pfi Setrném, aviak nedostatetném zpusobu promichavani
explantdtové kultury mohou byt metabolické procesy limitovény kyslikem a kromé
toho vznik4 trvaly tfifdzovy systém v disledku nadmémé sedimentace nebo flotace
bunék. Vhodnym zafizenim jsou pomalobézné rolery nebo plastikové vaky umisténe

na pomalob&Zném reciprokém tfepacim stroji. (18)

3.3.3.1 Kultivaéni média pro explantatové kultury

Tkéné mohou byt kultivovany na pevném agaru nebo v tekutém médiu.
JestliZe rostou tkdné na agaru, vytvifeji zpravidla kalus, tj. masu neorganizovanych

bungk. Chceme-li ziskat buné&nou suspenzi, pfevedeme kalus do tekutého média.
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V prubéhu nékolika tydnt této kultivace a €astym pasdZovanim ziskdme suspenzi
bunék. (24)

Bunééné suspenze se skladaji z buné&Cnych agregati, bunéénych skupin a
z jednotlivych bunék. Rychlost rastu takovych kultur je oby¢ejné mnohem vétsi nez
rust kultur kultivovanych na agaru, jelikoZ pouZiti tekutych médii umoZiiuje buikam
suspenze piimy kontakt s Zivhym médiem, takZe jeho jednotlivé sloZzky jsou jim
rychle piistupné. Ztohoto duivodu byvd bunéény materidl také fyziologicky
jednotng&jsi. (23, 24)

SloZeni médii
Média pouZivand pro kultivaci bunék, rostlinnych pletiv &i orgdnu obsahuji

obvykle nasledujici sloZky:

= makroelementy. mezi $est nejduleZit&jdich prvku patii: N, P, K, Ca, Mg, §;
optimélni koncentrace kaZdého prvku pro dosaZeni maximdlni rustové rychlosu je

znadéné z4avisld na rostlinném druhu

e mikroelementy: Fe, Mn, Zn, B, Cu, Mo

= zdroj uhliku: nejéastéji je pouZivana sacharéza (jako zdroj uhliku i jako zdroj

energie)

= yitaminy: normdlni rostlina si sama syntetizuje vitaminy nezbytné k jejimu ristu a
v{voji, vitaminy jsou pro rostlinu nezbytné jako katalyzatory fady metabolickych
procesu; mezi nejast&ji pouZivané vitaminy patii: thiamin, kyselina nikotinovi,

pyridoxin a myo-inositol

o« aminokyseliny nebo dalsi zdroj organického dusiku: ptestoZe jsou kultivované
rostlinné buriky schopny syntetizovat viechny nezbytné aminokyseliny, muze
ptitomnost n&kterych aminokyselin v Zivném médiu stimulovat rust explantatu;

velmi €asto se pouzivd: L-glutamin, L-asparagin, glycin a adenin

o nedefinované organické slozky: kultury je moZné Casto stimulovat pfiddnim celé

fady organickych extraktli jako napf. proteinového hydrolyzitu, kokosového mléka,
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kvasni¢ného extraktu, sladového extraktu, extraktu bandnu, pomeranové (i

rajéatové 3favy
= zpevitujici ldtky: pro ptipravu tuhych médif se nejcastéji pouZiva agar

e rustové reguldfory: auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina abscisova (23)

3.3.4 Vyuziti explantatovych kultur

a) Alternativni pifprava produktd ziskdvanych dosud z rostlin v poini kultufe.
Prednosti je moZnost vést proces za fizenych podminek, bez zdvislosti na roénim
obdobi, na klimatickych podminkdch a pudnich pomérech. Vysledné produkty jsou
po kvalitativni strdnce homogenni, prosté kontaminujicich zdrodkd, hmyzu a

chemikalii pouZivanych k ochrané kultur.
b) Ziskdvani produkti obsaZenych v nesnadno péstovatelnych rostiindch.

¢) Ziskdvani novych ldtek v disledku zmén metabolismu explantitovych bungk.
Z explantdtovych kultur byly izolovdny ldtky, které nebyly zjiStény v matefskych

rostlindch, z nichZ byly kultury odvozeny.

d) Produkty biotransformaci, kdy z pomé&mé levnych a dostupnych substratu lze
ziskat farmaceuticky vyznamné latky, protoZze pfisluiné enzymy se u

mikroorganismi nevyskytuji. (18)

3.3.5 Mikropropagace rostlin

Mikropropagace pedstavuje zplisob vegetativniho mnoZeni rostlin s vyuZitim
explantatovych kultur. (18)

Princip mikropropagace je zhruba nésledovny:
mateéna rostlina—explantat—mikropropagace—zakofefioviani—aklimatizace

—s intaktni rostlina (23)
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* ...Proti tradi¢nim zpisobum vegetativniho mnoZeni ma fadu vyhod:

A) Kultura se odvozuje z velmi malych &4sti rostlin (explantdtii) a nevyZaduje pfilis
prostoru.

B) RozmnoZovani se provddi za sterilnich podminek a tim se zabréni virovym a
mikrobnim nékazam.

C) Podminky mnoZeni jsou ptesné definovéany, £fmZ se zvysi koeficient mnoZeni.

D) Je moZno produkovat druhy nebo klony rostlin, které se tradiénimi metodami
vegetativniho mnoZeni pomalu nebo viibec nemnoZi.

E) Rostliny je moZno mnoZit po cely rok bez zdvislosti na roénim obdobi.

F) Vzhledem k malé velikosti vychoziho materidlu nejsou naroky na velké
sklenikové plochy pro uchovavani mate¢nych rostlin.

G) Rostliny in vitro mezi pasdZzemi nevyZaduji prakticky Ziddnou péci (zdlivka, pleti,

chemické o$etfovani, apod.). (18)

...Hlavni nevyhodou je relativné drahé laboratorni vybaveni a pomérné vysokd

pracnost metody neumoziujici vyuZiti mechanizace. (18)

3.4 Vlivy prostiedi na fyziologii rostlin

Rostliny jsou v pribéhu svého Zivota  vystaveny velmi proménlivym
podminkdm vné&jiiho prostiedi. Ty mohou nejen zpomalovat jejich Zivotni funkce,
ale také poskozovat jednotlivé organy a v krajnim piipadé vést i k jejich uhynudi.
Neptiznivé vlivy vngjiiho prostiedi zdvainé ohroZujici rostlinu oznalujeme jako
stresové faktory (stresory). Termin stres je obvykle pouZivan pro souhrnné oznaceni
stavu, ve kterém se rostiina nachdzi pod vlivem stresorii. Nejde pfitom nikdy o
né&jaky ustileny a snadno definovatelny stav, ale spie o dynamicky komplex mnoha
reakei.

Problematika stresu u rostlin je komplikovanéj¥{ neZ ve fyziologii Zivogichi.
Je to dano nejen piisediym zplsobem Zivota, ktery neumoZiiuje tinik pfed plisobenim
stresorti, ale také tim, Ze u rostlin je mnohem v&Gi mezidruhovd variabilita 1

heterogenita vnitiniho prostfedi (bunék, pletiv). (20)
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3.4.1 Stresové faktory

Zakladni déleni stresovych faktori je na abiotické a biotické.

ABIOTICKE: a fyzikalni : = mechanické G&inky vétru
» nadmérné zareni (UV, viditelné)

» extrémnfi teploty (horko, chlad, mriz)

o chemické : » nedostatek vody (sucho)
= nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
» nedostatek Zivin v pidé
= nadbytek ionti soli a vodiku v padé
* toxické kovy a organické latky v pudé
= toxické plyny ve vzduchu

BIOTICKE : « herbivorni Zivogichové (spaséni, poranénfi)
= patogenni mikroorganismy (viry, mikrobi, houby)

« vzdjemné ovlivilovani (alelopatie, parazitismus) (20)

Stresové faktory, at’ uZ fyzikdlné-chemické, ¢&i biotické, mohou pronikat do
vnitfniho prostfedi rostlin riznych druhii nestejné snadno, a to predevsim v disledku
ruzné vyvinutych ochrannych struktur. Tento zplisob ochrany m4 pfevdZné pasivni a
dlouhodoby charakter (napf. tlustd kutikula na listech, vyraznd impregnace
bun&€lnych stén, rezervodry vody a rezervoary snadno rozloZitelnych organickych
litek tlumici jejich nedostatek). Jednd se vlastné o schopnost vyhnout se stresu, ke

které pfispivaji také vhodné& naCasované Zivotni cykly. (20)

3.4.2 Stresova reakce

Po proniknuti stresoru k plazmatické membrdné dochazi ke spudténi fetézce

zmén, ktery byva oznacovan jako stresovd reakce. Pribéh reakce md nasledujici fize:



1) poplachovi faze - bezprostiedné po za¢dtku pusobeni stresového faktoru dochézi
k narudeni buné&nych struktur

2) restitu¢ni faze - nastdvd, pokud intenzita pusobeni stresorti nepfekrauje letdlni
vroveii a dochaz{ tedy zdhy k mobilizaci kompenzacnich
mechanismi

3) fze rezistence - sméfujici ke zvy3eni odolnosti rostliny vii€i pisobicim
faktorim

4) faze vyferpani - nastdvd pii dlouhodobém a intenzivnim plsobeni

stresového faktoru (20)

Prilbéh stresové reakce a jeji koneény vysledek zavisi jak na intenzit€ a délce
pusobeni stresového faktoru na danou rostlinu, tak i na geneticky vazanych
ptedpokladech odpovédi, souhrnné oznatovanych jako adaptaéni schopnosti.

Piechodné zvySeni odolnosti ziskané pod vlivem stresoru a nazyvané jako
aklimace muze byt zaloZeno jak na zmeénich rychle pomijivych (tvorba
specifikovanych metabolitd), tak i na zménach trvalejSich (zmény v tvorbé novych
organi a v jejich vnitin{ struktufe).

Zvyieni odolnosti a op&tovné ustanoveni rovnovdhy i za dlouhodobého
pisobeni stresorii byvd obvykle dosahovdno jen za cenu jistych dodate¢nych
energetickych ndkladd, hlavné na syntézu specifickych metabolitd. Pusoben{ stresort
(napi. nizké teploty) v8ak muZe na druhé strané podmifiovat prubéh duleZitych
morfogenetickych procesi, napf. klieni & tvorby kvétnich orgdnd a tim zvysit
reprodukéni schopnosti i kompetitivni dsp&Snost. (20)

Nelze se tomu divit, vZdyt cely dlouhy proces evoluce rostlin nepochybne
probihal pod vlivem stresovych faktor. (20) Vyslednych raznych typd Zivotnich
prostiedi, tzv. biotopd, je veliké mnoZstvi, a proto také existuje nesmirné mnoZstvi
rostlinnych druhi, které se vyvinuly za dlouhd geologickd obdobi trvajici stamiliény

let pozvolnym vyvojem, tj. pfizplisobovénim se danym podminkdm. (21)

3.4.3 Mechanismy stresovych reakci

I pies velkou riznorodost aklima¢nich biochemickych zmén v bunikédch lze
piesto najit nékteré procesy, které se opakujf i pfi pusobeni velmi odlisnych stresord.
K nejéastéjsim spoleénym zméndm, které vedou ke zvySeni odolnosti viici stresovym

faktoriim soucasné, patii:
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~ tvorba stresovych proteinu

— tvorba a odstranovani aktivnich forem kysliku

—tvorba ,,;stresovych* fytohormoni (kyseliny abscisové, etylenu, kyseliny
jasmonové, metyljasmondtu a polyamidi)

~tvorba osmoregulaénich slouéenin (cukri, polyalkoholu a jednoduchych

dusikatych latek) (20)

3.4.4 Pasobeni nékterych stresovych faktort

abiotické

teplota

Teplota je pro Zivot rostlin velmi dileZitd, protoZe vegetaéni pochody (kli¢en,
rist, kveteni a tvorba plodil) probihaji jen v jejich ur¢itych hranicich. Teplota
ovzdusi je ovliviiovdna hlavné sluneénfm zafenim a zdvisi na zemépisné §fice,
nadmofské vySce pozemku a jeho expozici, vzdilenosti od mofe, ale také na sloZeni
a barvé pudy a na jeji schopnosti teplo pfijimat a vyddvat a kone¢né na intenzité
biochemickych pochodd, které v ptidé probihaji. (21)

Pfi zvydeni teploty nad 40°C dochdzi u vétdiny druhu rostlin k zdsadnim
zménam ve fyzikdlné-chemickych vlastnostech bun&énych membrdn i proteind.
Lipidova vrstva membran pfechdzi do lameldrné kapalného stavu, ve kterém nemuze
plnit svoje zdkladni funkce. Stidvd se propustnou pro ionty a piestivd poskytovat
dostate¢n€ pevnou oporu pro membrinové proteiny. (20)

Vétdina proteinu neni nizkymi teplotami poskozovdna, a tak primérni Gcinky
nepiiznivého pusobeni chladu dopadaji na lipidovou vrstvu, kterd prechazi
z polotekuté konzistence do stavu pevného gelu. Nislednd volnd propustnost
membriny pro ionty vede ke ztrdté transmembranového potencidlu, k zastaven{

selektivniho a aktivniho transportu. (20)

voda

Ze viech abiotickych faktoru, které omezuji rist a produktivitu rostlinstva na
kontinentech nadi planety, stoji na prvnim misté nedostatek vody. Pfiblizné
v rozmezi -0,2 aZ -0,8 MPa hodnot vodniho potencialu dochdzi v buitkdch k velmi

podstatnému (aZ <Ctyficetindsobnému) zvySeni koncentrace kyseliny abscisové
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zejména v listech, kde md za ndsledek zavirdni priduchiu. Zména v otevienosti
pruduchu pak vede ke sniZenf rychlosti vymény plynu a tim i rychlosti fotosyntézy a
transpirace. Nékteré druhy reaguji syntézou jinych metabolitli, zejména cukri,

ot s

sloZit€jsich alkoholil (polyolt) a kvartérnich dusikatych slouéenin (betainy).

nedostatek kysliku

Hypoxické aZ anoxické podminky zpisobuji vaZny stres u téch druhi rostlin,
které nemaji vhodné adaptace. Pfechod na anaerobni disimilaéni procesy ma pro
rostlinu velmi vdZné nésledky. Pfedeviim trpf nedostatkem energie.

Dal3im nebezpe¢im jsou kone¢né produkty fermentace, nebot etanol a
zejména kyselina mlé¢na jsou ve vy33i koncentraci toxické slouceniny.

Aklima¢ni reakce na ndhlé sniZeni koncentrace kysliku (napi. pii silnych
destich &i po zaplaveni pidy) m4 zna¢né komplexni charakter. Dochdzi predeviim ke
zméndm v koncentraci fytohormont a k syntéze stresovych proteini. Zvy3uje se
syntéza kyseliny abscisové, kterd zprostfedkovdava regulaci fady procestu i v
nadzemnich organech (zavirdni priducht, inhibici rGstu, aj.). Tvorba cytokininu v
kotenech je naopak zpomalena a stejné tak i tvorba etylénu, protoZe vyZaduje kyslik.
Presto koncentrace etylénu v kofenech vzrustd, nebot’ jsou zna¢né omezeny jeho
ztraty difdzi do okolniho prostiedi. Bylo také zjidténo, Ze v hypoxickém prostredi
stoupd citlivost bundk na pisobeni etylénu. Etylén je pravdépodobné hlavnim

signdlem ke spusténi celé fady dal3ich aklimaénich reakei. (20}

zasolené pudy

Pokud je vystavena b&Znd, neadaptovand rostlina ndhlému pusobeni zasolené
pudy, jednou z prvnich reakci je zvy3eni osmotického tlaku v buiikach kofenu. Dalsi
vyznamnou reakei je tvorba stresovych proteini, které jsou velmi podobného typu

jako pfi stresech z vysoké teploty a z nedostatku vody. (20)

toxické kovy

Zejména zinek, olovo a kadmium se dostdvaji do pudy ve vétsich mnoZstvich
usazovdnim prachu z primyslovych procesd, z vyfukovych plynu, z konta-
minovanych odpadnich vod a hnojiv. V odolnosti rostlin k pusobeni t&ézkych kovu

existuji velké rozdily nejen mezi druhy, ale i uvnitf téhoz druhu.
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K vnitrobunéénym detoxifikanim mechanismum patii zejména tvorba
stresovych proteinu zahrnujici jednak odolné€jdi izoenzymy, ale také protedzy a
ubikvitin pro urychleni rozkladu po8kozenych proteinti.

Dal%i velmi dG¢innou aklimaéni reakei je tvorba specifickych sloucenin
(fytochelatinu) schopnych inaktivovat t&€Zké kovy vazbou do cheldtovych komplexu.
Fytochelatiny jsou zvld8tni malé polypeptidy strukturné pifbuzné tripeptidu
glutathionu. (20)

biotické

herbivorni Zivocichové

Z velkého mnoZstvi sekundédrnich metabolitu, které se syntetizuji v rostlindch,
mnohé pusobi odpudivé az toxicky na herbivorn{ Zivolichy. Z hlediska mnoZstvi, v
jakém se vyskytuji, Ize je rozdélit do dvou kategorii. Prvni z nich zahrnuje latky
kvalitativné vyznamné, které se sice vyskytuji jen v malych koncentracich, ale zato
jsou pro Zivolichy velmi toxické. Patfi sem nejriznéjsi alkaloidy, glykosidy
uvolniujici kyanovodik, glukosinoldty a mnoho dal3ich.

Do druhé kategorie fadime kvantitativné vyznamné metabolity, které sice
nejsou tak toxické, ale ve vét§im mnoZstvi (Casto tvoii vice neZ 10 % suSiny)
zpusobuji Spatnou stravitelnost, nechutnost aZ toxicitu (napf. lignin, taniny a
fenolické latky). Je dokazéno, Ze syntéza toxickych metabolitt, napf. inhibitoru
protedz, se muZe aZ piekvapiv€ rychle zvydit po napadeni rostliny ZivofiSnym
$kudcem. Ke zrychleni syntézy dochézi nejen v naru$eném organu, ale i v ostatnich
¢astech rostliny, které nebyly narueny. To oviem vyZaduje pfenos signilu, ke
kterému muZe byt vyuZita jak chemickd cesta (pomoci slouéenin typu fytohormond,
napf. jasmonové kyseliny), tak 1 zmény elektrického potencidlu. Dokonce existuji
dukazy o bezkontaktnim pfenosu signdlu k tvorbé inhibitori protedz z poranéné

rostliny na sousedni zdravé rostliny pomoci tékavé slou€eniny metyljasmonatu. (20)

patogenni mikroorganismy

Predeviim patogenni houby disponuji celou fadou velmi Géinnych lytickych
exoenzymu. Jen madlo obrannych procesi mé zcela obecny charakter, spiSe lze
pozorovat velkou rozmanitost u jednotlivych skupin rostlinnych druhu i u

jednotlivych organu.
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Jako elicitory mohou slouZit jednak nékteré metabolity vyludované patogeny
(exogenni elicitory, napf. nékteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidy), ale i
slou¢eniny, které se uvolfujf z narudovanych bun&énych stén obou organismi
(endogenni elicitory). K t&m patfi napf. oligomery chitinu, oligoglukany a
glykoproteiny uvoliiované hydrolyzou bun&éné stény patogennich hub, ¢&i
oligogalakturonany uvolfiované z bunéfné stény napadené buiiky.

Vlastni obranné reakce zahrnuji jednak tvorbu specifickych stresovych
proteinu a jednak syntézu a hromadéni chemicky jednodussich slouéenin s vyraznym
antibiotickym G¢inkem. Tyto sekundarni metabolity s ochrannou funkci jsou u
nékterych druhu rostlin pfitomny trvale, i kdyZ v mendim mnoZstvi neZ pfi infekci.
Patfi k nim nejruznéjii flavonoidy, terpenoidy, fenolické litky a alkaloidy, které
byvaji souhrnné oznacovany jako fytoncidy ¢&i inhibitiny.

Zv1a3tni skupinu specifickych nizkomolekuldrnich obrannych latek tvofi
fytoalexiny, které se za normdlnich okolnosti v butikdch nevyskytuji, ale za¢nou se
vytvéiet aZ po napadeni patogenem. U systematicky ptibuznych druhti se obvykle
vyskytuji také podobné druhy fytoalexinh. Tak napf. u rostlin celedi Fabaceae
pievazuji izoflavonoidy, u jinych celedi to mohou byt seskviterpeny (Solanaceae),
diterpeny (Poaceae), furanokumariny (Apiaceae) &i stilbeny (Vitaceae).

VéiSina z téchto slou€enin je lipofilni povahy, coZ jim usnadnuje pronikani
pies plazmatickou membradnu patogent. PoSkozeni membranovych funkei patif také
k nejé¢ast&jSim mechanismum pusobenfi fytoalexinli na patogenni organismy.

Jinym typem obrannych reakci rostlin je rychié zvy$eni tvorby polysacharidu
kalézy (1,3-p-glukan), ktery pak vypliiuje buriky v okol{ infikovaného mista. Kaléza
Jje velmi odolnd vuci houbovym hydrolazdm. Pokud je Sifeni infekce pomalé, pak se
po jisté dobé muZe pobliZ ohniska infekce zaloZit sekunddrni meristém (felogen),
produkujici siln€ suberinizované ¢&i lignifikované buiiky s velmi dobrou ochrannou
funkci. Neékdy dochdzi i k tvorbé odlucovaci vrstvy a celd infikovand &ast rostliny
odpadne. (20)

3.5 Sekvencni injekéni analyza

Sekvenéni injekéni analyza (SIA) patii do skupiny pritokovych analytickych
technik, které umoZiiuji racionalizovat a automatizovat sloZité postupy pii analyze
velkych sérii vzork instrumentdlnimi metodami, a tak podstatnym zpusobem

zvySovat produktivitu zejména rutinnich stanoveni. SIA byla vyvinuta b&hem
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odstraniovdni nevyhod a nedokonalosti techniky pratokové injekéni analyzy (FIA).
(25)

3.5.1 Princip a viastnosti metody SIA

Pfi vysvétleni principu SIA vychdzejme z jednoduchého analytického zadéni,
kdy analyt, obsaZeny v roztoku vzorku, potfebujeme pfevést na detegovatelny (napf.
barevny) produkt reakci s Cinidlem a zméfit (kvantifikovat) vhodnou analytickou
vlastnost tohoto produktu (napf. absorbanci pfi uréité vinové délce). Technika SIA
pouziva odliSny princip od techniky FIA.

Charakteristickym rysem SIA jsou oddélené méfici cykly. Nejprve jsou zény
nosného média, vzorku a ¢inidla postupné (jednordzové) aspiroviany do
jednokandlového systému s vyuZitim selekéniho vicecestného ventilu a pistového
Cerpadla a poté je pohyb pistu ¢erpadla obricen, ¢imZ dojde k promiseni zény vzorku
a ¢inidla a vznikly produkt je dopraven do detektoru; tim je jeden cyklus ukonéen. V
tomto jednoduchém pfipad€ je ziskdn vysledny analyticky signdl ve formé piku
podobné jako je tomu u FIA; v podstaté se jednd o zdznam zmény koncentra¢niho
gradientu reakéniho produktu pi#i prichodu jeho zény detektorem. Zdkladem SIA
jsou zmény piimého a zpémého toku. Vyhodou techniky SIA je moZnost
v jednotlivych cykiech objem vzorku cilené meénit v rozsahu jednotek aZ stovek pl.
(25)

3.5.2 Technickeé provedeni

Systém je tvofen jednokandlovym dvousmérnym pistovym <&erpadlem,
vicecestnym selekénim ventilem, vhodnym detektorem, misici civkou, kterd slouZi
zaroveni jako pojistka proti vniknuti vzorku a ¢inidel do éerpadla, a spojovacim
materidlem (obvykle plastikové hadi¢ky s vnitinim prumérem 0,7-0,8 mm). V
podstaté se d4 fici, Ze SIA systém pracuje v cyklu naprogramovanych pohybu pistu
¢erpadla, synchronizovanych s prepindnim pozic selekéniho ventilu. Piesna
synchronizace a opakovatelnost téchto krokd je nutnou podminkou k dosazeni
reprodukovatelné disperze jednotlivych zén v SIA systému a tim i k ziskani
reprodukovatelného koncentraCniho gradientu reakéniho produktu, resp. odpovédi
detektoru. Z uvedenych skute€nosti vyplyvd, Ze nezbytnou souddsti SIA systému

musi byt i vhodny mikroprocesor (nejlépe PC) s pfisluinym programovym
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vybavenim, ktery fidi kroky méficiho cyklu a soucasné sbird, uchovivd a
vyhodnocuje vystupni data.

ProtoZe SIA pracuje s malymi diskrétnimi objemy vzorku a &inidel a vyuiva
zastaveni a zménu sméru toku, spotfeby ¢inidel a vzorka i objem odpadu jsou

podstatné niZ&{i neZ u FIA. (25)

3.5.3 Uplatnéni SIA v praxi

Od roku 1990 bylo publikovdno émér sto praci, tykajicich se automatického
stanoveni vétSiny b&Znych anorganickych iontu a &etnych organickych latek véetng
1é¢iv technikou SIA. Se vzristajicimi potfebami kontroly kvality Zivotniho prostfedi,
potravin a 1éCiv, s poZadavky na rychiost a spolehlivost diagnostickych metod v
mediciné a biologickém vyzkumu, a na racionalizaci fizen{ technologickych procesu
se jevi SIA jako jedna z nad&nych alternativ, umoZiujicich provddét analyzy

velkych sérii vzorkl s vysokou produktivitou a dostateénou spolehlivosti. (25)
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Pristroje

Laboratorn{ analytické véhy, Sartorius, Géttingen

Autoklav PS 20 A, Chirana, Brno

Elektrickd susarna HS 31 A, Chirana, Brno

Laboratorni odstiedivka MPW 342, Med-Instruments, Var§ava
Pistova pumpa, Alitea Instruments, Seattle

Laboratorni tiepacka, IKA, Staufen

Osmicestny selekéni ventil, Vici Valco Istruments, Brockville
Spektrofluorimetr FS 970, Spectra-Physics, Darmstadt

Box s lamindrnim proudénim Fatran, Vyrobné druZstvo Pokrok, Zilina

Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

4.2 Chemikalie

dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a. jodid draselny p. a.
dusi¢nan draselny p. a. kyselina borita p. a.
dusi¢nan amonny p. a. kyselina nikotinova ¢.
chlorid kobaltnaty p. a. metanol p. a.

chlorid védpenaty p. a. kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctovd p. a.
chlorid thiaminia puriss. benzylaminopurin p. a.
chlorid pyridoxinia puriss. molybdenan sodny p. a.
myoinositol vanadiénan sodny p. a.
skopoletin p. a. siran hofecnaty p. a.
glycin . siran manganaty p. a.
hydrolyzat kaseinu siran méd’'naty p. a.
sacharéza p. a. siran zine¢naty p. a.
hydrogenfosfore¢nan sodny p. a. siran Zeleznaty p. a.
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4.3 Tkanova kultura Angelica archangelica L.

Pro pokusy byla pouZita dvanictiletd suspenzni kultura odvozeni ze
vzrostného vrcholu intaktni rostliny Angelica archangelica L., péstované na zahradé
Ié¢ivych rostlin farmaceutické fakulty. Kultura byla kultivovdna v tekutém Zivném
médiu  podle Murashigeho a Skooga spiidavkem 2 mg/l Kkyseliny 24-
dichlorfenoxyoctové a 0,4 mg/l benzylaminopurinu na roleru ve tmé a na svétle
(svételnd perioda 16 h svétlo/8 h tma). PasdZovani bylo provadéno ve &trnactidennim

intervalu.

4.3.1 Kultivace tkanové kultury

Pro sledovani vlivu vanadi¢nanu sodného na produkci kumarinu byla kultura
| ptepasdZovédna na Zivnd média podle Murashigeho a Skooga bez vanadi¢nanu
sodného a s pfidavkem vanadi€nanu sodného v koncentraci 0,2; 0,12; 1,22; 12,2; a
122 mg/l média a kultivovana Ctrnéct dni ve tme a na svétle (svételnd perioda 16 h
svétlo/8 h tma). Na konci kultivace byly kultury sklizeny, buriky byly oddéleny od
média odsatim za sniZeného tlaku, promyty destilovanou vodou a usuSeny za

laboratorni teploty. V usuSenych buiikdch a v médiu byl stanoven obsah kumarinu.

! 4.3.2 Zivné médium podle Murashigeho a Skooga

SloZeni Zivného média vztaZené na 1 litr je nasledujici (26).

CaCl,.2 H,O 440,00 mg
KNO; 1900,00 mg
MgSO, . 7 H,O 370,00 mg
NH4NO; 1650,00 mg
KH->PO, 170,00 mg
FeSO, .7 H;O 27,84 mg
Na,EDTA 37,34 mg
MnSQO. . 4 H,O 22,30 mg
ZnS0O,4 . 7 HO 11,50 mg
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H;BO; 6,20 mg
KI 0,83 mg
CuS0O4 . 5 H,O 0,025 mg
Na>:MoO;, . 2 H,O 0,25 mg
CoCl, . 6 H,O 0,025 mg
myoinositol 100,00 mg
hydrolyzat kaseinu 1000,00 mg
glycin 2,00 mg
kyselina nikotinova 0,50 mg
pyridoxin hydrochlorid 0,50 mg
thiamin hydrochiorid 0,10 mg
sacharéza 30 000, 00 mg

Médium bylo sterilizovano v autokldvu po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C a
tlaku 0,1 MPa.

4.4 Stanoveni kumarinu

Stanoveni kumarind v suspenzni kultute Angelica archangelica L. bylo
provadéno fluorimetricky metodou sekvenéni injekéni analyzy. Podminky stanoven{
byly nasledujici: nosny proud — destilovand voda, pritokovd rychlost 3 ml/min,
misici civka 1,5 ml, ddvkovany objem vzorku 40 pl, ddvkovany objem
fosfore¢nanového tlumivého roztoku o koncentraci 0,066 mol/l a pH 6 100 pl,
excitatni vinovd délka 345 nm, emisni vinovd délka 390 nm. Jako standard byl

pouZit skopoletin.

Stanoveni kumarini v médiu

V médiich bylo stanoveni kumarini provddéno piimo bez dal§i dpravy

vzorku. Obsah kumarinii byl vyjadiovan v mg skopoletinu na litr média.

Stanoveni kumarini v buiikich
Usudené buriky byly rozprdSkovény v tfeci misce a extrahovény tiikrdt smési
metanol-fosfore¢nanovy tlumivy roztok 0,066 mol/l (1:1) vidy 15 minut na tiepadce.

Ziskané vyluhy byly spojeny a doplnény v odmémé bafice na 25 ml po rysku smési
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metanol-fosforeénanovy tlumivy roztok, promichdny, odstfedény (10 minut, 3000
ot./min.} a pouZity pro stanoveni obsahu kumarinu. Obsah kumarinu v burikach byl

vyjadfovan v mg skopoletinu na g suiny.

4.5 Statistické zpracovani

Statistické zpracovani naméfenych hodnot bylo provedeno na zakladé téchto

vzorcu (27):

aritmeticky pramér: ,'x- = xi
n =)

1 n

smérodatna odchylka: S= |— ( X — f) 2
{

iz
Hoieenn. rozsah souboru
Kpeoorons naméfené hodnoty
X aritmeticky pramér
§ i smérodatna odchylka
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5. VYSLEDKY
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Tab. 1

Vliv vanadi¢nanu sodného na obsah kumarint v médiu suspenzni kultury
Angelica archangelica L., kultivované za svétla.

Koncentrace vanadi¢nanu | Obsah kumarint v | Smérodatnd
sodného médiu odchylka
[mg/1] [mg/1]

0,00 1,669 0,093
0,02 2,443 0,334
0,12 2,076 0,072
1,22 1,168 0,044
12,20 2,015 0,239
122,00 0,237 0,037
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Tab. 2

Vliv vanadi¢nanu sodného na obsah kumarinui v médiu suspenzni kultury
Angelica archangelica L., kultivované za tmy.

Koncentrace vanadi¢nanu | Obsah kumarinii v | Smérodatnd
sodného médiu odchylka

[mg/l] [mg/1]
0,00 2,286 0,066
0,02 2,391 0,155
0,12 2,549 0,090
1,22 2,602 0,050
12,20 2,427 0,065
122,00 1,710 0,034
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Tab. 3

Vliv vanadi¢nanu sodného na obsah kumarini v buiikich suspenzni
kultury Angelica archangelica L., kultivované za svétla.

Koncentrace vanadi¢énanu | Obsah kumarinii v | Smérodatna
sodného buiikdch odchylka
[mg/1] [mg/g]

0,00 0,776 0,016
0,02 0,822 0,049
0,12 0,844 0,025
1,22 0,775 0,010
12,20 0,698 0,024
122,00 0,321 0,032
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Tab. 4

Vliv vanadi¢nanu sodného na obsah kumarinti v bunkach suspenzni
kultury Angelica archangelica L., kultivované za tmy.

Koncentrace vanadi¢nanu | Obsah kumarinii v | Smérodatnd
sodného burikach odchylka
[mg/l] [mg/g]

0,00 0,767 0,012
0,02 0,692 0,035
0,12 0,686 0,053
1,22 0,685 0,081
12,20 0,722 0,053
122,00 0,145 0,020
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Graf 1: Vliiv vanadiénanu sodného na obsah kumarinii v médiu suspenzni kultury Angelica
| archangelica L., kultivované za svétla
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Graf 2: Vliv vanadiénanu sodného na obsah kumarinid v médiu suspenzni kultury Angelica
archangelica L., kultivované za tmy
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Graf 3: Vliv vanadi&nanu sodného na obsah kumarinii v buiikdch suspenzni kuitury Angelica
archangelica L., kultivované za svétla
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obsah kumarini v buiikach [mg/g]

Graf 4: Viiv vanadiénanu sodného na obsah kumarint v burikach suspenzni kultury Angelica
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6. DISKUSE
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Cilem této diplomové price bylo sledovat a popsat vliv abiotického elicitoru
vanadi¢nanu sodného na produkci kumarinu jako sekundarnich metaboliti suspenzn{
kulturou Angelica archangelica L.

Elicitace je komplexni jev a odezva riznych druhu rostlin na elicitory je velmi
variabilni. Vysledky studii procesu elicitace naznaduji, Ze je to indukéni jev, pti
kterém nastiva zvySeni hladiny mRNA, coZz je prvni odezva na kaskadu
biochemickych reakci vedouci k tvorbé sekundarnich metaboliti. NezdleZi pouze na
druhu elicitoru. (22) Do kone¢ného vysledku se totiZ odraZi nejen délka a intenzita
(koncentrace elicitoru) elicitace, ale také typ rostlinné kultury, jeji ristové faze apod.

V této praci jsem sledovala vliv péti koncentraci abiotického elicitoru
vanadi¢nanu sodného na produkci kumarini suspenzni kulturou Angelica
archangelica L. Elicitor se pfiddval v koncentracich 0,02; 0,12; 1,22; 12,20; 122,00
mg/l média. Doba kultivace byla &trnict dni. Polovina kultur byla kultivovana za
svétla (svételnd perioda 16 hodin svétlo/ 8 hodin tma) a druhd polovina byla
kultivovdna za tmy. Po kultivaéni dob& byl porovndvan obsah kumarini s kontrolni
kulturou, ke které elicitor p¥idédvan nebyl.

V médiich suspenzni kultury kultivované za svétla byla koncentrace kumarinu
u kontroly 1,669 mg/l. Po pfidéni elicitoru a postupnym zvySovanim jeho
koncentrace rostl i obsah kumarini v médiich. Maxima bylo dosaZzeno pii
koncentraci vanadi¢nanu sodného 0,02 mg/l, kdy obsah kumarina &inil 2,443 mg/l,
coZ je 0 32 % vice neZ v kultufe bez pfidaného elicitoru. Po dosazeni maxima obsah
kumarini pozvoina klesal. Pfi koncentraci vanadi¢nanu sodného 12,20 mg/l opéi
vrostl. Pfi dalSim zvy3eni koncentrace elicitoru (122,00 mg/l) ale nastal pokles
obsahu kumarinu aZ na 0,237 mg/l.

V médiich suspenzni kultury kultivované za tmy bylo moZno vypozorovat
uritou zdvislost. S piidavkem elicitoru byl zaznamenan pozvolny narust obsahu
kumarini, kdy maxima 2,602 mg/l bylo dosaZeno pti koncentraci vanadinanu
sodného 1,22 mg/l. Nésledné zvySovani koncentrace elicitoru vedlo k pozvolnému
poklesu obsahu kumarinu v médiich az na 1,710 mg/l (pfi koncentraci elicitoru
122,00 mg/l). Narust obsahu kumarini v médiich suspenzni kultury Angelica
archangelica L. kultivované za tmy €inil tedy 12 %.

Co se ty¢e buné&k suspenzni kultury kultivované za svétla, tak se stoupajici
koncentraci elicitoru byl pofiteéni narust a nasledny pokles obsahu kumarinu

pozvolny. 1 kdyZ v butikdch bylo dosaZeno maxima obsahu kumarinu aZ pii
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koncentraci elicitoru 0,12 mg/l (na rozdil od médii — pii koncentraci elicitoru

0,02 mg/l) nebyla tato hodnota (0,844 mg/g) tolik odli¥nd od hodnoty piedchazejici
(0,822 mg/g), kterd byla zaznamendéna pii koncentraci elicitoru 0,02 mg/l. Zvy3eni
obsahu kumarinu u buné€k suspenzni kultury kultivované za svétla bylo po srovndni
s kontrolni kulturou maximélné o 8 %.

V buiikdch suspenzni kultury kultivované za tmy pusobil abioticky elicitor
vanadi¢nan sodny na obsah kumarinu negativné. Se zvy$ujici se koncentraci
vanadi¢nanu sodného (0,02; 0,12; 1,22; 12,20; 122,00 mg/l} klesal pozvolna obsah
kumarinu. Pii nejvy$8i koncentraci elicitoru (122,00 mg/l) byl obsah kumarint
pouhych 19 % hodnoty obsahu kumarini v kontrolni kultufe.

Z jedné price zabyvajici se vlivem elicitori na tvorbu kumarind v suspenzni
kultufe Angelica archangelica L. (kdy byl pouZit chiorid hlinity jako elicitor)
vyplynul zdvér, Ze pii kultivaci za svétla byla elicitace pozitivni.Dosahovalo se
zvy$eni obsahu kumarinu aZ o 29 % v porovnéni s kontrolni kulturou, zatimco pfi
kultivaci za tmy nedo$lo pusobenim elicitoru ke stimulaci produkce kumarint. TakZe

bylo patrné, Ze elicitace je vyhodna pouze za svétla. (28)
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7. ZAVER
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Z vysledku plyne, Ze vanadi¢nan sodny se osv&dCil jako abioticky elicitor
v suspenzni kultuie Angelica arcgangelica L. NejvySsi nartst obsahu kumarinu byl
patrny v médiich suspenzn{ kultury kultivované za svétla, kdy se obsah po elicitaci
(vanadi¢nanem sodnym — koncentrace 0,02 mg/l) zvySil o 32 % ve srovnani

s kontrolni kulturou kultivovanou bez pfidavku elicitoru.
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