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1. UVOD

,Rostliny, zprvu jen plané rostouci, skytaly ¢lovéku potravu, ¢loveék jimi
pozdéji také topil a ohefi jej uéinil skutednym pénem piirody. Jimi se odival
a lécil...* ( Bohumil Némec 1873-1966) (1)

Jiz prvni doklady o pouZivani lé€ivych rostlin pochazeji z obdobi pied 4000
lety v Asii a Severni Americe. Udajn& i stafi Cifiané sniZovali horecky vytazkem
z koiene ¢ang-3an pied 3000 lety a Uinek opia byl znam ve Starém Egypté.
Nejstarsi pisemné udaje o rostlinnych 1é¢ivech pochézeji patrné z ¢inského herbaie
z roku 2700 pi. n. 1. (2)

Lédivé rostliny se dfive uzZivaly na =zdkladé tehdejsich zku3enosti.
Zpracovavaly se uréité organy rostlin na vyluhy a extrakty, ale podstata
terapeutického efektu zistavala neobjasnénd. Jedny z nejstarSich receptt z lé¢ivych
rostlin jsou zachyceny na Eberové papyru ze Starého Egypta z roku 1500 pi. n. L
Prikopniky véde&t&jdiho poznavani rostlinnych 1é&iv pro Evropu se stalo Recko
a Rim. K velkym znalcm rostlin patfili Demokritos, ktery na ziklad egyptskych
prament sestavil prvni anticky piehled l1é¢ivych rostlin, Theophrastus, jenZ poloZil
zaklady systematické botaniky, & Dioskorides popisujici ve svém dile ,,De Materia
Medica* vice jak 500 1é€ivych rostlin a drog. (3)

Nesmime zapomenout ani na Hippokrata, slavného lékafe, ktery se snaZzil
osvobodit 1é¢itelstvi od knéZského mysticismu. Jeho vliv zasahoval z 5. stol. aZ do
stfedovéku a oslovil fadu lékait a védced. (2)

Daldim vyznaénym znalcem lé€ivych rostlin byl 1ékai Galén z2. stol.,
v jehoZ receptech zaujimaly rostlinné drogy jedno z pfednich mist.

Poznavani rostlin se vtéto dobé rozvijelo i mimo Evropu. V arabskych
zemich vznikaly od 9. stol. ,,domy moudrosti“, kde se zdokonalovaly destilaéni
procesy a zadal se vyrabét alkohol, uZivany téZ jako antiseptikum. Vyznamnym
meznikem byly i cesty do Indie a Ameriky, odkud se dovezla spousta lé&ivych rostlin

a drog, které se uZivaji dodnes napt. Cortex chinae. Nemaly vyznam mél i objev

knihtisku, na jehoZ zakladg se zagaly vydavat herbate, z nichz nejvyznamnéjsi byl




Matthioliho herbaf z 16. stoleti. Herbafe podpofily pouZivani 1é&ivych rostlin, ale do
dob Parcelsovych nemélo jejich pouzivani racionalniho vysvétleni.

Paracelsus v 16. stol. jako prvni hlasal, Ze vlastni terapeuticky u&inek je
v latkach, které se v rostlinich nachazeji, ale nemél dostateéné technické moznosti,
aby své uceni dokazal.

Zéasadni obrat v poznavani rostlin pfineslo osvicenstvi, kdy nastal rozvoj
viech véd. Zadaly se vydavat védecké Easopisy, byl objeven mikroskop, coZ piispélo
ke studiu rostlin a jejich zafazovani do botanického systému.

V 18. a 19. stol. byla objevena a izolovana fada rostlinnych latek jako tanin,
morfin, strychnin, atropin, kolchicin a dalsi terapeuticky uZiteéné latky. (3)

Vlivem téchto objevu se prestava rostlina jako takova povaZovat za nositelku
lé¢ebného u€inku a lé¢ebnd hodnota jiZz nezavisi pouze na vzhledu rostliny
& priznivé konstelaci hvézd, ale za pomoci chemie se prokdzalo, Zze hlavnim
lééebnym cCinitelem jsou ucinné latky obsaZené v rostlinach v riznych mirach
a urditém chemickém sloZeni.

Dnes u mnoha rostlin uZ obsah u¢innych latek zndme, oviem existuje fada
léCivych rostlin, jejichz vSechny obsahové latky je$té¢ nejsou prozkoumany.
Skute¢nost, Ze nezndme je§t€¢ n€které ucinné latky, nebo Ze jejich udinek neni dosud
experimentilné dostatedn& zdivodnén, vede nékdy k podcetiovani lé€ivych rostlin.
Nediavéru miZe vyvolat také netispéch pfi nevhodném pouZiti nékterych rostlinnych
drog. Proto je dnes snaha zbavit légivou rostlinu balastu, riznych domnének a pfevzit
drogu jako skuteén& vzécny materidl k primyslové vyrobe 1égiv. (2)

Zhruba z tiiceti tisic zndmych pfirodnich litek je vice nez 80 % rostlinného
puvodu. Mnohé z téchto latek nelze ziskat ekonomicky inosnou organickou syntézou
a jejich vyroba pomoci genetického inZenyrstvi v mikrobnich systémech neni zatim
feSitelnd, protoZe vnikaji mnoha stupfiovymi biosyntézami. Proto jejich jedinym
zdrojem ziistavaji rostliny,

V posledni dobé se viak stdle vice projevuji obtiZe pti zajisfovéni p¥isunu
pfirodnich surovin v diisledku drastického zmen3ovani rostlinnych zdrojl, zabiranim
pudy pro zemé&dglské ugely &i naruovanim Zivotniho prostiedi. Vzristaji proto
naroky a souasné i ceny farmaceutického primyslu. Vzhledem k tomu, Ze i sbér

légivych rostlin ¢&i jejich péstovani je spojeno se spoustou problémi. Rostliny mohou

byt ohroZeny klimatickymi vlivy, mikrobialni nikazou nebo mohou byt snadno




napadeny hmyzem. Z téchto duvoda se v poslednich letech vénuje usili na
vypracovani vyroby Zadanych rostlinnych latek pomoci biotechnologie.

V biotechnologii jsou v soucasné dobé rozvijeny sméry tykajici se produkce
komeréné vyuZitelnych sloucenin kulturami rostlinnych bunék, propagace rostlin
tkafiovymi kulturami, wuchovavani a skladovani rostlinnych bunék, geneticka
manipulace s rostlinami iz vitre a genové inZenyrstvi vy$sich rostlin.

Nejpokrodilejdi je zatim péstovani tkanovych kultur s hlavnim cilem jejich
pouZiti pro vyrobu Zadanych rostlinnych latek. Pokusy s kulturami rostlinnych
explantati provadé]l Haberlandt jiZ vroce 1902, av3ak prvni prace o Uspé$ném

vyuZiti kultur rostlinnych buné€k k produkci sekundarnich metabolitl, pochazeji

z padesatych let minulého stoleti. (4)




2. CIL PRACE

Cilem této prace je sledovani vlivu riznych koncentraci siranu méd’natého na

produkei kumarinu suspenzni kulturou Angelica archangelica L.




3. TEORETICKA CAST

3.1. Obecna charakteristika Angelica archangelica L.

Angelica archangelica L. (andélika lékaiskd) patii do Celedi mikikovitych
(Apiaceae). Je to dvouleta aZ Ctyileta, statna, téméf lysd, monokarpicka bylina.
Oddenek ma mohutny, fepovity, krouzkovité svras¢ity, 5-30 cm dlouhy,
3-8 cm Siroky, s b&lavou nebo Zlutavou mlékovitou §tavou. Na oddenku se vyskytuje
mnoho jemnych kofent, zvlait€¢ vdolni poloving, kde se nachazeji Cetné
provazcovité adventivni kofeny. Kofenova hlava je kritce jemné <&upfinata.

U star8ich rostlin nalezneme oddenek vicehlavy.

Pfizemni listy jsou v poétu 2-5, maji mohutnou listovou pochvu a postupné
celé odumiraji. Lodyha je jedna, pfima, v horni poloving pfimo odstile vitven.
Dosahuje vysky 90-200 cm. Je oblého tvaru, nezietelng ryhovana, zelend &i tmavé

nachové zbarvend, s velkou centralni dutinou.

Andélika lékatska ma listy zpefené, v obrysu trojihelnikovité a mohou byt az
110 cm dlouhé. Listecky jsou nepravidelng vejéité, tfi aZ pétilalo¢naté, postranni
vétSinou nesoumémé dvoulaloénaté. Maji nestejné hrub& ostie pilovité, zaspitatélé
zuby s b&lavou 3pickou. Rapiky jsou dlouhé 25-50 cm a stejng jako vietena listi jsou
témeéf redukované v pouhou listovou pochvu. Pochvy, fapiky i vietena &epeli jsou
jemné ryhované.

Kvétenstvim této rostliny je sloZeny okolik. Okoliky maji 8-19 cm v priméru,
Jsou polokulovité, husté. Kv&tl v okolitku je nejéastéji 24-59. Kalisni cipy jsou
nezietelné, kaliSni listky vejéité kopinaté s dovniti zahnutou $pickou a kratce
klinovitou bazi. Barva kvéti je zelenavé bélava az Zlutozelena. Nitky ty¢inek jsou
dlouhé 3 mm, prasniky 0,7-0,8 mm. Stfedem pfiristaji k nitce. Semenik ma

elipsoidni tvar. Cnélky jsou kratké, za plodu az do 3 mm prodlouZené.

Plodem je svétle hnéda dvounazka, ktera je elipsoidni aZ Ziroce elipsoidni,
5-8 mm dlouhd, ze htbetu smackld, po stranich kiidlatd. Sekre¢ni kanalky
nachézejici se ve vnitini vrstvé mezokarpu jsou prstencovit& usporadané po jednom

v hibetnich Zebrech a po dvou v okrajovych Zebrech.
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Tato rostlina se vyskytuje ve dvou poddruzich Angelica archangelica subsp.

officinalis a Angelica archangelica subsp. litoralis. (5)

3.1.1. Angelica archangelica subsp. officinalis

Angelica archangelica subsp. officinalis neboli andélika lékafskd prava je
velmi aromatickd ve v3ech svych &astech. Kofen méa kratky, bohaté rozvétveny.
Lodyha je mé&kka, $tavnatd. Listové pochvy jsou téméf bylinné, listeny v obalitku
garkovité, plocheé, téméf stejné délky jako kvétni stopky. Korunni listky maji
Zlutozelenou barvu, Plodem je Siroce elipsoidni dvounaZka, na bocich kfidlata,

s vyrazné zfetelnym kylem.

Je to polosvétlomilna az svétlomilna rostlina rostouci na vlhkych, humaéznich
a Zivinami bohatych plidach v blizkosti vodnich hladin. Casto se vyskytuje
v oblastech horskych niv, na bfezich potoki a ve vlhkych ptikopech. TéZ mohou
vyplfiovat spary mezi kamenim a balvany na mistech, kde kofeny snadno dosahuji
k hladiné¢ podzemnich vod, prosakujicich z#&niho koryta. Byvd péstovana
v zahradach i polnich kulturdch, zvlasté ve vysSich polohach. V Ceské republice
nalezneme andéliku l€kafskou predev$im v Krkonosich, kde se piedpoklada jeji
puvodni vyskyt. V ostatnich &astech nasi republiky jde o druhotny vyskyt. Behem

poslednich dvou aZ tii desetileti se andélika rozsifila na bfezich Labe. (5)

3.1.2. Angelica archangelica subsp. litoralis

Angelica archangelica subsp. litoralis neboli andélika 1ékaiska pobiezni
postrada aromatickou viini. Koten ma fepovity, vétdinou jednoduchy. Lodyha je
tuha, listové pochvy pongkud koZovits, listeny obalicku Stétinovité a aZ dvakrat
krat3i neZ kvétni stopky. Korunni listky jsou zelenavé bélavé barvy. Plodem jsou
dvounaZky elipsoidniho tvaru snevyrazn& vystupujicimi Zebry a s nezfetelnym
kylem.

Jde o rostlinu vyskytujici se paivodné na moiskych pobfezich a pii usti fek,

adaptovanou na braktické vody a mirng slané pidy. Ojedinéle miiZeme tuto rostlinu
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nalézt i ve vnitrozemi, kde roste na bfezich velkych fek a kanali v Gsecich s vysokou
koncentraci hlavné chloridovych ionti ve vodé. U nas je zaznam ze dvou lokalit,
z Tocova v Doupovskych horach a v Brmé nad Labem, ale ekograficky je tento

vyskyt nepravdépodobny. Tento poddruh se péstuje pouze vyjimeéné. (5)

3.1.3. VyuZiti Angelica archangelica L.

Uz ve starych herbafich se uvadi, Ze andélika dostala nizev podle archandéla
Michaela, ochrance, nebot’” podobné jako on chrénila pfed zlem. Lidové se také
nazyva ,.rostlinou and&la“. Hodnotu andéliky poznali jiz stfedovéci mni$i, ktef ji

péstovali v klasternich zahradach. (6)

Andélika lékaiska se vyznaduje ostfe kofenitou a hotkou chuti a kofenitou
vini. Uplatiluje se jako nektaroddrna rostlina. PouZiva se z ni pfedeviim oddenek
s adventivnimi kofeny, n€kdy i plody a listy. Kofen obsahuje 0,3-1,0 % silice,
plody 1-2 %. Silice obsahuje hlavné terpen felandren, ktery se piidava do likéra,
k aromatizovani rybich konzerv a své vyuZiti nalézi i v kosmetice. (5) Dal3imi
obsahovymi latkami jsou pinen a cymol. (2} Kromé silice obsahuje rostlina i jiné
terapeuticky vyznamné latky, jako jsou kumariny a furanokumariny. Z kumarini se

v andélice nachazeji napf. angelicin, imperatorin, bergapten ¢ umbeliferon. (3)

Andélika plsobi povzbudivé na sekreci Zaludeénich $tav a uklidiuje
zvy3enou stfevni peristaltiku. Ve velkych davkach miZe zprvu pisobit povzbudive,
ale pozdéji ochromuje nervovou soustavu. Vlivem furanokumarini vyvolava

fotosenzibilni reakci na kuzi. (2)

Ve stfedovéku byla and&lika p&stovana v kladternich zahradach jako 1€k proti
moru. Jinak je droga vyrazng mocopudn4, podporuje poceni, pomaha pfi poruchich
traveni, pfi plynatosti, revmatismu, poruchich menstruace, migrén& a zavratich.
Andelikovy kofen je soutdsti receptur pti vyrob& hotkych likéri. Roztlugena nebo
pomletd semena a kofen jsou dobrou piisadou do koupele pfi bolestech svalii a
kloub. (6)

Osvédéuje se rovnéz jako prostredek podporujici odka$lavani a jako
kloktadlo pfi zandtech dutiny Gstni. Kofenova droga je téZ souasti Cajovych

pripravku Valofyt a Stomaran, kde podporuje jiZ zminénou Zalude&ni sekreci. (2)

D,
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Obr. &. 1: Angelica archangelica L. (7)




3.2. Sekundarni metabolismus

Metabolismem se rozumi soubor regulovanych biochemickych reakci, které
organismim zaji3tuji stavebni latky a nezbytnou energii pro jejich funkci. Jednotlivé
reakce jsou zafazené do reakénich Fetézel a cykl, které se nazyvaji metabolické

drahy. Ty mohou slouzit bud’ k biosyntéze latek nebo k jejich $t€peni. (8)

Metabolismus rostlin d&€lime na primami a sekunddrni. Primérni
metabolismus zahrnuje tvorbu a pfemény zakladnich sloucenin buriky a jeho cesty
jsou ve viech organismech velmi podobné. Tyka se sacharidd, bilkovin, nukleovych
kyselin a lipidi. Sekundarni metabolismus zahrnuje tvorbu a premény latek, které
nepatii k zdkladni molekularni vybavé rostlinné buiiky, nybrz jsou vytvafeny jen
v urtitych pletivech nebo organech v uréitych vyvojovych stadiich. Rostliny maji
schopnost syntetizovat velké mnozZstvi téchto latek tzv. sekundarnich metaboliti.
Sekundarni metabolismus je Gzce spjat s primdrnim metabolismem a nelze mezi nimi

vést ostrou hranici.

Sekundarni latky mohou mit v rostlinach specialni, Zivotn& duleZité funkce
nebo se jednd pouze o odpadni metabolické produkty, které se z cytoplasmy
pfemistuji do vakuol a bunéénych stén & se hromadi ve zviastnich burikiach a

pletivech.

Syntéza a akumulace latek je jednim z projevi specializace rostlinnych bunék
v prib&hu jejich diferenciace. Schopnost rostliny tvofit tyto latky je prostorové a

¢asov€ omezend a &asto je regulovand vlivy z vn&jsiho prostiedi. (9)

Rozd€leni metaboliti na primarni a sekundérni je zfejmé z diivoda odliseni
latek b&Zn& vznikajicich u vech rostlin od t&ch, které lze dokazat jen u n&kterych
&eledi nebo druhii, (8)

Prakticky kazdy druh vyssich rostlin ma vlastni specificky typ sekundarniho
metabolismu, zatimco svym zikladnim metabolismem se jeden od druhého prilis

nelidi. Pitomnost urditych sekundarnich latek v rostling mugze byt vyuZita jako
taxonomicky znak. (9)
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3.3. Kumariny a jejich derivaty

Kumarin je aromatickd, vonna latka. Byl izolovan v roce 1820 z tonkovych
bobl, coZ jsou semena jihoamerického stromu Dipteryx odorata L, &eled’ Fabaceae.
Kumariny se podle substituenti d&li na hydroxykumariny, metoxykumariny,
furanokumariny, pyranokumariny a jiné. Od kumarini se odvozuji i glykosidické
latky, z nichZ je znamo asi 200, a vice neZ polovina téchto glykosidu byla izolovéana
z rostlin z eledi mifikovitych (dpiaceae). Mezi dalsi Eeledi, kde 1ze nalézt kumariny
patii i &eledi bobovitych (Fabaceae), routovitych (Rutaceae), hluchavkovitych

(Lamiaceae), hvézdnicovitych (4steraceae) a lipnicovitych (Poaceae). (10)

Kumariny jsou regulatory kli€eni semen, kde maji blastokolinovy uinek, coz

zZnamena, Ze semena za¢nou kli€it aZ po vyplaveni kumarini vodou.

Farmakoterapeuticky se vyuZivaji jako antitrombotika, protoZe plsobi jako
antagonisté vitaminu K. (8) Maji tlumivy U¢inek na centrdlni nervovou soustavu,
sniZuji teplotu a nékteré plsobi i spasmolyticky. (3) Furanokumariny senzibilizuji
pokoZku na sluneéni zafeni, a proto se pouZivaji na lé&bu vitiliga a psoridzy. Nékteré
kumariny se vyznaduji imunostimulaénimi a cytotoxickymi u¢inky. Diky témto

vlastnostem jsou zkouseny u pacienth trpicich rakovinou.

Lze je nalézt i v nékterych kosmetickych a opalovacich piipraveich, protoze
maji schopnost zvySovat potet melanocytl, &imZ poskytuji ochranu pokozky pred

sluneénim zatenim. (14)

3.3.1. Struktura kumarint

Po chemickeé strince jsou kumariny 2H-1- benzopyran-2-ony, které jsou té
povaZovany za laktony kyseliny o-hydroxyskoficové. (14) Kyselina skoficova se
v rostlindch nachéz{ ve formé glykosidovych prekurzord a teprve po hydrolyze

prechazi cyklizaci na lakton. Mechanismus vzniku kumarini je znazomén niZe
(viz schéma &.1). (3)
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Schéma €. 1: Mechanismus vzniku kumarini

T O O A
- COOH
OH ? 0 ™0

kyselina dkoricova kyselina o—kumarovg Glc kumarin

Téméf vSechny kumariny maji vpoloze 7 OH skupinu, ktera miiZe

u nékterych byt methylovéna £i obsazena glykosidovou vazbou,

Castou metodou k ziskdvani kumarinii z rostlin je extrakce, kde se vyuziva

jejich rozpustnosti v alkoholech a organickych rozpoustédlech, jako je ether. (17)

3.3.2. Biosyntéza latek s aromatickym jadrem

V rostlinich a mikroorganismech se aromatické jadro miZe tvofit dvéma
cestami, jednak zcukernych metaboliti Sikimdtovou drahou, jednak linearni

kondenzaci kyseliny octové, tzn. polyketidovou drahou.

Prvni cesta vede k aromatickym systémim s kyslikovymi funkcemi v ortho- a
para-polohach, druhé cesta k meta-substituénim derivatim. P¥i biosyntéze n&kterych
latek s vice aromatickymi cykly se mohou uplatnit obé cesty. Pikladem mohou byt

2-fenylchromony, od nichz jsou odvozeny flavony, aurony, anthokyany a katechiny.

®)
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3.3.3. Sikimatova dr4aha a jeji metabolity

Biosyntéza aromatického cyklu pies kyselinu Sikimovou je typicka zejména
pro zelené rostliny. Souvisi to patrné s tim, Ze fotosytetickd tvorba cukri poskytuje

dostatek vychozich latek, jako jsou erythrosa-4-fosfat a fosfoenolpyruvat.

Kondenzaci  erythrosa-4-fosfatu s fosfoenolpyruvatem  pies  fadu
meziproduktii vznika cyklohexanovy derivat (kyselina 5-dehydrochinovd), ktera

je predstupném kyseliny Sikimové a dal3ich rostlinnych kyselin.

Z kyseliny 3-fosfoSikimové kondezaci s fosfoenolpyruvatem se tvofi pies
meziprodukty kyseliny chorismovd a prefenova, coZ jsou oxokyseliny davajici
zdklad fenylalaninu a tyrosinu. Chorismét je téZ prekursorem kyseliny anthranilové,

Z niZ se tvofi tryptofan.

Fenylalanin je dale deaminovan vysoce specifickou L-fenylalanin—amoniak
lyasou na kyselinu skoficovou. Také tryptofan podléha analogické elimina¢ni
deaminaci na kyselinu p-kumarovou, ale tato reakce probih4 u rostlin jen malokdy.
Osud skoficovych kyselin je sloZity a pro rizné skupiny rostlin je odli¥ny. Zna¢na
tast kyseliny p-kumarové se vyuziva k biosyntéze flavonoidi, u dfevnatych rostlin se
derivaty inkorporuji do polymerniho ligninu, dale se podileji na vzniku &etnych latek,

mezi které patfi i kumariny, umbelliferon, dafnetin a jiné, (8)
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Schéma &. 2: Metabolity Sikimatové drahy (26)
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3.4. Rostliny a vlivy vnéjsiho prostredi

Rostliny jsou trvale pfizpusobeny k vykonavani viech svych zivotné
daleZitych funkci za pom&mé velkého kolisani faktori vnéjSiho prostfedi. Pokud
ptsobeni vné&jsich vliva pfekroci jistou mez, dojde v rostlin€ k porucham struktur a
funkci. Soudasné vsak dochézi i k napravnym procesim na trovni molekuldmi,
biochemické a fyziologické, jimiZ se rostlina brani. Tento stav rostliny se nazyvd
stres a muzZe vést k dosaZeni nové homeostézy ¢ k uhynuti postizeného organu nebo
i celé rostliny. (11) Na druhé€ strané muZe byt mirny stres pro rostlinu uzZite¢ny v tom

smyslu, Ze zvy3uje jeji odolnost proti extrémni zatéZi. (9)

Nepfiznivé vlivy vnéjsitho prostfedi, které zavazné ohrozuji rostlinu,
se oznauji jako stresové faktory. Velkou nevyhodou rostlin proti stresovym

faktortim je jejich pfisedly zplsob Zivota, ktery rostlindm neumozni uniknout. (11)

3.4.1. Stresové faktory

Stresové faktory maji povahu fyzikalni, chemickou ¢i mechanickou, souhrnng
se oznaluji jako abiotické faktory. Zvlastni skupinu tvoii biotické faktory zahmujici
zavazn€ negativni vlivy jinych rostlin, Zivodichd a mikroorganismli na danou

rostlinu.

Abiotické faktory:  fyzikalni - mechanické 0¢inky vétru
- nadmérné zafeni

- extrémni teploty (horko, chlad, mraz)

chemické - nedostatek vody
- nedostatek kysliku
- nedostatek Zivin v padé
* nadbytek iontll soli a vodiku v ptidé
- toxicke kovy a organické latky v ptidé

- toxické plyny ve vzduchu
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Biotické faktory: > herbivorni zZivo&ichové (spdsani, poranéni)
- patogenni organismy (viry, mikroby, houby)

- vzajemné ovliviiovani (alelopatie, parazitismus)

Stresové faktory fyzikalné-chemické ¢i biotické mohou pronikat do vntifniho
prostfedi rostlin riznych druhti nestejn€ snadno v disledku rizn€ vyvinutych
ochrannych struktur danych rostlin. Tento zpiisob ochrany ma prevaZné pasivni a
dlouhodoby charakter, jedna se napiiklad o tlustou kutikulu na listech, vyraznou
impregnaci bunéénych stén, rezervoary vody a snadno rozloZitelné organické latky
tlumici jejich nedostatek. Jde zde vlastné o schopnost rostlin vyhnout se stresu,

ke které pfispivaji také vhodné natasované Zivotni cykly.

Z fyziologického hlediska jsou mnohem zajimavéj$i mechanismy aktivni
odolnosti omezujici negativni dopad stresort aZ po jejich proniknuti k plazmatické
membrané bunék a do symplastu. V takovém piipadé dochéazi ke spusténi fetézce

zmén oznacovanych jako stresova reakce. (11)

3.4.2. Prubéh stresové reakce

Poplachovéd fize — se objevuje bezprostiedné po zatatku pusobeni stresového
faktoru, kdy dochazi k naruseni buné&nych struktur a funkci.

Restituéni fdze — je patrna tehdy, pokud intenzita pusobeni stresoru neptekraduje
letalni troven, a tak zdhy dochaz{ k mobilizaci kompenza¢nich

mechanismii.

EFéze rezistence — nastava tehdy, pokud kompenzaéni mechanismy vedou ke zvyseni

odolnosti rostliny vii¢i plisobicim faktorim.

Faze vyerpani - pfichézi pii nepfetrZitém, intenzivnim pusobeni stresového faktoru.

(1)
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Schéma &. 3: Znazornéni prib&hu stresové reakee (11)

ormini_
stav

odolnost

]
|
1
|
T pocatek stresu cas

Pribgh stresové reakce a jeji konedny vysledek zavisi jak na intenzité a délce
pusobeni stresového faktoru na danou rostlinu, tak i na geneticky vazanych
ptedpokladech odpovédi, souhrnné oznadovanych jako adaptaéni schopnosti.
Piechodné zvy3eni odolnosti ziskané pod vlivem stresoru se nazyva aklimatizace,
Ta muZe byt zaloZena na zm&nach rychle pomijivych, danych tvorbou specifickych
metabolitll, nebo na zménach trvalejsich, jako je tvorba novych organua véetng jejich
vnitini struktury. (11)

3.4.3. Charakteristika obrannych reakci rostlin

Mechanismus plsobeni stresovych faktort je do znaéné miry specificky,
stejn€ tak i reakce rostliny sméfujici k potladeni nasledki ptisobeni stresoru, i kdyz

n&které metabolické zmény v bunikich maji spole&né znaky.

K nejCastéjiim spole€nym znakim, které vedou ke zvyseni odolnosti vici

nékolika stresovym faktoriim soudasng, patfi:

. tvorba stresovych proteinu

. tvorba a odstraiiovani aktivnich forem kysliku
. tvorba ,,stresovych® fytohormoni

. tvorba osmoregulacnich slou¢enin
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3.4.4.1. Stresové proteiny

Pod vlivem kteréhokoliv ze stresovych faktord dochéazi &asto jiz béhem
nékolika desitek minut k znaénym zménam v kvantitativnim i kvalitativnim
zastoupeni proteintl v butikach. Tvorba n€kterych proteinti stoupa, u jinych se naopak
zastavuje. V hojné mife se v3ak syntetizuji proteiny, které se v buiikich za
normalnich okolnosti nedaji vibec zjistit. Zmény v syntéze obvykle kulminuji
nékolik hodin po zaZatku puisobeni stresoru, a pak dochazi k pomalému navratu do
puvodniho stavu. Indukce stresovych proteind byva Casto specificky vdzana na urdity

stresovy faktor.

Proteiny, které b&hem stresové reakce vznikaji, maji velmi rozmanitou
velikost 1 funkci. Daji se snadno separovat podle molekulovych hmotnosti pomoci
béZnych detekénich metod. ObtiZnéjdi je urdit jejich funkci, protoZe vétfina proteint
vznika nespecificky vlivem riznych stresori. Jednia se vesmé&s o konstitutivni
proteiny patfici k pravidelné vybaveé bunék vech genotypi, oviem za stresu se jejich

mnoZstvi mnohondsobné zvySuje. {11)

3.4.4.2. Aktivni formy kysliku

Nékterymi procesy v rostlinich muiZe byt molekularni kyslik z atmosféry
pfemén&n na mnohem aktivn&jsi formy & silné oxidaéni slougeniny. Uloha téchto
latek ve stresovanych rostlinach je zna&né rozmanitd a do jisté miry rozporuplna.
Jednak vznikaji jako nebezpe&né produkty pii pasobeni fady stresovych faktorti a
rostliny tak musi mit G&inné mechanismy na jejich deaktivaci. Dale mohou mit
funkei signaldi &i ochrannych latek pii plisobeni n&kterych stresorti a je pak tedy

Zadouci udrZovat ur&itou hladinu t&chto latek v buiice.

Tvorba aktivnich forem kysliku vburikich probihd nékolika moZznymi

cestami. Vedle interakce bundk s atmosférickym ozonem jsou hlavnimi zdroji

procesy probihajici v organelich a jejich membranach. Vznik aktivnich forem
kysliku mii%e probihat v chloroplastech & mitochondriich. Nejéastéjsi aktivni formy

jsou superoxid, peroxid vodiku a hydroxylové derivaty.




K negativnimu plsobeni aktivnich forem kysliku patfi peroxidace lipidd,
predev§im lipidu s vysokym obsahem nenasycenych mastnych kyselin. PoSkozeny

mohou byt i n¢které aminokyseliny, proteiny a nukleové kyseliny. (11)

3.4.4.3. Fytohormony

Fytohormony jsou chemické signaly vznikajici ve velmi nepatrném mnoZstvi
v uréité &asti rostliny a jsou transportovany do jinych &asti rostliny, kde plsobi
regula¢n& na rizné procesy, predevsim rustové, vyvojové a pohybové. Na rozdil od

zivodisnych hormont jsou fytohormony mélo specifické. (1)

Jednou z prvnich reakci rostliny na pusobeni stresoru je zvy$end tvorba
etylenu. Vy33i mnoZstvi etylenu je vyvolano nedostatkem i nadbytkem vlahy,
nedostatkem kysliku v pidé, teplotnimi vykyvy, poranénim, zasolenim pudy,
napadenim patogeny i toxickymi latkami. Tvorba etylenu stoupa jiZz 20-60 minut
po za¢atku plsobeni stresujiciho faktoru a pfetrvava ruzné dlouho. Pod vlivem
zvy$ené hladiny etylenu stoupd tvorba nékterych fytoalexintl, zvy$uje se aktivita
nékterych enzymu, které se wucastni obrannych reakci rostlin, a vzrista odolnost

nékterych pletiv k pisobeni lytickych enzym.

Mezi stresové fytohormony lze i zafadit kyselinu abscisovou (ABA), jejiz
obsah kulminuje v zavislosti na vné&j$ich vlivech prostiedi. Vyznam ABA poprvé
zaznamenali Wright a Hiron v roce 1969. Zjistili, Ze obsah této kyseliny se v listech

pSenice na pocatku vadnuti markantng zvy3uje.

Prvnim signilem ke zvy3ené syntéze ABA je pravdépodobné& ztrata vody
v protoplastu, &¢imZ dojde k poklesu tugoru. Kyselina abscisova zpiisobuje uzavirani
pruduchi inhibici ATP-protonové pumpy v plasmatické membrané svéracich bungk.
Hladina ABA v rostlindch se zvy3uje i pii stresu vyvolaném vysokou & nizkou
teplotou, pii nedostatku vody a tehdy, kdyZ se rostliny vyskytuje na zasolenych
puddch. Exogenni aplikace ABA v mnoha ptipadech redukovala reakei rostlin na

stres a zvySovala odolnost rostlin proti nizkym teplotdm.

Déle mizeme jmenovat i polyaminy, které hraji tez dilezitou roli v obrang
rostlin, nebot’ chrani membrany a nukleové kyseliny. Polyaminy stabilizuji pH

v butikdch a zvyuji bunéénou osmolaritu. Jejich zvySené hladiny byly pozorovany

v kyselém prostred a pti piisobeni osmotického stresu,
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V obrannych reakcich rostlin se uplatiuji i mnohé jiné latky napf. kyselina

jasmonova ¢&i sekundamni metabolity odvozené od fenolickych latek, mezi které patii
i kumariny. (12)

3.4.4. Obrana rostlin proti patogennim organismim

Fytoalexiny pfedstavuji skupinu nizkomolekularnich latek, které se za
normalnich podminek v rostliné nevyskytuji, ale zatnou se tvofit po napadeni
patogenem. V soucasné dobg je znamo vice nez 300 téchto latek. Pfevazné jsou to
latky fenolické (fenylpropanoidy a flavonoidy, popfipad® isoprenoidy). VétSinou se
jedna o latky lipofilni povahy, coZ jim usnadfiuje prostup pfes plasmatickou
membranu patogeni. Poskozeni membrénovych funkci patifi k hlavnim
mechanismim jejich toxického plisobeni. Plisobeni fytoalexini je zaméfené pfevazné

na patogenni houby, méné pak na bakterie. (9)

Nejvys$i akumulace fytoalexin ve stresovanych rostlinach je dosaZeno do
dvou dni, potom jejich hladina klesne. Nejvy3si koncentrace je v buiikach
napadenych a bezprostfedn€ sousedicich snapadenym mistem. V misté
hypersenzitivni reakce je potlaeno odbourdvéni fytoalexinii a navic je silné zvysena
nova syntéze. Signaly k syntéze vydava Skidce specifickym pusobenim na uréité

rostlinné geny. (13)

Tvorba fytoalexini je vyvolavana elicitory. Elicitory mohou byt rostlinné
polysacharidy produkované patogenem napadajicim rostlinnou bunéénou sténu, nebo
polysacharidy vznikajici pfi degradaci bun&né stény patogenni houby rostlinnymi

enzymy, jejichZ sekrece byla vyvolédna samotnym patogenem. (9)

Pomémé ¢astd a i¢inna reakce na prinik patogenu je fizena tvorba nekroz.
V napadené burice mohou byt béhem nékolika desitek minut po kontaktu houbové
hyfy s plasmalemou spustény biochemické procesy vedouci k rychlému uhynuti jak
vlastni buiiky, tak i houbové hyfy. Tato reakce se nazyva hypersenzitivni reakce.
Dochazi pH ni k rozpadu membranového systému pfedevdim nahlym zvy$enim

koncentrace vysoce reaktivnich volnych radikali a peroxidu vodiku.

Tvorba aktivnich forem kysliku je spojena s aktivaci NADPH-oxidazy

v plazmatické membrang, inhibici antioxidaénich enzymi v busice. To vede k rychlé

Peroxidaci a rozpadu membranovych systému a k smrti buiiky samotné. Déle dochézi




k odumieni bunék i v blizkém okoli mista infekce. Lokalizovana nekrdza ve vétsing

piipadu spolehlivé zastavi pronikani a $ifeni dal3i infekce. (11)

Vedle tvorby nekr6z muZe rostlina ziskat i rezistenci na dany patogen.
Pokusy s kyselinou salicylovou ukézaly, Ze v pletivech infikovanych patogenem
prudce stoupa jeji obsah. Potom se kyselina salicylova floémem transportuje
do neinfikovanych pletiv, kde vyvolava zmény vedouci k ziskéni rezistence danych
pletiv. (12}

Jiny typ obranné reakce rostlin piedstavuje zvy$eni tvorby polysacharidu
kalézy, ktery vypliiuje builky v okoli infikovaného mista. Kaléza je odolna vici
houbovym hydrolazam. Pokud je Sifeni infekce pomalé, tak se po jisté dobé muze
pobliZ ohniska infekce zaloZit sekundarni meristém, produkujici silné suberizinované
¢ lignifikované buriky s velmi dobrou ochrannou funkci. Jindy muZe dochazet

k tvorbé odlucovaci vrstvy a cela infikovana &ast rostliny odpadne. (11)

3.4.5. Rostliny a tézké kovy

Mnohé pidy jsou kontaminovany fadou toxickych kovi, zejména olovem,
kadmiem, zinkem, rtuti, cinem, hlinikem aj. Rostliny absorbuji tyto kovy kofenovym
systémem ruzné¢ rychle a maji viéi nim i riiznou odolnost. Nékteré rostliny tézké
kovy témé&t neabsorbuji, zatimco nékteré je ve svych organech hromadi v dosti
zna¢ném mnoZstvi. Existuji téZ rostliny, jeZz hromadi t&€Zké kovy jen v kofenech
Toxické kovy brzdi v rostlinach rist, fotosyntézu a dal3i procesy tim, Ze inhibuji

rizné enzymy a redoxni systémy.

Rada rostlin ma vyvinuty detoxikadni systémy zaloZené na produkci
tzv. fytochelatini, kterymi jsou t&€Zké kovy chelatovany. Fytochelatiny jsou peptidy

obsahujici ve své molekule sirné aminokyseliny. (9)
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3.5. Méd’

Méd’ se v periodické tabulce prvki nachazi ve spoleéné skupiné se zlatem a
stfibrem. Jsou to uslechtilé kovy, odolné viéi korozi a pouZivané jako tzv. mincovni

kovy. (15)

Meéd’ patii mezi mé&kké, kujné, tazné kovy. Vyborné vede elektiinu i teplo. Za
normélnich podminek je malo reaktivni. Na vlhkém vzduchu se pokryva za
pfitomnosti CO; zelenou vrstvickou hydroxid-uhli¢itanu, s halogeny dava
halogenidy CuX,, pfi vysoké teploté reaguje s kyslikem i se sirou. Rozpousti se

pouze v kyselinach s oxidaénim G¢inkem. (16)

Latinské pojmenovani meédi (cuprum) je odvozeno od nazvu ostrova Cypru,
kde Rimané poprvé ziskali kovovou mé&d’. Usuzuje se, Ze méd’ byla pouZivana zhruba
od roku 5000 pf. n. 1. M&d’ se jiZ od roku 3500 pf. n. 1 vyrabéla na Stéednim vychodé
redukei rud dfevénym uhlim a roku 3000 pf. n. 1. byla v Indii, Recku a Mezopotamii

objevena jeji schopnost tvofit tvrdé bronzy. Od té doby se stala jednim

vvvvvv

Med' se v pfirodé vyskytuje hlavné ve formé chalkopyritu CuFeS,, kupritu
Cu,0 a malachitu Cu;CO3(OH),. Hlavni surovinou pro vyrobu médi je chalkopyrit.
Rudy se koksem redukuji na kov a dale se elektrolyticky &isti. (15)

Meéd’ se pouziva hlavné pfi vyrobé elektrickych vodi¢l, v mensi mife slouzi
jako pfisada do mincovnich slitin, b&€Znych bronzi a specialnich slitin.

Z biochemického hlediska je meéd’ nezbytna pro Zivot. Je soudasti
hemocyaninu, coZ je bilkovina slouZici u né¢kterych mékkys$u k pfenosu kysliku
vkrvi. V lidském téle u dospélého Elovéka je obsah asi 100 mg médi pfevazng
vazané na bilkovinu. Zuastiiuje se spoleéné shemem v cytochromoxidaze na
pfenosu elektronti, a tim usnadituje pfeménu kysliku na vodu. Jakdkoliv zména
hladiny tohoto prvku vede k zavaznym porucham. Nedostatek mé&di vyvolava anemii
a naopak nadbytek zpusobuje Wilsonovu chorobu. Kovovdi méd’ vykazuje i

antibakteriilni vlastnosti.
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V rostlinné fidi je znama fada bilkovin obsahujicth méd’, tyto bilkoviny se

oznaduji jako modré bilkoviny. SlouZi k pfenosu elektonu. (17)

Méd je velmi dilezity mikrobiogenni prvek v rostlinnych buiikich.
Je napojena na oxidoredukéni systémy a ma vliv na stabilizaci chlorofyld. (1) Vedle
toho se podili i na lignifikaci pletiv. Nedostatek m&di v rostliné miZe mit vliv na

vitalitu pylu. (11)

Meéd'naté ionty v koncentraci vy3si nez 0,1 mM pusobi jako stresovy faktor,
ktery v suspenznich kulturach Nicotiana tabacum L. zpusobuje zvySeni H,O,. (18)
Ve studii se suspenznimi kulturami Oriza sativa L. zvy$il chlorid méd'naty produkci

sekundamich metaboliti povahy terpenu a tékavych latek. (19)
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3.6. Explantitové kultury

Jako explantaty se oznafuji ruzné typy in vitro kultivovanych organu
vynatych z rostlin, jejich ¢asti, meristematickych pletiv, buné€k, protoplastt a kalust.
Explantatové kultury se vyuZivaji pfi $lechténi rostlin ¢i produkcei rostlinnych
metabolitd. UmoZiiuji konzervovat genetickou stabilitu materidlu a vyuzit metod
genoveho inZenyrstvi ve Slechténi rostlin. Hlavni vyhodou explantatovych kultur je,
Ze lze dlouhodob¢ a v pomé&mé malém prostoru kultivovat velké populace bunék,
a z kazdé lze vypéstovat novou pinohodnotnou rostlinu. Vegetativni mnoZeni rostlin
v explantatovych kulturach je mozné diky totipotenci rostlinné buiiky, coZ znamena,
Ze 1 diferencované rostlinné buiiky obsahuji veskery geneticky material potéebny pro

regeneraci celé rostliny.

Explantatova kultura se ziskava z kterékoli ¢€asti rostliny, nadzemni nebo
podzemni, explantaci parenchymatické tkané, jejim pfenesenim na tuhou Zivnou
pidu a inkubaci. Po nariistu dostateéného poétu bunék ve formé kalusu je moZné je

opakované pienaset na Cerstveé zZivné pudy a udrZovat je v aktivnim stavu. (20)

3.6.1. Rozdéleni rostlinnych explantatovych kultur

» Kultura orgénova organy resp. jejich zdklady ¢i casti péstované

v podminkach in vitro zpusobem, ktery zachovava jejich diferenciaci, stavbu
a funkci.

= Kultura tkafiova-pletivova — soudrZzné, morfologicky desorganizované

mnohobunééné komplexy tkan& (pletiva) pomnoZované na polotuhych &i
pevnych nosi¢ich nasycenych Zivnym médiem nebo vyjimeéné v tekuté Zivné

pudé.

» Kultura suspenzni — volné buitkky a bunééné shiuky spole¢né pomnoZované,
které jsou suspendovany vtekuté Zivné padé, jsou promichdvany

a provzdusiiovany.

» Kultura bunéfnd resp. kultura volnych bunék — volné jednotlivé

a identifikované buitky pomnoZované v tekuté &i polotekuté Zivné pudé nebo

na nosi¢i nasyceném pudou.

28



= Kultura protoplasti — kultury bun&k, které nemaji bunéénou sténu, obsah

builky je obalen elastickou plasmalemou. (21)

3.6.1.1. Suspenzni kultura

Suspenzni kultury rostlin piedstavuji relativné homogenni populaci bungk
nebo malych bunéénych agregati, které jsou kultivovany v pohybujicim se tekutém
Zivném médiu. Pfipravuji se z rozpadavého kalusu. Kousky kalusu jsou kultivovany
na tekutém médiu na tfepacce ¢i rolleru.

PouzZiti tekutych médii umozZiiuje buitkdm pimy kontakt s Zivnym médiem,
takZe jeho jednotlivé sloZky jsou jim rychle piistupné. Snadny pfisun Zivin a dobra
vyména dychacich plynd v pohybujicim se médiu umoZiinje velmi rychly rist
bunééné suspenze. Vlivem rychlého ristu bunék dojde za kratkou dobu k odéerpani
Zivin z kultivadniho média. Pro zajisténi stalého ristu kultury je nutné bun&iné
suspenze asto pasaZovat na Cerstvé médium. PasaZovani je nutno provadét na konci
exponencidlni fazi rustu, kterd je charakteristicka aktivnim délenim a riistem bunék.
Aktivné se délici buiiky totiZ produkuji uréité substance, které stimuluji rist okolnich
bunék. (viz schéma & .4) (22)

Schéma ¢. 4: Ristova kfivka suspenzni kultury

podet bunék/ml

staciondrni faze

exponencialni faze

doba kultivace (dny)
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Bunégné suspenzni kultury se hojné vyuZivaji jako modelovy systém pfi

studiu procest sekundarniho metabolismu, indukci enzymt, genové exprese a jako

vychozi materidl pro pfipravu enzymi. VétSina téchto suspenzi neobsahuje

karotenoidy a chlorofyl, coZ je z hlediska izolace enzymii a sekundarnich metabolit

velmi vyhodné. (22)

3.6.2. Vlastnosti rostlinnych explantatovych kultur

Tkafiovou, suspenzni ¢i bun&nou kulturu Ize odvodit z buriky ¢i komplexu
bunék pletiva kteréhokoli orgénu rostlinného téla. Vyjimku tvofi né€které
velmi specializované buiiky, jako jsou sitkovice, tracheidy, sklereidy aj.
Kulturu lze péstovat (udrZzovat rostouci) in vitro za vhodnych kultivatnich
podminek neomezeng dlouho.

Tkafiova resp. suspenzni kultura se v priubé¢hu ristu in vitro dediferencuje,
ztraci sviij puvodni morfologicky a fyziologicky charakter. Neni v3ak
homogenni, obsahuje buitky rizného stupné diferenciace.

Rada organovych, tkafiovych & bun&énych kultur je schopna trvale rist na
plné syntetickych pudach.

Vhodnou kombinaci rustové aktivnich latek a ostatnich sloZzek kultivatniho
média lze vkulturich primérnich explantati i v kulturach tkénovych,
suspenznich & buné&nych indukovat histogenezi a organogenezi, takto 1ze
odvodit z jedné somatické buiiky Zivotaschopnou rostlinu.

Explantatové organy resp. organové zdklady v kultufe in vifro mohou

doristat. (21)

3.6.3. Kultivace explantatovych kultur

Veskeré potiebné etapy lze podle Pétiarda rozdglit do Etyf fazi.

1.

Faze — V této etapé dochazi k vybéru vhodné matecné rostliny, pokud moZno
s vysokou produkci pozadovaného metabolitu, a k ziskdni primarniho
explantatu. ObtiZze p#i zavadéni pletiv a bun¢k do kultury in vitro jsou
z jednodéloZnych neZ z dvoud&loZnych rostlin. Z povrchové sterilizované &i

asepticky péstované rostliny se odebere fragment nékterého organu a umisti
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se in vitro na vhodné médium, které musi byt sterilni. V této fazi je velmi
dulezité slozeni Zivného média. Obvykle musi byt komplexnéjsi nez v dalgich
pasazich. Po n&kolika tydnech se objevi primarni kalus, jenZ je schopen

rozmnozovani na novém meédiu.

. Faze - Ziskany kalus je po odstranéni zbytku vychoziho organu po
pasaZzovani na vhodné médium schopny proliferace. B&hem prvniho
pasaZovani se ¢asto projevu)i morfologické pigmentace nebo zmény, teprve
po v&tSim poltu pasazi se ziskad stabilni a homogenni rostlinny material,
oviem pouze za pfedpokladu pfisného dodrzovani konstantnich podminek
kultivace, jako je slozeni Zivné pudy, teplota, osvétleni, prostfedi a

pravidelnost pasazi.

. Faze — Suspenzni kulturu rostouci v tekutém médiu lze z tkdn¢ péstované na
pevné pudé ziskat bud’ enzymovym rozvolnénim (napt. pomoci pektiniz),
nebo mechanickou cestou. Kalus pfevedeme do tekutého média a nadobu
umistime na specialni tfepacku. Ziskané kultury jsou dale udrZzovany pomoci
pravidelnych pasazi k udrZeni stupné disociace bunék. Po nékolika pasaZich

lze ziskat suspenze s konstantnim stupném agregace.

. Faze — Suspenzni kultury jsou vétSinou udrZovany vsadkové v malych
bartkdch umisténych na tfepackéch ¢&i rollerech. Pechod na vétsi objemy,
nutny pro kaZdé biotechnologické vyuZiti, je velmi ndro&ny z hlediska
udrZeni dokonalé sterility, zaji5téni dostatku kysliku a optimalizace dalich
faktori. Rostlinné buiiky maji velikost zhruba 1000x vét§i néZ burky
bakterii, a proto z nemichaného ¢&i netfepaného média rychle sedimentuji.
Jsou kiehké a z tohoto duvodu 3patné snaseji mechanické michani, proto se

k michani &asto pouZiva prochazejiciho proudu sterilniho vzduchu.
Volba vhodného zpisobu kultivace zavisi:

" na vlastnostech kultury

* stupni agregace a diferenciace

* na hledaném produktu

* na potfebé ziskat biomasu nebo metabolit uvolnény do

média
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Buikky jsou obecné péstovany pfi teplotdich mezi 25-30 °C, vrozmezi
10-200 otacek rolleru za minutu a prim&rna vsadkova kultivace trvd 10-15 dni. (21)
Volba vhodného kultivaéniho zafizeni ma pro pfipravu explantatovych kultur zna¢ny
vyznam, protoZe pfi kultivacich ve vétlich objemech se rostlinné buiiky li§i od
mikrobnich bunék zejména zdanlivé vysokou viskozitou bunéénych suspenzi
spojenou s citlivosti ke stfiznym silam v dusledku zna¢ného objemu. Pii Setrném,
aviak nedostateCném zpisobu promichavani explantatové kultury mohou byt
metabolické procesy limitovany nedostatkem kysliku a dochazi k sedimentaci a

flotaci bunék.

Nevyhodou kultivace explantatovych kultur je pomaly bunéény cyklus, ktery
se pohybuje od patnacti hodin vySe, coZ vede k tomu, Ze kultivace trvd znatné

dlouho a s tim se zvy3uji i naroky na udrZeni sterility procesu. (20)

3.6.4. Podminky kultivace explantatovych kultur

3.6.3.1. Slozeni kultiva¢niho média

SloZeni kultivaéniho media je jednim z nejdulezit&jdich faktort ovliviiujicich
rust a morfogenezi v tkdfovych kulturdch rostlin. Média pouzivana pro kultivaci
bung&k, pletiv & organt rostlin obsahuji obvykle nasledujici sloZzky: makroelementy,
mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny, zdroje organického dusiku, sacharidy,
nedefinované organické slozky, ristové regulatory a zpeviiyjici latku. Existuje fada
médii pro rizné druhy rostlin a pro riizné uéely kultivace. Média jsou zpravidla

oznacovana jménem badatele, ktery pidu sestavil, pouZil a vyzkousel jako prvni.

» Makroelementy — v kultivacnich médiich zahrnuji Sest nejdileZitéjsich prvki:
dusik, fosfor, draslik, vapnik, hoi€ik, siru.
Optimalni koncentrace kazdého prvku pro dosaZeni maximdlni ristové
rychlosti je zna¢né zavisla na rostlinném druhu.
Dusik se do médii pfidava nejéastéji v nitratové formé a ve formé amonnych
soli, nebot’ rostlinné butiky mohou rist pouze na mediich obsahujicich pravé

tyto formy dusiku. Draslik se do médii doddva ve formé dusiénanu &i

chloridd. Kvantitativni zastoupeni makroprvki je vétsi nez 30 mg/l.
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* Mikroelementy — jsou nezbytné pro rist tkafiovych kultur rostlin. Patii sem
zejména Zelezo, mangan, zinek, bor, méd’, molybden aj. Zelezo a zinek se
obvykle dodavaji do médii v chelatové formé. Koncentrace mikroelementi

v médiu se pohybuje fadové v pM.

»  Zdroj uhliku — nejéastéj$im predstavitelem zdroje uhliku je sachardéza. Lze ji
nékdy nahradit i1 fruktézou & glukdézou. V kultivaénich médiich byly
testovany i jiné cukry, ale vétSinou byly méné efektivni neZ sachardza a
glukéza. Obvykld koncentrace v médiu &ini 2-3 %. Sacharidy se do médii
ptidavaji z ddvodi heterotrofni vyZivy explantatd, protoZe jejich schopnost

autotrofni vyZivy je velmi omezena.

* Vitaminy — mohou byt pro rostlinné explantaty limitujicim faktorem jejich
rastu. Nejcastéji se pouZivaji thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin,
myo-inositol, biotin, kyselina listova, kyselina askorbova, riboflavin aj.
Thiamin je souasti vétSiny médii, nebot’ je pro riist kultur nepostradatelny.
Myo-inositol je sacharid, ktery muzZe stimulovat riist bunék a pfepoklada se,

Ze podporuje tvorbu latek, které se podili na buné&ném déleni.

1 »  Aminokyseliny a dal$i_zdroje organického dusiku — slouzi buiikkdm jako

bezprostfedni zdroj dusiku nebo jsou pfimo vyuZity k syntéze proteini.
PrestoZe si kultivované rostlinné buiiky umi syntetizovat vSechny nezbytné
aminokyseliny samy, miZe piitomnost nékterych aminokyselin v médiu
stimulovat rist explantati, pfedevsim v pripadé kultivace bunéénych suspenzi

a protoplasti. Nadbytek aminokyselin v médiu muZe naopak rist inhibovat.

» Nedefinované organické slozky - tvoifi fada organickych extrakti

napf. kvasniény extrakt, sladovy extrakt, protein hydrolyzat, kokosové mléko,
extrakt z bandnli, pomeranc¢l ¢&i rajéatové $tavy. Do médii se extrakty

ptidavaji, aby stimulovaly rist explantatovych kultur.

» Latky pouZivané pro zpevnéni média — nejéastéji pouZivany je agar. Vedle
agaru lze pouZit ke zpevnéni média i agarézu &i syntetické latky jako
Phytagel a Gerlite. V piipadé kultivace v tekutém médiu je mozZno explantaty
“fixovat® na mustcich z filtra¢niho papiru, polyuretanové péng, &ediCové

vaté, perforovaném celofanu &i polypropylenové membrané.
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Ristové reguldtory — jsou latky podnécujici rostlinu k ristu. Rostliny jsou

pak schopny lépe vyuZivat Ziviny a asimilaéni pochody probihaji intenzivnéji.

Mohou se fadit do &tyf skupin:
e auxiny
¢ cytokininy
¢ gibereliny
o kyselina abcisova

O charakteru ristu explantatové kultury rozhoduje koncentrace jednotlivych

hormont a &asto i jejich vzajemny pomér.

Mezi auxiny pouzivané v tkanovych kulturdch rostlin patfi pfedeviim
kyselina indolyloctova, kyselina indolylmaselna, kyselina
dichlorfenoxyoctova a kyselina naftyloctova. Auxiny jsou v médiu pouZivany
hlavngé za udelem stimulace ristu kalusu a bun&k, v nékterych pfipadech
k indukei somatické embryogeneze, stimulace tvorby a ristu prytll, zejména

kofent.

Z cytokininli se bé&Zné& v kultivaénich mediich pouZivaji benzylaminopurin,
6-dimetylaminopurin, furfurylaminopurin a zeatin. Cytokininy se do
kultivaénich médii pfidavaji za O&elem stimulace bunéiného déleni a

stimulace tvorby axilarnich prytd.

Vzijemny pomér auxinu a cytokininu znaéné ovliviluje v kultivaénim médiu
zejména morfogenetickou reakci. Pokud je pomér auxinu k cytokininu
vysoky, dochdzi k iniciaci tvorby kofenil, embryogenezi a iniciaci tvorby
kalusu. Je-li koncentrace cytokininu vy$§i neZ auxini je indukovéana tvorba
axilarnich pryti.

Gibereliny v kultivaénim médiu jsou nezbytné pouze u nékterych rostlin,
u kterych mohou stimulovat riist. Pfidavaji se do média pro stimulaci ristu
kultur pfi nizké hustoté suspenze a ke stimulaci ristu kalust a zakrslych

rostlin. (22)
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3.6.3.2. Fyzikalni podminky kultivace

Mezi fyzikalni faktory, které ovliviiuji kultivaci, miZeme fadit teplotu, svétlo,

pH Zivného média aj. Fytohormony, svétlo a teplota patii k faktoriim, které mohou

ovliviiovat genetickou a enzymovou aktivitu biologického materidlu.

Svétlo — V zavislosti na svétle dochazi &asto v intaktnich rostlindch i
explantatovych kulturach ke zméné intenzity biosyntézy a akumulace
sekundarnich metaboliti. Svétlo muize byt také indukénim faktorem

nékterych biosyntetickych pochodu. (21)

Teplota — KaZda metabolickd reakce je charakterizovana teplotnim
koeficientem, ktery uvadi o kolik se zméni rychlost reakce, zménime-li
teplotu. Teplotni optima téchto reakci leZi vétsinou kolem 28 “C. Teplotni
rozmez{ pro kultivaci explantatovych kultur se pohybuje od 23 °C do 28 °C.
(20, 22)

Acidita Zivného média — Na rozdil od kultivace mikroorganismu nebo
Zivoc¢idnych tkani neni u rostlinnych tkafovych kultur bezpodmineéné nutna
pfesnd hodnota pH Zivného média. Optimalni hodnota je zavisld na typu
kultury, oby&ejné je pH 5,5 - 6,0, v n€kterych piipadech 6,0 — 7,0. P¥islusna
hodnota pH se v pfipadé potfeby upravuje pomoci hydroxidu draselného ¢&i

kyselinou chlorovodikovou. (22)

3.6.5. Vyuziti explantiatovych kultur

Explantatové kultury se uplatiiuji zejména jako:

Alternativni piiprava produktl ziskdvanych dosud zrostlin v polni kultuie.
Piednosti je moZnost vést proces za fizenych podminek bez zavislosti na
roénim obdobi, na klimatickych podminkach a pidnich pomérech. Vysledné
produkty jsou po kvalitativni strince homogenni, prosté kontaminujicich

zarodkl, hmyzu a chemikalii pouZivanych k ochrané kultur.
Ziskavani produkti obsaZenych v nesnadno péstovanych rostlinach.

Ziskavani novych latek v disledku zmén metabolismu explantatovych

rostlinnych bunék.
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» Ziskani produkti biotransformaci, kdy zpomémé levnych a dostupnych

substratu lze ziskat farmaceuticky vyznamneé latky, protoZe pfisludné enzymy

se u mikroorganismu nevyskytuji. (20)

3.6.3.1. Mikropropagace rostlin

Mikropropagace pfedstavuje zpusob vegetativniho mnoZeni rostlin s vyuZitim

explantatovych kultur. Proti tradi¢nim zpisobim ma fadu vyhod:

kultura se odvozuje z velmi malych &asti rostlin a nevyZaduje pFili§
prostoru

rozmnoZovani se provadi za sterilnich podminek, &imZ se zabrani vzniku
mikrobnich a virovych nakaz

podminky mnoZeni jsou pfesné definovdny, a tim se zvy$i koeficient
mnoZeni

moZnost produkovat druhy rostlin, které se tradiénimi metodami
vegetativniho mnoZeni mnoZi pomalu ¢&i se nemnoZi vitbec

moznost mnozeni rostlin po cely rok nezavisle na roénim obdobi

odpadaji naroky na velké sklenikové plochy pro uchovavani mateénych
rostlin

rostliny in vitro nevyZaduji prakticky Zadnou péci, jako je zalivka, pleti,

chemicke oSetfovani apod.

Nevyhodou je relativné drahé laboratorni vybaveni a pomérné vysoka

pracnost metody, kterd neumoZziiuje mechanizaci. (20)

3.6.3.2. Biotransformace

Explantatové kultury rostlinnych bun€k maji schopnost transformovat

exogenné dodané latky. N&které z reakci napi. hydroxylace ¢i glykosylace mohou

mit prakticky vyznam, protoZe je nelze provést ani chemicky, ani mikrobiologicky.

Vyuziti t&chto reakeci je v3ak omezeno tim, Ze explantatové kultury provadéji

soubéZné nékolik reakei, coZ lze prekonat jen pfisnou selekci bunéénych linii. Jako

piiklad Uspé3né biotransformace lze uvést 12-B-hydroxylaci digitoxinu na digoxin

s vy$lechténymi explantatovymi kulturami Digitalis lanata L. (20)
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3.6.3.3. Produkce sekundarnich metabolitu

Rostliny produkuji ve srovnani s mikroorganismy mnohem S$irdi $kalu
sekundarnich metabolith, znichz mnohé maji vyznam ve farmacii, kosmetice,
potravinafstvi atd. Tkaiiové kultury se mohou v produkci sekundarnich metaboliti
uplatnit na nékolika wirovnich. VyuZivaji se k vlastnimu mnozZeni rostlin vyznamnych
z hlediska produkce sekundarnich metabolitu nebo k selektovani kultivart s vysokou

produkei téchto latek.

Oproti tradiénim zplhsobim mda ziskdvani sekundarnich metabolitu

z explantatovych kultur fadu vyhod:

= syntéza probiha fizené¢ v umélém prostiedi nezavisle na klimatu a

pudnich podminkach

= produkénim systémem jsou vyloudeny negativni biologické vlivy

v ptirod€ ménici produkci sekundarnich metabolitu

= je mozno selektovat kultivary svys8i produkci sekundéarnich

metabolitt

* automatizaci fizeni bun&ného ristu a regulaci metabolickych procesu

miZe klesat vyrobni cena a stoupat produkce

Jednim ze zakladnich problémi této metody je relativné pomaly rist
rostlinnych bunéénych kultur a nizkd produkce metabolitd. Doposud se jen u malého
poétu explantatovych kultur podafilo dosdhnout produkce sekundarnich metaboliti

vy33i neZ v intaktni rostling.

Cilem vyzkumu v oblasti produkce sekundarnich metabolitii explantatovymi
kulturami je dosaZeni komplexni syntézy Zadanych produktfi z dodanych Zivin. Je
snaha dosahnout zvySeni produkce sekundarnich metaboliti v buiikach a zajistit, aby

tyto buiiky syntetizované latky produkovaly do Zivného média. (22)

Jako ptiklad miiZeme uvést pokus, ve kterém se kyselina jasmonova projevila
jako elicitor schopny zvysit obsah paclitaxelu v médiu suspenzni kutury rostlin rodu
Taxus L. (27)
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Pristroje

Laboratorni analytické vahy, Sartorius, Géttingen

Autoklav PS 20 A, Chirana, Brno

Elektricka su$arna HS 31 A, Chirana, Brno

Laboratorni odstéedivka MPW 342, Med-Instruments, Var$ava

-

Ultrazvukové lazeri Sonorex RK 100H, Bandelin Electronic, Berlin
Cerpadlo PU-2089, Jasco, Tokyo

Detektor diode array MD-2015, Jasco, Tokyo

Detektor fluorescenéni FP-2020, Jasco, Tokyo

Automaticky davkovaé AS-2055, Jasco, Tokyo

Box s laminarnim proud&nim Fatran, Vyrobné druZstvo Pokrok, Zilina
Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

4.2. Chemikalie

|
acetonitril p. a. jodid draselny p. a.
dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a. kyselina borita p. a.
dusi¢nan draselny p. a. kyselina nikotinova €.
dusi¢nan amonny p. a. kyselina fosforecna p. a.
chlorid kobaltnaty p. a. metanol p. a.
chlorid vapenaty p. a. kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova p. a.
chlorid thiaminia puriss. benzylaminopurin p. a.

t chlorid pyridoxinia puriss. molybdenan sodny p. a.
myoinositol siran hofeénaty p. a.
skopoletin p. a. siran manganaty p. a.
glycin &. siran méd'naty p. a.
hydrolyzat kaseinu siran zine€naty p. a.

:| sachar6za p. a. siran Zeleznaty p. a.
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4.3. Tkanova kultura Angelica archangelica L.

4.3.1. Tkanova kultura

Pro pokusy byla pouZita desetiletd suspenzni kultura odvozena ze vzrostného
vrcholu intaktni rostliny Angelica archangelica L., p&stované na zahradé 1é¢ivych
rostlin farmaceutické fakulty. Kultura byla kultivovana v tekutém Zivném médiu
podle Murashigeho a Skooga s pifidavkem 2 mg/] kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové a
0,4 mg/l benzylaminopurinu na roleru ve tmé. PasaZovani bylo provadéno ve

&trnactidennim intervalu.

4.3.2. Kultivace tkanové kultury

Pro sledovani vlivu siranu méd'natého na produkci kumarini byla kultura
piepasdZovana na Zivnd média podle Murashigeho a Skooga bez siranu méd’'natého a
s pfidavkem siranu méd’natého v koncentraci 0,025; 0,125; 0,25; 1,25; 2,5; 12,5 a 25
mg/l média a kultivovana ¢trmact dni ve tmé. Na konci kultivace byly kultury
sklizeny, buiiky byly oddéleny od média odsatim za snizen¢ho tlaku, promyty
destilovanou vodou a usueny za laboratorni teploty. V usuienych burikdch a

v médiu byl stanoven obsah skopoletinu.

4.3.3. Zivné médium podle Murashigeho a Skooga

SloZeni Zivného média vztaZené na 1 litr je nasledujici (23):

CaCl; . 2 H,O 440,00 mg
KNO; 1900,00 mg
MgS0, . 7 HO 370,00 mg
NH4NO; 1650,00 mg
KH;PO, 170,00 mg
FeSO4 . 7 H,O 27,84 mg
Na,EDTA 37,34 mg
MnSQ, . 4 HO 2230 mg
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ZnS0,4 . 7 H0O 11,50 mg

H:BO; 6,20 mg
KI 0,83 mg
CuS04. 5 H;O 0,025 mg
Nas;MoQ; . 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 hydrochlorid 0,10 mg
sachardza 30 000, 00 mg

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

4.4, Stanoveni skopoletinu

—_

Stanoveni skopoletinu v suspenzni kultufe Angelica archangelica L. bylo
provadéno vysokoucdinnou kapalinovou chromatografii s fluorimetrickou detekei.

Podminky stanoveni byly nasledujici: kolona Lichrospher RP18 (250 x 4 mm,

velikost ¢astic 5 um) s pfedkolonou ze stejného materidlu; linearni gradient mobilni
faze A (acetonitril) ve fazi B (voda s obsahem 0,15 % kyseliny fosfore¢né) 5-29 %
od 0 do 20 minut, nasledné promyti kolony mobilni fazi 5 % acetonitrilu ve vodé s

0,15 % kyseliny fosfore¢né; rychlost eluce 1,2 ml/min; poéateéni tlak na koloné 15,9

MPa; davkovany objem vzorku 20 pl; excitaéni vlnova délka 345 nm, emisni vinova
délka 450 nm.




Stanoveni skopoletinu v médiun

V médiich bylo stanoveni skopoletinu provadéno piimo bez dalsi upravy

vzorku. Obsah skopoletinu byl poéitan z kalibraéni kiivky a vyjadfovan v mg na litr

média.
|
l Stanoveni skopoletinu v buiikach
Ususené buitky byly rozpradkovany v tfeci misce a extrahovany tfikrat 15 a
{ jedenkrat 10 minut metanolem v ultrazvukové lazni. Ziskané vyluhy byly spojeny a

doplnény v odmémé barice na 25 ml po rysku metanolem, promichany, odstiedény
(10 minut, 3000 ot./min.) a pouZity pro stanoveni obsahu skopoletinu. Obsah
skopoletinu v burikdch byl poéitdn z kalibraéni kfivky a vyjadfovdn vmg na g

sudiny.

4.5. Statistické zpracovani

Statistické zpracovani naméfenych hodnot bylo provedeno na zaklad¢ téchto

( vzorcu (24):
1 n
aritmeticky primér: X =— X ;
n i<
1 n
smérodatna odchylka: S = [— ( X. — f) 2
i
n i
|
' B, rozsah souboru
Xivirenns nameéfené hodnoty
X oo aritmeticky primér
Senennn smérodatna odchylka
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5. VYSLEDKY

Tabulka. ¢. 1

Vliv siranu méd’natého na obsah kumarinu v médiu suspenzni

kultury Angelica archangelica L.

Koncentrace Obsah kumariniu v | Smérodatna
CuS0O4(mg/l) médiu (mg/l) odchylka
0,000 0,001 0,000
0,025 0,001 0,001
0,125 0,001 0,001
0,250 0,002 0,001
1,250 0,002 0,000
2,500 0,555 0,179
12,500 0,870 0,057
25,000 0,925 0,019
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Tabulka. €. 2

Vliv siranu méd’natého na obsah kumarinu v buiikach suspenzni

kultury Angelica archangelica L.

Koncentrace Obsah kumarinGv | Smérodatna

CuS0Oy4 (mg/l) buikach (mg/g) odchylka
0,000 0,204 0,023
0,025 0,207 0,015
0,125 0,184 0,038
0,250 N .6,195 0,016
1,250 0,135" 0,015
2,500 0,261 0,103
12,500 0,409 0,058
25,000 0,330 0,040
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Grafé. 1

Vliv siranu méd’natého na obsah kumarini v médin suspenzni
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Grafé. 2

Vliv siranu méd’natého na obsah kumarinii v buiikach suspenzni

Obsah kumarint v bunkach (mg/g)
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6. DISKUSE

Cilem této diplomové prace bylo sledovat, jak ovlivni abioticky elicitor siran
méd’naty pfidavany do média suspenzni kultury Angelica archangelica L. produkci

kumarint jako sekundarnich metaboliti.

Pfi pokusu jsme vychazeli z ptedpokladu, Ze rostlinné buriky jsou schopné
zvySovat produkci nekterych sekundérnich metabolith pisobenim riznych faktora
z vn€jdiho prostiedi. Faktory, jeZ vyvolavaji tyto obranné reakce rostlin spojené

s produkei sekundarnich metabolit, se oznacuji jako elicitory.

Elicitace se fadi mezi biotechnologické metody. Pfesné mechanismy
pusobeni elicitori nejsou dosud zcela objasnény. Bylo viak zji§téno, Ze vét§ina
obrannych reakci rostlin i kultur in vitro zavisi na aktivaci vhodnych genti. Geny
oviem nejsou aktivovdny piimo elicitory, ale jejich aktivace probihd pies fadu
pfenasecq signalu.

Za elicitory jsou povazovany jak biotické faktory, které jsou predstavovany
ruznymi mikroorganismy ¢&i patogennimi houbami, tak i faktory abiotické, jako jsou

t&Zké kovy.

Tézké kovy mohou v rostlinach ovliviiovat pozitivné ¢&i negativné fadu
biosyntetickych dé&ji. Pfi vhodné optimalizaci podminek lze vyuZit elicitadnich
udinkt iontd t&zkych kovi kcilené produkci sekundarnich metabolitd danou
kulturou. Z davodd, Ze kazdy elicitor ptisobi na produkci sekundérnich metabolitd
odli$né, je nutné vidy zvazit a splnit uréité podminky pro vzijemnou interakci
daného elicitoru a bun&fné kultury. Mezi tyto podminky fadime napf. volbu
vhodného elicitoru, jeho optimalni koncentraci a dobu pisobeni na kulturu, optimalni

sloZeni vhodného média, volbu vhodné rostlinné kultury, jeji stafi a ristovou fazi.

Tézké kovy jako elicitory maji vyhodu vtom, Ze jsou chemicky zcela
definované a miZeme je tedy v uréitych kvantech aplikovat do suspenznich kultur.

Rada z nich je i finan&n& dostupna.
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Pii pokusu jsme sledovali produkci kumarini suspenzni kulturou Angelica
archangelica L., jez byla péstovana na Zivném médiu, do kterého se piidavali rizné
koncentrace siranu méd’natého jako elicitoru. Koncentrace siranu méd'natého byly
0,025; 0,125; 0,25; 1,25; 2,5; 12,5; 25 mg/l média. Kultura se nechala kultivovat po

dobu étrnacti dnu ve tmé.

Po uplynuti dané doby kultivace s pfidavkem vy$e uvedenych koncentraci
siranu méd'natého jsme porovnavali mnoZstvi kumarini v médiich a v buiikach
suspenzni kultury Angelica archangelica L. sobsahem kumarini v kontrolnich

suspenznich kulturdch Angelica archangelica L.

Ze ziskanych hodnot jsme zjistili, Ze médium kontrolni kultury neobsahovalo
Zzadné kumariny a ani nizké koncentrace siranu méd'nat¢ho nemély na obsah
kumarini vliv. Teprve pii koncentraci siranu médnatého 2,5 mg/l vzrostl obsah
kumarini v médiu na hodnotu 0,555 mg/l. TéZ bylo pozitivni i1 dal$i zvySovani
koncentrace elicitoru, nebot’ mnoZstvi kumarini v médiu stale rostlo. Pfi maximalni

koncentraci siranu méd’natého 25,0 mg/l byl stanoven obsah kumarini 0,925 mg/l.

Téz bylo patrné zvy3eni mnoZstvi kumarini v butikdch suspenzni kultury
Angelica archangelica L. Kultura snulovou koncentraci méd’natych iontl
obsahovala 0,204 mg/g kumarini v buiikdch. Pfi zvySovani koncentrace siranu
méd'natého do Zivného média jsme pozorovaly narist obsahu kumarini pfi
kocentraci siranu méd’natého 2,5 mg/l o 22 %. Maximalni hodnoty dosahovalo
mnozstvi kumarint pfi koncentraci elicitoru 12,5 mg/l a to 0,409 mg/g kumarint, coz

je o 100 % vice neZ v kontrolni kultufe.

P#i sledovani vlivu abiotického elicitoru (siranu méd'natého) na produkci
sekundarnich metabolitd suspenzni kultury Angelica archangelica L. kultivované za
tmy bylo zji$t€no, Ze rostouci koncentrace siranu méd’natého pozitivng ovliviiuje
produkci kumarint. Produkce kumarint se od uréité koncentrace elicitoru postupné

zvySovala jak v médiu, tak i v burikach.

V suspenzni kultufe Angelica archangelica L. byl zjidtovan vliv riznych
koncentraci hlinitych iont, kde se zjistilo, Ze se produkce kumarint zvysila o 29 %
vmédiu a o 20 % v burikdch kultivovanych ve tme&. Naopak u kultur, které se

kultivovaly za svétla obsah kumarint klesal. (25)
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7. ZAVER

Siran méd'naty jako elicitor pozitivn€ ovlivnil produkei kumarini v suspenzni
kultute Angelica archangelica L. Narist obsahu kumarinti byl markantni jak
v médiu, tak i v buiikdch. Vhodné se ukazaly az koncentrace nad 2,5 mg/l siranu
médnatého.

Vysledky ukazuji, Ze méd’naté ionty se jevi jako vhodny elicitor pro zvyseni

produkce sekundarnich metabolitd v suspenzni kultufe Angelica archangelica L.
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