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1. Uvod

Rychly rozvoj technik explantatovych kultur dosahl takové Grovné, Ze je mozno
seriozné hodnotit jejich biotechnologické aplikace pro vyrobu farmaceuticky
dilezitych produktt. Rada rostlinnych latek je pro &lovéka nenahraditelna jako
farmaka a pozadavky na tyto latky rychle stoupaji. Proto krom& zemédélské
produkce jsou stfedem zajmu jiné alternativni zdroje. (1)

Rostliny musime stale je§té€ povazovat za dosud malo prozkoumanocu zésobarnu
farmaceutickych latek. DalSi vyuziti explantatovych kultur spodiva v rozmnoZovani a
Slechténi rostlin. (1)

Mezi vyuZitelné produkty biomasy ziskané péstovanim explantatovych kultur
patfi enzymy, aminokyseliny a pfedevs§im sekundarni metabolity (alkaloidy, terpeny,
barviva a aroma apod.)

Ve srovnani se ziskanim téchto latek z intaktnich rostlin ma jejich produkce
rostlinnymi buiikami pé&stovanymi in vitro nékteré piednosti:

1. uZite¢né sloueniny mohou byt produkovany za fizenych podminek nezavisle

na pudnim fondu a klimatickych zménach.

2. Kultivované buiiky jsou prosté mikroorganism i hmyzu, které napadaji

rostliny.

3. Mohou byt péstovany buriky rostlin libovolného ptivodu, a to kontinualné po

cely rok.

4. Ke zvySeni produkce Zidanych latek lze vyuZit metod selekce na bun&Ené

urovni.

5. Ziskany material dosahuje uniformity, jaké nelze v pfirodnich podminkach

nikdy dosahnout.

6. Kultury bunék se v rostling nevyskytuji. (2)

Nevyhodou rostlinnych explantati je zatim nerentabilita, protoZze produkce
sekundarnich metabolith byva niZ3i neZ v intaktni rostling.

Vyzkum v oblasti rostlinnych explantati vyuzivanych pro farmaceutické ugely je
proto zaméi'en na dosaZeni optimalniho ristu kultury a vysoké produkce specifickych
metabolith. Je tfeba co nejvice optimalizovat kultivaéni podminky bunék, které

ovliviiuji rist a biosyntézu sekundarnich metaboliti. (1)



Seznam zkratek

2,4D
ACN
AcOH
ADP
ATP
BAP
BIOA
CE
DAD
DAID
DNA
DW
ED
FORM
Fw
Fwo
GC
GEN
HPLC

IBA

MCPA

MeOH

MS médium

MS

NO

PAA
PVP

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

acetonitril

kyselina octova

adenosindifosfat

adenosintrifosfat

6-benzylaminopurin

biochanin A

kapilarni elektroforéza

diode array detection

daidzein

kyselina deoxyribonukleova

hmotnost suiny

elektrochemicka detekce

formononetin

&erstva hmotnost kalusu po 4 tydnech kultivace
&erstv4 hmotnost inokula

plynova chromatografie

genistenin

vysokol&inna kapalinova chromatografie
kyselina indolyl-3-octova

kyselina indolyl-3-maselna

kinetin

kyselina 2-methyl-4-chlorfenoxyoctova
methanol

¥ivné médium podle Murashigeho a Skooga
hmotnosti spektrometrie

nuklearni magneticka rezonanéni spektroskopie
rezim neustalého osvétleni 100 W 1 m nad kalusem
svételny reZzim s normélni fotoperiodou (16 h svétlo,
8 h tma)

kyselina fenyloctova

polyvinyl pyrrolidon



R
RNA
RVS
SH
SPE
TFA
TLC
TMA
uv
a-NAA

dicamba

rustovy faktor

kyselina ribonukleova

respiracni syncitiaini virus

¥ivné médium podle Schnenk a Hildebrandt
extrakce v pevné fazi

kyselina trifluor octova

tenkovrstva chromatografie

svételny reZim neustalého zatemnéni

detekce absorpci v ultrafialové oblasti spektra
kyselina a-naftyloctova

kyselina 3,6-dichlor-2-methoxybenzoova



2. Cil prace

Cilem préace bylo sezndmeni se s metodikou kultivace rostlinnych kultur in vitro.
Dale zaloZeni kalusové kultury Genista tinctoria a odvozeni ristové charakteristiky
této kultury pH ristu na médiu sobsahem riiznych ristovych reguldtori pfi
zvolenych koncentracich. Zaroveii byly stanoveny obsahové latky metodou HPLC.



3. Teoreticka cast

3.1. Rostlinné kultury in vitro

3.1.1. Rostlinné explantaty

Jako explantaty se oznaduji rizné typy in vitro kultivovanych organti vyiiatych

z rostlin, jejich &asti, meristematickych pletiv, bunék, protoplastii a kalusi. (1)

Kultivaci in vitro se rozumi péstovani v podminkich co nejiplingi

definovateinych po strance chemické i fyzikélni a zabrafujicich nezidouci

kontaminaci cizorodymi Zivymi organismy a buiikami. (3)

3.1.2. Rozdéleni kultur rostlinnych explantatd

Podle morfologické a anatomické charakteristiky lze kultury rostlinnych

explantati &lenit do 5 kategorti:

1.

kultury orginové — orginové systémy, organy nebo jejich asti kultivované in
vitro zpisobem, ktery umozZiiuje jejich diferenciaci a téméf zachovava jejich
stavbu a funkci,

kultury tkafiové (resp. pletivové) — mnohobunééné komplexy pletiva do
uréitého stupné soudriné a morfologicky dezorganizované, které jsou
pomnoZené na polotuhych nebo pevnych nosi¢ich nasycenych Zivnou pidou,

vyjimeéné v tekutém médiu,

. kultury suspenzni — volné buriky a bun&né shluky spoletné pomnoZované,

suspendované v tekuté Zivné pidé, promichané a provzdusiiované,

kultury bunétné - volné jednotlivé buitky nebo jejich nejblizii potomstvo
pomnoZované v tekuté & polotekuté pidé nebo na nosi¢i nasyceném pldou,
kultury protoplasti — buiiky jsou zbaveny buné€&nych stén, bunéiny obsah
neni obalen pevnou bunéfnou sténou, ale pruznou elastickou

plasmolemou. (3)



3.1.3. Vlastnosti kultur rostlinnych expantata

Za zakladni vlastnosti rostlinnych expantatd jsou povazovany tyto znaky:

e moznost odvozeni kultury z butiky (az na vyjimky — buriky sitkovic, tracheid
a sklereid) nebo komplexu bunék pletiva kteréhokoliv organu rostlinného
téla,

e péstovani kultury in vifro za vhodnych kultivaénich podminek neomezené
dlouho,

e dediferenciace, tj. ztrita pivodniho morfologického a fyziologického
charakteru, pfesto viak se kultura nestava homogenni, nebot’ obsahuje buiiky
ruzného stupné diferenciace,

e schopnost trvalého rustu na plné syntetickych pudach,

¢ schopnost dortistani explantovanych organd v kultufe in vitro.

3.1.4. Faktory ovlivitujici rast tkafnovych kultur a produkci
sekundarnich metabolitu
SloZeni Zivného média
SloZeni Zivného média je jednim z nejdilezitéjSich faktori ovliviujich rist a
morfogenezi v tkanovych kulturach rostlin. (4)
Slozky Zzivnych pud se podle mnoZstvi v pudé resp. svého charakteru &
fyziologickych Gdinkd rozdéluji do nasledujicich skupin: smés anorganickych
makroprvki, smés anorganickych mikroprvki, zdroje organického uhliku, vitaminy a

bios faktory, nedefinované smési pfirodnich latek a ristové faktory. (3)

Smés anorganickych makroprvkua = makroelementy
Makroelementy jsou biogenni prvky nezbytné pro rust intaktnich rostlin. Jejich
kvantitativni zastoupeni v médiu je vétsi nez 30 mg/l. Jedna se o dusik, siru, fosfor,

hoi¢ik, vapnik, chlor a draslik. Tonty se do Zivného média piidavaji ve formeé soli. (3)

Smés anorganickych mikroprvki = mikroelementy
K esencidlnim mikroelementim patfi: Zlezo, bor, mangan, jod a molybden.
V mnoha pfipadech jsou nepostradatelné méd’ a zinek. Vyznam niklu, kobaltu a

hliniku pro rist kultivovanych rostlinnych tkani je zatim sporny. (3)
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Zdroje organického uhliku
Rostlinné tkang kultivované in vitro jsou schopné vyuzivat uhlik jako zakladni
stavebni jednotku pro nové vznikajici tkaii z cukrl, alkoholii a organickych kyselin.
Pro vétdinu rostlinnych tkasiovych kultur se jako nejlepsi zdroj uhliku osvédgila

sacharosa v koncentraci 2 — 5%. (3)

Vitaminy a bios faktory

Vétsina tkafiovych kultur je schopna syntetizovat vitaminy, ale v nedostateSném
mno¥stvi. Proto dodani vitamind mtZe mit zasadni vliv na rist kultury. Nejvétsi
vyznam maji vitaminy skupiny B, vitamin C a kyselina nikotinova. Mezi bios faktory
se po€ita Myo-inositol a biotin. (3)

Nedefinované smési piirodnich litek

Riist explatnatovych kultur se da stimulovat pfidanim riznych organickych
extraktt. Mezi nejznaméj§i patfi kokosové mléko, extrakty z kotiského kaStanu,
extrakty z pdenice, extrakty z kvasnic. Nejéast&ji se pouZiva hydrolyzat kaseinu a

pepton. V soudasné dobé se dava piednost definovanym kombinacim latek. (3)

Laitky pouZzivané pro zpevnéni média
Kalusovou kulturu je moZné péstovat na pevné Zivné pidé — Zivna plda
s pfidavkem agaru. Kalus tak roste na povrchu pidy. U tekutého Zivného média roste

kalus na knotech z filtraéniho papiru. (4)

Riistové regulitory

Jsou zpracovany v samostatné kapitole.

Fyzikilni podminky kultivace

Je nutné volit takové fyzikalni podminky, které umoZni optimalni rist
explantatovych kultur.

Mezi fyzikalni faktory fadime teplotu, svétlo a pH Zivného média.

11



Teplota

Kultivaéni teplota je jednim z faktord, ktery ovliviiuje prib&h kultivace
tkafiovych kultur. Teplotni optima metabolickjch reakci leXi vétSinou pfi 28 °C.
Teplota kultivace byla empiricky zvolena v t€sném rozmezi kolem 25 °C. Jeji
hodnota ma vliv na dobu zdvojeni po&tu bunék a jeji zvySeni muZe indukovat
organogenezi. (3)

Na zadatku péstovani je vhodn&j§i kulturu vystavit niZ§im teplotam, které
zabezpetuji zvydeni Zivotaschopnosti rostlinnych explantat a sniZuji moZnost ifeni
infekci. (5)

Svétlo

Svétlo ma vliv na intenzitu biosyntézy a akumulace sekundarnich metabolitd
v tkatiové kultufe, co? je v mnoha pfipadech spojeno sanatomickou diferenciaci.
Svétlo miZe byt také induktorem biosyntetickych pochodii napt. syntézy flavonoidi
v buiikach petrZele, anthokyant v buiikach mrkve apod.

Byl popsin i vliv riznych vinovych délek svétla na rostlinné kultury. Svétlo

muZe také ovliviiovat organovou diferenciaci. (3)

pH pudy

Rostlinné tkariové kultury nejsou tak citlivé na piesné stanovené pH jako
yivo&isné kultury. Optimélni hodnota pH Zivného média je zavisla na typu kultury.
Nejvhodnéj§i prostedi je slab& kyselé v rozmezi pH 5,3 - 6,0. (3)

Sterilita

Zachovani sterility je jednou ze zikladnich podminek kultivace explantitovych
kultur. Explantaty je nutné chranit pfed mikroorganismy — bakteriemi, kvasinkami a
plisnémi, ve viech stupnich kultivace.

Ristovy cyklus buiiky je obecné mnohem pomaleji neZ u mikroorganismi, a
proto kaZda Zivotaschopni spora & kvasinka rostlinnou kulturu velmi rychle
_pFerostou. (6)

Je nezbytné sterilizovat rostlinny materidl, pouZivany jako explantat, kultivaZni
média, nastroje a pomicky pouZivané pii kultivaci. V3echny manipulace

s explantatem je nutné provadét za aseptickych podminek. (4)
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3.1.5. Faze rustu kultury

Intenzita ristu kalusové kultury zavisi nejen na velikosti explantatu, citlivosti
bundk nebo pletiv na p&stovani in vifro, koncentraci ristovych stimulatorii nebo
inhibitory ale i na dalSich faktorech kultivaéniho prostiedi.

Kalusova kultura prochazi b&hem ristu n&kolika fazemi, které charakterizuje
riistova kiivka. Té&chto fazi ristového cyklu je p&t. Prvni fazi je laterdlni nebo-li
lag-faze, ve které se zpomaluje rist a uskuteiiuje se aktivni proces spotieby vody a
mineralnich latek jako pfiprava na dé&leni bunék. Dile nasleduje exponencialni faze
ristu, ve které se prudce zvySuje intenzita riistu. T¥eti je fize zpomaleného rlstu, kdy
se intenzita ristu zpomaluje a nasleduje &tvrta faze, ktera je fazi stacionarni. V této
fazi se riist zastavuje. Posledni, tedy patou fazi, je fize odumirani bunék, kterou
charakterizuje ubytek Eerstvé hmotnosti a susiny s pfiznaky nekrozy.

Pii prichodu bundk jednotlivymi fizemi se méni nejen struktura, ale
i metabolické aktivita. V lag-fazi zna&né narlista podet polyribozomti a mitochondrii.
V buiice se zvySuje obsah RNA, bilkovin a  také volnych nukleotidi.
V exponencialni fazi se sniZuje obsah Skrobu a volnych sacharidi, ¢asto v této fazi

zadina syntéza sekundarnich metabolitii - fenolt, steroidu apod. (5)

3.1.6. Produkce sekundarnich  metaboliti kulturami
rostlinnych bunék in vitro

Sekundarni metabolismus, nebo-li biosyntéza, transport, vzijemna pieména,
odbouravani, akumulace a pfipadné& exkrece znaéného podtu sekundarnich metaboliti
probihd pouze b&hem uritjch omezenych vyvojovych stadii organismu. Tyto
procesy v intaktni rostlin& podiéhaji sloZité regulaci. Jen ziidka kdy jsou sekundarni
metabolity tvofeny ve viech &astech Zivotniho cyklu rostliny.

Kultivace kultury in vitro predstavuje pro butiky ok z poranéné tkané a nésledné
stres zplsobeny radikalni zmé&nou prostfedi. Buiiky kultufe odmitaji aktivovat stejné
metabolické drahy jako v intaktni rostling, Metabolismus bungk in vitro je Casto
zménén pouZitim nepfirozenych ristovych regulatorl, buiiky jsou Casto utopeny
v Zivném médiu, v prostiedi s nadbytkem O; a bez CO;.

Mnoho diileZitych slouenin vznika kombinaci biosyntetickych drah. Také proto
je slo%ité indukovat nadprodukci ve vét§ing kultur, protoze nékolik metabolickych
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drah musi mit soudasné nebo postupné zménénou regulaci. Objem produkce urcité
latky zavisi do znaéné miry na piebytcich zikladnich metabolickych drah
(primarniho metabolismu), které jsou k dispozici. Toto biochemické soutéZeni o
klitové meziprodukty nabizi Gastedné vysvétleni Casto se vyskytujici nepfimé
zavislosti mezi ristem a produkci. Posunuti metabolismu smérem k vy3§i produkci
lze dosdhnout zvySenim stupné diferenciace bungk a sniZenim rychlosti ristu
kultury. (6)

3.2. Riistové reguldtory

Ristové regulatory jsou latky, které reguluji ristové a vyvojové procesy
rostlin. (7)

Na zakladé uréitych analogii s pisobenim hormonii Zivodinych je pét skupin
endogennich ristovych regultord povaZovano za hormony. Jsou to auxiny,
cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a ethylen. Mimo né existuje v rostlinach
mnoZstvi latek sristové regula®ni aktivitou, které mezi hormony fazeny nejsou,
nebot’ jsou u&inné ve vys¥ich koncentracich & nezndme dostatedné mechanismus
jejich plisobeni. Jsou to zejména brassinosteroidy, polyamidy, kyselina jasmonova,
oligosachariny a velka skupina fenolickych latek. (7)

Piedpoklada se, Ze fytohormony pusobi jednak na urovni geni a v uritych
piipadech stimulaci syntézy i-RNA také umoziuji syntézu bilkovin enzymd, které se
podileji na metabolickych a fyziologickych procesech v rostlinach.

Moznosti plisobeni hormont se daji shrnout takto:

e Mohou plisobit na systémy bun&nych stén, a tak umoZiiovat, aby jimi

pronikaly substraty a voda.

e Mohou uvoliiovat vazany substrat pro pfedem vytvoreny enzym.

e Mohou kontrolovat koncentraci ATP a ADP.

e Mohou plisobit na vyuZiti iontll kovii, které maji centralni ulohu v plisobeni

mnoha enzymu.

e Mohou ovlivnit vyuZiti riznych koenzymu.

o Mohou byt samy koenzymy, takZe vznikne spojeni — hormon — protein.

e Mohou plisobit v mitochondriich a pfevainy celkovy Uéinek se pak jevi

zménou dychani.
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e Mohou ovliviiovat rovnovahu a uvoliiovani jinych hormonu z jejich
prekurzon.

¢ Mohou alostericky regulovat aktivitu enzymu.

e Mohou plisobit na proteosynteticky aparat, tj. na replikaci DNA, transkripci
RNA nebo translaci (proteosyntézu), a to zejména na hormonalni kontrolu

DNA- a RNA- polymeraz nebo molekularnich depresort. (8)

Rozli§ujeme dvé zakladni skupiny pfirodnich regulatorii;
1. regulatory vznikajici pfi metabolismu aminokyselin, mezi které patfi
auxiny, nékteré fenolové latky, ethylen a kyselina glutamova
2. regulatory odvozené od kyseliny mevalonové, které jsou tvofeny
isoprenovymi jednotkami - cytokininy, abscisiny, giberiliny.

Auxiny a giberiliny a cytokininy jsou stimulatory ristu. (8)

3.2.1. Auxiny

Auxin je nejlépe znamym rostlinnym hormonem. Jedna se v podstaté o kyselinu
indolyl-3-octovou (IAA). V posledni dobé byly v rostlinach nalezeny je§té dalsi
auxiny: kyselina indoly-3-méselna (IBA) a 4-chlor-IAA. Dal§im pfirozenym
auxinem je kyselina fenyloctova (PAA). Vyskytuje se fadové v niz§ich koncentracich
a jeji uCinnost je vyrazn€ nizsi nez uinnost IAA. Pii hledani latek s ristové
regulaéni aktivitou byla nalezena fada syntetickych latek sucinky podobnymi
uéinkiim IAA. Jsou nazyvany syntetické auxiny. Ty jsou déleny do &ty skupin. (7)

1. naftalenové kyseliny: a-naftyloctova kyselina (a-NAA),

2. chlorfenoxykyseliny: kyselina  2,4-dichlorfenoxyoctovd  (2,4-D),
2 4,5-trichlorfenoxyoctova  (2,4,5-T) a 2-methyl-4-chiorfenoxyoctova
(MCPA),

3. benzoové kyseliny 2,3,6- a 2,4, 5-trichlorbenzoova kyselina, dicamba,

4. derivaty kyseliny pikolinové: picloram, (7)

Mistem tvorby auxini ve vy3Sich rostlinaich jsou oblasti relativné vysoké
metabolické aktivity. Jedna se pfedev§im o meristémy a to jak primarni (protoderm),
tak i sekundarni (kambium a felogen). Auxin ovliviluje bun&nou sténu buriky,
pfijem vody a metabolismus. (8)

Dale zesiluje mitotickou aktivitu pletiva, podn&cuje tvorbu adventivnich &

postrannich kofeni a cibuli, zesiluje apikalni dominaci. (9)
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Pro kultivaci rostlinnych tkani maji hlavni vyznam syntetické auxiny.

3.2.2. Cytokininy

Cytokininy jsou N°® substituované derivaty adeninu, které hraji roli téméf ve
vech aspektech rustu a vyvoje rostlin. Podporuji déleni bunék, jejich rist a
diferenciaci, rozvoj cévnatosti, stimuluji diferenciaci chloroplasti a syntézu
chlorofilu, potladuji apikalni dominaci (antagonisticky u¢inek auxini) a vyrazné
zpomaluji proces starnuti. (8,9,10)

Utinek regenerace organii je vidy ve spojeni sucinky auxini zakladem
regeneracnich procesd in vifro. Pomér koncentraci auxinli a cytokininli rozhoduje o
tom, jak bude regenerace probihat. Jejich vyrovnany pomér vede vétsinou k tvorb&
nediferencovaného pletiva, kalusu, nadbytek cytokinind vyvolava regeneraci prytu a
nadbytek auxinli regeneraci kofenl.

Cytokininy se vytvafeji ve vzrostnych vrcholech kofenu a velké mnoZstvi je jich
vsemenech 1 plodech. Nejdalezitéj§i jsou 6-furfuryladenin (kinetin),
6-benzylaminopurin (BAP). (8)

3.2.3. Gibereliny
Jsou produkovany houbou Gibberella fujikuroi. Jsou to latky diterpenické

povahy, které stimuluji tvorbu hydrolaz, proteaz a ribonukledz. Vznikaji v mladych
listech a plodech, zvla§t& potom v kofenech. Charakteristickym piedstavitelem je
kyselina giberelova. Mezi hlavni fyziologické uCinky giberelini patii stimulace
prodluZovaciho rustu, nahrazujici jarovizaéni poZadavek nékterych rostlin, indukuji
kveteni, stimuluji kli¢eni, brzdi tvorbu adventivnich kofenl a podporuji syntézu [AA.
Gibereliny nepusobi na riist bezprostiedné, ale prostiednictvim zlepdeni biosyntézy

auxinG a sniZzenim aktivity JAA - oxidazy. (5,7,8,9)
3.2.4. Ostatni rustové regulatory
Kyselina abscisova
Na rozdil od piedeslych tfech skupin ristovych regulatord, které maji O¢inek

spiSe stimulagni, je kyselina abscisova latkou inhibujici riistové a vyvojové procesy.

Jedna se o seskviterpenickou kyselinu. (9)
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Podporuje opadavani lisG a dormanci pupenti stromd. Mezi hlavni u€inky patfi
inhibice prodluzovaciho riistu, stimulace opadu, urychleni starnuti, inhibice kliceni,
regulace dormance a vodniho rezimu rostlin.

Kyselina abscisova je povaZovéana za dileZity faktor obrany rostlin vii€i stresu
tim, %e redukuje nejen negativni vliv nedostatku vlahy, ale i dalSich stresi, které
nedostatek vody v bufice vyvolavaji, jake nizkd teplota, zasoleni apod. VyuZiti
kyseliny abscisové je pom&mé& omezené. Nejvétdi vyuZiti nachazeji strukturni
analoga kyseliny abscisové, kterymi lze zvysit odolnost rostlin viigi stresovym

podminkam, zejména vii&i nedostatku vody a plisobeni nizkych teplot. (7)

Ethylen
Ethylen je rostlinny hormon, ktery je normalnim produktem metabolismu rostlin.

Je to jediny dosud znémy plynny hormon. Jeho koncentrace v buiice je velmi nizka,
dand rozpustnosti v cytoplazmé. Vétsina ethylenu difunduje do mezibun&nych
prostori a dale priduchy do atmosféry. Ethylen inhibuje prodluZovani rist a
stimuluje rist radidlni. Urychluje zrani plodd, stimuluje starnuti a opad listii, kv&ti,
nahrazuje Uginek IAA na udrZeni apikalni dominace. ZvySeni tvorby ethylenu je
jednou z prvnich reakei rostliny na plisobeni stresorii napf.: nedostatku i nadbytku
vody, teplotnich vykyvil, zasoleni, poranéni, napadeni patogeny i toxickymi
latkami. (7)

3.3. Genista tinctoria

3.3.1. Charakteristika

Genista tinctoria - krudinka barviiska, Fabaceae, je 20 - 60 (az 200) cm vysoky
polokef rozsiteny tém&f po celé Evropg i Asii. Je to typicka rostlina svétlych lesi
(doubrav), susdich luk, mezi, pastvin, slunnych strani od niZin do podhorského
pasma. (11,12,37)

Stonek je kratky, beztrnny, vystoupavy, brazdity, vétsinou lysy a husté vétveny.
Listy jsou jednoduché, malé, pfisedlé, stiidavé, eliptické aZ kopinaté, Spicaté, na lici
tmavozelené a lysé, na rubu svétleji a brvité se silnymi postrannimi Zilkami. Palisty

jsou zakrnélé. ZlatoZluté kvéty s lysym kalichem korunou vyrlstaji v koncovych
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mnohokvé&tych hroznech. Kvete v ervnu az srpnu. Plodem je maly (15 - 22 mm)
rovny, lysy lusk s 6 - 10 tmavymi okrouhlymi semeny. (11,13) viz obr. €. 3 a 4.

Cela rostlina je jedovata.

3.3.2. Droga

Kvetouci nat se sbird od kvétna do srpna. Susi se ve stinu. Umela teplota pfi
suseni nesmi byt vy3si nez 35 °C.

Droga je bez pachu a chutna nahotkle sviravé. (12}
Pouziti

V lidovém lé&itelstvi se pouZivad pro svijj znatné modopudny ucinek pfi
chorobach ledvin a mogovych cest jako diuretikum. Diureticky u€inek zplsobuji
hlavné flavony a silice. Téz se podava pii nedostatecné srdecni €innosti a pfi

otocich. Zrychluje stfevni peristaltiku. (12,14,37)

Aplikuje se formou nalevu.

3.3.3. Obsahové latky

Rostlina obsahuje chinolizidinové alkaloidy, flavonové glykosidy, silice,
tfisloviny, kumariny, slizy, vedle toho také hoi€iny, anthokyanidy, saponiny a dal3i.
(11,14,15,16)

Chinolizidinové alkaloidy

Chinolizidinové alkaloidy jsou charakteristické alkaloidy pro ¢eled” Fabaceae.

Jsou budovany z lysinu, resp. jeho metabolického ekvivalentu, kadaverinu.
Lupinin vznikd ze dvou, spartein ze tii molekul tohoto prekursoru. Cytisin se
povaZuje za $tépny produkt sparteinu. Terapeuticky vyznam maji hlavné spartein a
cytisin. (16)

V rodu Genista byly prokazany Luczkiewiczem tyto chinolizidinové alkaloidy:
cytisin, retamin, L-isospartein, methylcytizin, spartein. V intaktni rostling Genista
tinctoria prokézal cytisin, retamin, spartein a L-isospartein. V kalusové kultufe

Genista tinctoria stanovil pouze retamin a spartein. (17)
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V literatufe se jedté zmifiuje obsah anagyrinu a lupaninu (16,19)

Dr. Dieter Knofel ve své studii uvadi také novy alkaloid tinctorin. (18)

Biologickd aktivita vech zminénych alkaloidi neni v literatufe podrobné
popsana, zaméfim se tedy jen na hlavni pfedstavitele této skupiny alkaloidii obsaZené
v kalusové kultufe.

U anagyrinu se zkouma pisobeni na RVS (respiratory syncitial virus). (12)

Cytisin plsobi jako agonista na neuronilnich nikotin acetylcholinovych
receptorech, vykazuje také analgeticky ucinek, antihypertenzni a inotropni pisobeni.

Spartein piisobi jako profylaktikum pfedsifiovych dysrytmii a sinusové
tachykardie.

Lupanin ma baktericidni u¢inek na Pseudomonas Syringae P.V. tomato,
Pseudomonas Syringae P.U. ,phaselolica“, Erurmia carotvora, Pseudomonas
libida (12)

Schéma pravdépodobného vzniku cytisinu a sparteinu. (16)

H;N
CH,OH COOH
NH
HOOC H,N
e - 5
NH, N
\l HZN
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N NH
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o cytisin
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Chinolizidnové alkalotidy:

arginin
0
H
N
N
spartein
Flavonoidy

Flavonoidy jsou velmi rozsihlou skupinou pfirodnich latek, dosud bylo
izolovano kolem 4000 sloudenin. Termin ,flavonoidy* zahmuje né&kolik typd
biogeneticky blizce ptibuznych latek - flavony, flavanoly, flavanony,
dihydroflavanoly, biflavonoidy, chalkony, aurony, anthocyaniny, katechiny,
isoflavonoidy a homoisoflavonoidy. Posledni dvé skupiny jsou nékterymi autory

povaZovany za samostatné skupiny. (20)
Zikladem chemické struktury flavonoidi je fenylchroman. Flavany obsahuji

chromanové jadro arylované v poloze 2, isoflavany jsou substituovany v poloze 3 a

neoflavany v poloze 4. (16)

o]

flavan isoflavan
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neoflavan

Oxidaci pyranového kruhu flavanh vznikaji dal3i derivaty, které se od sebe lisi
poétem a polohou hydroxylovych skupin na aromatickych kruzich, také napojenim
molekul cukri nebo organickych kyselin.

Flavonoidy se v rostlinach v&tsinou vyskytuji glykosidicky vazané s cukry. Tyto
hydrofilni formy se zpravidla nachdzeji rozpusténé v bunéfné 3tavé vakuoly.
Lipofilni methoxylované derivaty jsou obsaZeny v silicich.

Luczkiewicz prokazal v intaktni rostliné tyto flavonoidy: genistein-7-O-glykosid,
purearin,  2°‘-hydroxy-genistein-7-O-glykosid,  genistin, genistin  malonit,
3¢,4°,7-trihydroxyisoflavon, genistin acetat, genistein, daidzin, ononin, equol,
liquiritgenin, sissotrin, apigenin-7-O-glykosid, luteolin-7-O-glykosid a luteolin. (21)

Isoflavonoidy

Isoflavonoidy jsou charakteristické latky pro fad Fabales.

Genista tinctoria obsahuje pfevaZné isoflavonoidy. Luczkiewicz ve své praci
prokazal, e kalusové kultury rodu Genista produkuji vétsi mnoZstvi isoflavonoidi
neZ matei'ské rostlina. (21)

Kalusova kultura produkovala 14 isoflavonoidii se zfetelnou dominaci v produkci
genistinu. (21)

Isoflavonoidy prokazané Luczkiewiczem v kalusové kultufe Genista tinctoria:
genistein-7-O-glykosid, purearin, 2‘-hydroxy-genistein-7-O-glykosid, genistin,
genistin malonat, 3¢,4‘,7 -trihydroxyisoflavon, genistin acetat, genistein, daidzein,

daidzin, ononin, equol, liquiritgenin, sissotrin. (21)

Biologické uginky flavonoidii
Isoflavonoidy pini funkce v obranném systému rostliny jako pfirozena ochrana

proti infekci pfi kli¢eni semen, napadeni hmyzem a po$kozeni skiidci. (22)
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Biologické Gginky isoflavonoidi jsou podminény vazbou fenylu na tfeti uhlik.
Byl prokazin antiviroticky, antimykoticky, protizan&tlivy ddinek, také analgeticky
ikinek, ulceroprotektivni G&inek, snizuji krevni tlak a mohou navodit hypoglykémii.
Neéktera literatura uvadi i spasmolyticky 0&inek, ale studie zaméfena na
farmakologicky screening methanolovych extrakti zrodu Genista tento Glinek
nepotvrdila. Daldi vlastnosti je antagonismus a agonismus na estrogenich
receptorech. (21,23,24,25,26,27,40,42)

Isoflavonoidy totiZz patfi k nejznaméj$im fytoestrogenim. Fytoestrogeny jsou
rozmanité skupina latek ziskanych z rostlin, které strukturné nebo funkéné€ kopiruji
savdi estrogeny. Fytoestrogeny hraji dileZitou roli v prevenci menopauziinich
piiznakii, osteopor6zy, aterosklerozy, kardiovaskularnich onemocnéni a inhibuji
rozvoj a rist bunék nadord prsu, vajeCnikdl, prostaty a §titné Zlazy.
(21,23,24,25,26,28,42,43)

Role fytoestrogentt v prevenci rakoviny je stile dale zkouméana a diskutovana.
(43)

Vzajemna konverze jednotilvych typl isoflavonoidi (29):

lsollavanone

QC

Isoflavano! | isollavene 3-Arylcoumarin

Chiel types of
isoffavonoids and
inferconversions

Plerocarpan
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Pravd&podobny vznik isoflavonoidi (29):

HO (o]
Genistein

Chemicka struktura stanovovanych isoflavonoidi v diplomové praci:
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3.3.4. Izolace a stanoveni obsahovych latek Genista tinctoria

Quinuli Wu a Mingfu Wang ve své studii zkoumali optimalni analytické metody
pro stanoveni latek s fytoestrogenni aktivitou obsaZenych v rostlinach. Metody jsou
rozdsleny na chromatografické a nechromatografické. Do chromatografickych metod
jsou zahrnuty: plynovd chromatografie (GC), vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) a kapilarni elektroforéza (CE) propojenych s UV, DAD, ED,
fluorescenénim detektorem, MS a NMR. Z nechromatografickych metod je zminéna
imunoanalyza. (30)

Kombinace GC s MS umozZiiuje velmi spolehlivou identifikaci a pfesné stanoveni
obsahu fytoestrogeni a jejich metabolitd v rostlinném materialu. I pfes vysokou
spolehlivost a citlivost této metody se kviili vysokym nakladiim na provoz tato
kombinace nevyuziva. Cast&ji se vyuziva kombinace HPLC-MS, nebo HPLC s UV,
DAD a fluorescendnimi detektory. Fytoestrogeny maji ve struktufe minimalné 1
aromaticky kruh s maximem UV absorpce vrozmezi 230 - 280 nm, proto lze
k detekci pouzit UV detektor nebo dokonalejsi detektor s nastavitelnou vlnovou
délkou. Nevyhodou UV detekce je sniZena citlivost a potfeba aplikace relativné
vysoké koncentrace fytoestrogenii ve vzorku. Fluorescentni a elektrochemicky
detektor jsou mnohem citliv&jsi. (30,41)

Luczkiewicz pouZival k urleni a stanoveni komplexu isoflavonoidii a flavond
(volnych aglykonfi, monoglykosidl, diglykosidd a esteri) obsaZenych v Genista
tinctoria. HPLC sDAD UV a MS detektory. Zjistil, Ze pouZiti tenkovrstvé
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chromatografie (TLC) s desintometrickou detekci k analyze fytoestrogent
obsaZenych v Genista tinctoria je nevhodné, stejné jako pouZiti GC, které vyZaduje
velice drahou derivatizaci latek. (17, 21, 28)

DAD detekce spektera byla stanovena v rozmezi vinovych délek 220 - 500 nm.
Isoflavonoidy vykazuji typické spektrum v UV oblasti. Luckiewicz upozorfiuje, ze
malonaty a acetaty isoflavonoidd vykazuji signdl ve stejné oblasti UV spektra jako
glykosidy. MS detekce umoZiiuje komplexn&;jsi identifikaci sekundarnich metaboliti.
Estery a glykosidy maji mnohem slabsi odezvu neZ aglykony. (28)

K HPLC separaci fytoestrogenii se obecn& pouZivaji tyto mobilni faze 80%
methanol (MeOH) nebo acetonitril (CH;CN, ACN) a voda s piidavkem malého
mno¥stvi kyseliny. Struktura fytoestrogend a jejich metabolitll Casto obsahuje
hydroxylové skupiny vazané na fenylech, které maji slabé kysely charakter. Proto se
ptidavd k mobilni fizi malé mnoZstvi kyseliny — nejCasteji kyseliny mravenci
(HCOOH), octové (AcOH), trifluoroctové (TFA) a fosforeiné (HsPOq). (30)

Luczkiewicz extrahoval isoflavonoidy z lyofilizovaného rostlinného materialu.
Rostlinného material homogenizoval v 80% MeOH, suspenzi zfiltroval. Progistény
extrakt byl nastfiknut do kolony.

Flavonoidy byly separovany gradientovou eluci s pouZitim mobiinich fazi:

e A (voda: AcOH, 99,9:0,1)
e B (ACN: AcOH, 99,9:0,1)

Elugni profil: 0 - 35 min: 10 = 35% Bv A

35-80min: 35 - 80% B Vv A

Pritok: 1,5 ml/min

Detekce byla provadéna pfi 262 nm (21).

Mikelova ve své praci ke stanoveni isoflavonoidi pouzivala rova&€z metodu
HPLC s detekci pod diodovym polem. Extrakt z rostliny Glycine max byl ziskan
pievedenim upraskované drogy do 80% MeOH a extrahovanim za pomoci
ultrazvuku. Nezadouci interferujici latky byly odstranény na kolonach SPE (solid
phase extraction). Isoflavony jsou z kolony eluovany 60, 80, 100% MeOH s 2%
hydroxidem amonnym.

Mobilni faze: 0,3% HCOOH (v/v) a acetonitril v riznych koncentracich (mobilni
faze A)

Eluéni profil: 0 — 20 min 10 — 20% A

20 — 25 min 20 — 50% A
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25-30min 50 - 60% A
30-45min60 — 10% A
Pritok: 0,8 ml/min
Detekce byla provadéna pii 254 nm. (22)

3.3.5. Genista tinctoria in vitro

Luczkiewicz odvodil kalusové kultury z Sesti druhli rodu Genista s cilem co
nejvyddi produkce isoflavonoidii s fytoestrogenni aktivitou konkrétné genisteinu a
genistinu. (21)

Fotochemickym prizkumem bylo zjidt&no, Ze kalusova kultura Genista tinctoria
produkuje vysoké mnoZstvi isoflavonoidii. V ptipad€ in vitro kultur Genista tinctoria
bylo mnoZstvi isoflavonoid mnohem v&tSi né? v intakini rostlin® i v rostliné
Glycine max, ktera je dosud povaZovana za nejbohatsi zdroj t&chto latek . (21)

Biotechnologicky v§zkum zahrnoval téchto Sest druht: Genista tinctoria, Genista
sagittalis, Genista germanica, Genista radiata, Genista aethnesis a Genista
monospessulana. U kultur byly optimalizovany podminky pro rist a produkci
isoflavonoidd obménou riznych Zivnych médii a piitomnosti nebo absenci
svétla. (21)

Luczkiewicz pouil jak média bohata na mineraly a organické latky (SH médium,
MS médium, MS médium s pfidavkem 100mg/l PVP) tak média ochuzenia o
minerily a organické latky (G-5 médium, NN médium, Mill médium, MC médium).
Ke viem médiim byly pfidany rlistové regulatory 2,4-D (22,6 umol/l), kinetin (23,2
umol/), 3% (m/v) sacharosy a 0,7% (m/v) agaru. Kultury byly vystaveny
nepretrzitému osvétleni (o intenzit€ 88 + 8 pmol/m?s) a teplot& 25 + 2 °C. Vyjimkou
bylo SH medium, kdy byla kalusova kultura péstovana jak za nepretrZitého osvétleni
tak za nepfetrZitého zatemnéni. (21)

Vyzkum ukazal, %e rod Genista se jen obtiZné kultivuje ir vitro. Na G-5 médiu ze
viech druhf explantatd jen 20% vytvofilo kalus se silnym sklonem k odumirani a na
MS médiu 45 % explantatd vytvofito krémovy aZz hnédy kalus somezenou
Zivotaschopnosti.

Experiment ukazal, e zména sloZeni média i svételného reZimu ma vyznamny

dopad jak na rist kalusové kultury, tak na produkci isoflavonoidd. (21)
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Nejlepsiho ristu a nejvyssi produkce isoflavonoidii bylo dosaZeno pod
nepietr¥itym osvétlenim na SH médiu s pfidavkem 2,4-D (22,6 pmol/l), kinetinu
(23,2 umol/l), 3% (m/v) sacharosy. Kalusové kultury viech druhti produkovaly vice
isoflavonoidi neZ mateisk4 rostlina. Skupina vyprodukovanych isoflavonoidi byla
sloZena ze 14 slouenin s jasnou pfevahou genistinu. (21)

Isoflavonoidy prokézané v kalusové kultufe: genistein-7-O-glykosid, purearin,
2¢-hydroxy-genistein-7-O-glykosid, genistin, genistin malonat,
3¢ 4, 7*-trihydroxyisoflavon, genistin acetat, genistein, daidzein, daidzin, ononin,

equol, liquiritgenin, sissotrin. (21)

Kalus s nejvy$8im obsahem isoflavonoidd byl ziskdn z Genista tinctoria,
produkujici 6586,5 mg celkovych isoflavonoidii na 100g DW, ze kterych byl HPLC
analyzou identifikovan genistin v mnoZstvi 3016,3 mg.

Kromé SH média relativng vysoky nardst kalusu byl také na MS médiu, coZ
ukazalo, ¥e kalusova kultura rodu Genista vyZaduje média bohatad na minerly a
organické latky. Nejmensi rilst i produkce byla prokazina na MC médiu. Vyjimkou
mezi médii s nizkym obsahem mineralnich a organickych latek bylo Mill médium,
kde navzdory malému ristu kalus produkoval znatné mnoZstvi isoflavond.
Luczkiewicz se domniva, ?e produkci v pfipadé Mill média ovliviiyje obsah
aminokyselin (fenylalaninu, glycinu, cytisinu) a jejich komplexu (hydrolyzat
kaseinu).

Ptitomnost sv&tla nebo jeho absence se projevila na biosyntéze esteri genisteinu.
Kalus Genista tinctoria kultivovany na SH médiu pfi nepfetrzitém osvétleni
produkoval mnohem vice genistein malonatu neZ genistein acetatu. Naopak za
nepfetrzitého zatemné&ni byla produkce acetatu v&tsi neZ malonatu.

Svételny rezim mél dopad i na rist kalusu. Kalus Genista tinctoria mel niZsi
hodnotu ristového faktoru ne tmé neZ za nepietrzitého osvétleni.

Ve viech médiich byly hlavni komponenty ze zkoumanych isoflavonoidii
derivaty genisteinu ve formé monoglykosidl, diglykosidi, esterli kyseliny malonové

a octové. Ostatni isoflavonoidy byly pfitomny v podstatn& mensim mnoZstvi. (21)

Dal3i Luczkiewiczova studie se zam&fila na zavislost morfogeneze na akumulaci
fytoestrogend v in vitro kultute Genista tinctoria. Zabyvala se hledanim vztahu mezi

metabolismem genisteinu a daidzeinu b&hem ristu vbunétné suspenzi kultufe,
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zarodetné kultufe, vyhonkové kultufe a kofenové kultufe. Studie ukézala, Ze
akumulace isoflavonoidii zavisi na typu pouZité kultury.

Neorganizovana suspenzi kultura produkovala nejvétsi mnoZzstvi glykosidi
i aglykomi isoflavonoidii (9445 mg/100 g DW).

Vyhonkové kultury jsou charakterizovany nejv&tsim obsahem esterd genistinu,
coZ ukazuje, Ze biosyntéza téchto latek také souvisela s diferenciaci.

Kofenové kultury kumulovaly velké mnoZstvi primamiho metabolitu
isoliquiritigeninu (978,4 mg/100 g DW), jedna se o prekursor isoflavond, ktery se
nevyskytuje v intaktni rostling.

Pomér akumulovanych isoflavoni byl ovliva&n tkafiovou diferenciaci. (31)
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Rostlinny material

Byla pouzita tkanova kultura odvozené z kofenové ¢asti kli¢ni rostliny Genista

tinctoria v 3.-11. pasazi,

4.2. Piistroje a vvbaveni

Analytické vahy A 2008, Sartorius, Némecko
Autokliv PS 20 A, Chirana, CR
Autosampler Jasco AS-2055 Plus, Japonsko

Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Vyrobné druzstvo Pokrok, Slovensko

Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko
Fluorescenéni detektor Jasco MD-2020, Japonsko
Horkovzdugny sterilizitor Chirana SVS9/1, CR

Kolona Li ChroCART 250-4, sorbent Li Chrospher Sum
Mikrofiltry (0,45um), Tessek, CR

Pipetovaci balének, Filip, Némecko

Piedkolona Li ChroCART 4-4, sorbent Li Chrospher Sum
Pumpa Jasco PU-2089 Plus, Japonsko

Sus4rna HS 61A Chirana, CR

Termostat kolony Jetstream 2 Plus, Japonsko

T&snéni na vialky, LABICOM s.1.0. Olomouc, CR
Vialky, LABICOM s.r.0. Olomouc, CR

Vodni lazefi, typ 1042, GFL, Némecko

4.3. Chemikdlie a pomocné litky

Agar, Dufci Laboratoriem, USA
Ajatin, Profarma-Produkt, CR
Benzylaminopurin, Lachema, CR
Biochanin A p.a., Sigma, USA
Daidzein p.a., Fluka, Svycarsko
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Destilovana voda, Katedra analytické chemie, Faf UK HK, CR
Dihydrogenfosfore€nan draselny p.a.,Lachema, CR
Dusi¢nan amonny, p.a., Penta, CR

Dusiénan draselny p.a., Lach-Ner, CR

Ethanol 96%, Lachema, CR

Ethylester kyseliny octové p.a., Lachema, CRrR
Formononetin p.a., Fluka, §v3'zcarsko

Genistein p.a., Sigma, USA

Genistin p.a., Fluka, Svycarsko

Glycin, Aldrich, USA

Hydrolyzat kaseinu, Imuna, Slovensko

Chlorid kobaltnaty p.a., (CoCl,.6 H;0), Lachema, CR
Chlorid vépenaty p.a., Penta, CR

Chlorové vapno, Spolana, CR

Jodid draselny p.a., Lachema, CR

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, Aldrich, USA
Kyselina borita p.a., Lachema, CR

Kyselina nikotinova, Lachema, CR

Kyselina o-fosfore¢na, Lachema, CR

Kyselina a-naftylocova, Sigma, USA

Methanol HPLC grade, Merk, Némecko

Methanol p.a. Penta, CR

Molibdenan sodny, Lachema, CR

Myo-inositol, Fluka, Svycarsko

Propylether p.a., Lachema, CR

Pyridoxin piriss., Koch-Light Laboratories, Velka Britanie
Sacharosa €ista, Lachema, CR

Siran hofetnaty p.a., Lachema, CR

Siran manganaty p.a., Lachema, CR

Siran m&d'naty p.a., Lachema, CR

Siran zine&naty (ZnS04.7 H,0), Lachema, CR

Siran Zeleznaty &isty (FeSO4.7 H;0), Lachema, CR
Supergista voda, Katedra analytické chemie, Faf UK HK, CR
Thiamin, Koch-Light Laboratories, Velka Britanie
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4.4. Kultivace tkdriovvch kultur

4.4.1. Priprava kultiva&nich nadob a nastroju

VSechny pouzZivané sklenéné nadoby byly z varného skla zn. SIAL, odolného
viagi vykyvam teplot a vii¢i puisobeni chemikalii. Pro kultivace byly pouZity 100 ml
Erlenmayerovy bariky, do kterych byly vioZeny mistky z filtraéniho papiru a nalito
30 ml Zivného média. Hrdla banék byla piekryta hlinikovou folii, a sterilizovana v
autoklavu 20 minut pii 121°C a 100kPa. Hlinikové folie a baiiky byly pred
manipulaci sterilizovany ajatinem. PasaZovani a odvozovani kultur bylo provadéno
v laminarnim boxu vymytém roztokem ajatinu (1:10) a vyzafeném germicidni
zafivkou. Pinzety se pfed pouZitim odistily a oplachly 96% ethanolem. V hlinikové

folii se sterilizovaly v horkovzduiném sterilizatoru 2 hodiny pfi teplot& 200°C.

4.4.2. Slozeni a priprava zivného media

Kalusy byly péstovany na pudé sestavené podle Murashigeho a Skooga (MS).
K této pude byly pfidany nistové stimulatory:

kyselina a-naftylocova v koncentracich 0,1mg/l, 1,0 mg/l a 10,0 mg/1

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova v koncentracich 0,1mg/l, 1,0 mg/l a 10,0 mg/l

benzylaminopurin v koncentracich 0,1 mg/l, 1,0 mg/l a 10,0 mg/l media.

Jednotlivé slozky pidy byly odvaZeny na analytickych vahach. Velmi mala
mnoZstvi byla odméfena ze zsobnich roztokli odpipetovanim. VSechny soudasti
byly rozpustény v destilované vodé v odmérné barice na 1000 ml a doplnény vodou
po rysku. Pro kaZdou koncentraci ristovych regulatori bylo zvoleno 7
Erlenmayerovych ban&k s vlozenym miistkem z filtraéniho papiru. Zivné médium s
rastovymi regulatory bylo rozplnéno do vysterilizovanych banék, do jedné bariky 30
ml Zivného média s rlstovymi regulatory. Po uzavieni hlinikovou folii byly

sterilizovany v autoklavu 20 minut pii 121°C a 100 kPa.
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SloZeni phady sestavené podle Murashigeho a Skooga (v mg) (32

CaCl,.2 H,O 440,0
KNO; 1900,0
NH4NO; 1650,0
MgS04.7 H20 370,0
KH;POq. H,0 170,0
FeS04.7 H,0 27,84
NaEDTA 37,34
MnS0..4 H;0 22,30
ZnS0,.7 H,O 11,50
H;BO; 6,20
KI 0,33
CuS04. 5§ H,0 0,025
Na;MoQ,. 2 H,O 0,25
CoCl;.6 H0 0,025
Myo-insitol 100,0
Hydrolyzat kaseinu 1000,0
Glycin 2,0
Kyselina nikotinova 0,5
Pyridoxin hydrochlorid 0,5
Thiamin hydrochliorid 0,1
Sacharosa 30,0

Uvedena mnoZstvi substanci odpovidaji 11 media.

4.4.3. Odvozeni kultury

Byla pouZita tkafiova kultura odvozena z kofenové &asti klicni rostliny Genista
tinctoria. Semena byla pied kultivaci povrchové sterilizovana nasledujicim
zpiisobem:

1. oplachnutim ve sterilizované destilované vodé,

2. ponofenim do 70% ethanolu (v/v) po dobu 3 minut a naslednym oplachnutim

sterilni destilovanou vodou,
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3. ponofenim do 10% roztoku chloraminu (m/v) na 2 minuty s naslednym

oplachnutim sterilni destilovanou vodou,

4. ponofenim do 2% roztoku chloraminu (m/v) na 10 minut a naslednym

oplachnutim sterilni destilovanou vodou. (33)

Po sterilizaci byla semena jednotlivé pienesena do sterilnich Erlenmayerovych
banék s Zivnou pidou Murashigeho a Skooga (MS) s pfidavkem agaru a ristového
hormonu 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny v koncentraci 1,0 mg/l. Erlenmayerovy
baiiky se semeny byly uloZeny do kultivaini mistnosti. Kultivace probihala za
normalniho reZimu svételné periody tzn. 16 h svétlo, 8 h tma a pii teploté 25 °C.

Kalus vytvofeny zkofenové &asti kli€ni rostliny byl pfenesen do sterilni
Erlenmayerovy batiky na papirovy mistek sobsahem MS media s pfidavkem
ristového regulatoru 2,4 D o koncentraci 1,0 mg/l. Za téchto podminek probihala
kultivace kultury do 3. pasaZe. Od 3. pasiZe byly do Zivného média piidany ristové
regulatory a-NAA, BAP o koncentracich 0,1; 1,0; 10,0 mg/l, 24 Do koncentraci 0,1;
1,0 mg/ 1 a 24 D spfidavkem kinetinu o koncentraci 0,1 + 0,1,
0,1+1,0;,1,0+0,1; 1,0+ 1,0 mg/l

K pokuslim byla pouZila kalusova kultura z 3. — 11. pasaze.

4.4.4. Pasazovani a kultivace

V prostedi laminarniho boxu bylo z vysterilizovanych Erlenmayerovych ban€k
preneseno inokulum (East kalusu z pfedchozi kultivace) na mistek z filtraéniho
papiru. Batiky s naoCkovanymi kulturami byly opét uzavieny hlinikovou folii.
Kultivace probihala bud za normélniho svételného rezimu (16 h svétlo, 8 h tma)
nebo za tmy (kultura byla zatemnéna po celou dobu riistu) a pfi nepfetrZitém
osvétleni (kultura byla vystavena nepietrZitému osvétleni lampou 100 W 1m nad
kulturou). Kultura rostla po dobu 4 tydnil pti pokojové teploté. Bariky byly zvaZeny
pred a po naotkovani na vahach s pfesnosti na 0,01 g. Po &tyf tydnech byla
stanovena hmotnost narostlych kalusd a hmotnost batiky bez kalusu. Narostlé kalusy
byly ususeny pfi pokojové teplotd na filtralnim papife a byl u nich stanoven obsah

flavoneida.
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4.5. Hodnoceni riistu

Vyhodnoceni riistu bylo provedeno pomoci riistového faktoru R. (34)

Nejdfive byla zjisténa hmotnost inokula (rozdit hmotnosti baiiky s pidou a
inokulem a hmotnosti baiiky s pidou bez inokula) a hmotnost kalusu (rozdil
hmotnosti baiiky s pidou a kalusem po &tyrech tydnech kultivace). Vypodet
rastového faktoru byl proveden podle vztahu:

Fu - Fuo
R=
Fwo
R ristovy faktor
Fw gerstva hmotnost kalusu po 4 tydnech kultivace (g)
Fwo derstva hmotnost inokula (g)

Hmotnost kalusu a inokula je primémou hmotnosti ze Sesti banék,
kultivovanych za stejnych podminek.

Intenzita tistu kalusové kultury byla hodnocena také piiristkem Cerstvé
hmotnosti inokula v gramech a procentech (hmotnosti inokula = 100%).

Vysledky byly uvedeny v tabulkach €. 1 - 36.

4.6. Ztrdata suSenim

Ztrata sudenim je ztrita hmotnosti materidlu vyjadfena v hmotnostnich
procentech (m/m). (35)

Asi 0,200 g upraskovaného kalusu bylo odvazeno na analytickych vahach do
vytarované vazenky a sudeno 2 h pii 105°C do konstantni hmotnosti. Po vychlazeni v
exikitoru byla vézenka s obsahem znovu zvaZena. Ze ziskanych udaji byla

vypogitina ztrata suSenim.

Hmotnost kalusu pfed suSenim 0,2453 g
Hmotnost kalusu po 2 h sudeni 0,2326 g
Ztrata suSenim 5,18 % (m/my)
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4.7, Stanoveni obsahu flavonoidii

Stanoveni bylo provedeno na HPLC. (36)

4.7.1. Pfiprava vzorku:

Sugené vzorky kalusdl byly po rozdrobnéni v tfeci misce navazeny a
dvakrét extrahovany vidy 10 ml 80% methanolu po dobu 20 min ma
vodni lazni pod zpétnym chladidem. Oba extrakty byly spojeny a
doplnény na 20 ml a zbaveny chlorofylu vytfepanim s petroletherem. Po
filtraci byl asi 1,7 ml roztoku pfeveden pfes mikrofiltr do vialek a
analyzovéan metodou HPLC.

4.7.2. Parametry HPLC analyzy

Chromatograf : Jasco (AS-2055 Plus, PU-2089 Plus, MD-2015, MD-
2020)
Kolona: Kolona Li ChroCART 250 x 4, sorbent Li Chrospher 5 pm
Objem ndstFiku: 20 pl
Detekce: DAD Jasco MD-2015, A = 200-650 nm, vyhodnoceno pfi
260-266 nm
Fluorescenéni detektor Jasco MD-2020, Aex= 340 nm, A= 470 nm
Mobilni faze: faze A: methanolicky roztok kyseliny o-fosforetné
(0,15 % m/v)
faze B: vodny roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15 % m/v)
Eluéni profil: 0 — 4 min, 50 % A a 50 % B (isokraticka eluce)
4~ 13 min z 50 % A v B — 100 % A (gradientova eluce)

Standardy: genistin, genistein, daidzein, formononetin, biochnin A
Priitok: 1,1 ml/min
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4.8. Sestrojeni kalibralni kfivky

Jednotlivé standardy byly rozpustény v 80% MeOH do téchto koncentraci:

Genistin 2,0 mg/100 ml, 4,0 mg/100 ml, 8,0 mg/100 ml
Daidzein 2,0 mg/100 ml, 5,2 mg/100 ml, 10,4 mg/100 ml
Genisein 2,4 mg/100 mi, 4,8 mg/100 ml, 9,6 mg/100 ml
Formononetin 2,6 mg/100 ml, 5,2 mg/100 ml, 10,4 mg/100 ml
Biochanin A 2,0 mg/100 ml, 4,0 mg/100 ml, 8,0 mg/100 mi

Z naslednych hodnot byly vytvofeny kalibraéni kiivky

Kalibraéni kiivky

1. Kalibraéni kiivka genistinu
x: koncentrace (mg/100 ml)
y: plocha
y=bx+a
regresni koeficient: 0,9998
a=0
b = 6,08940
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Kalibraéni kfivka daidzeinu
x: koncentrace (mg/100 ml)

y: plocha

2.

bx+a
regresni koeficient: 0,9938

0

y
a
b
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rivka formononetinu

wa

éni
14.86045

bx +a
regresni koeficient: 0,9994

0

x: koncentrace (mg/100 ml)

Kalibra
y: plocha
y

a
b

3.
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4.

kalibraéni kiivka biochaninu A
x: koncentrace (mg/100 ml)

y: plocha

y=bx+a

regresni koeficient: 0,9997

a=0

b = 42,98035
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5. kalibraéni krivka genisteinu
x: koncentrace (mg/100 ml)
y: plocha
y=bx+a
regresni koeficient: 0,9997
a=0
b=42,98035
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4.9. Riistovd a produklni charakteristika

Pro zjisténi vztahu mezi ristem kultury a produkci flavonoidi byla stanovena
ristova a produkéni charakteristika. Pfi jejim stanoveni bylo pouZito na kultivaci
kultury MS médium s pfidavkem 1,0 mg/l BAP za normalniho sv&telného reZimu.

V laminarnim boxu bylo do 54 vysterilizovanych bandk sZivnym médiem
s ptidavkem regulatoru pfeneseno na mistek z filtra¢niho papiru inokulum. Postup
kultivace byl podrobné popsan v kapitole kultivace tkafiovych kultur. Kultura rostla
50 dni pfi 25 °C za normalniho svételného rezimu (16 h svétlo, 8 h tma). Po 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 dnech bylo odebrino vidy Sest ban€k s narostlym kalusem.
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Odebrané kalusy byly suSeny pfi pokojové teploté na filtra&nim papife. Baiiky byly
zvaseny pred a po naotkovini a pfed a po odebrani narostiého kalusu. Byl
vyhodnocen riist a stanoven obsah flavonoidi. Vyseldky byly uvedeny v tabukach
&. 38 - 47. Riistova a produkéni kfivka byla zobrazena v grafu €. 1.

Tabulky jsou za sebou fazeny podie dnti odbé&ru vzorkii.
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5. Vysledky

Tabulka ¢.1
Ruist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem o-NAA v koncentraci 0,1 mg/l za
normalniho svételného reZimu

0,1 mg/t a-NAA NR

hmotnost

gislo hmotnost |kalusu | piiristek | pfiristek | ristovy
baiky inokula [g] 1[g] (g [%] faktor

1 0,48 0,73 0,25 52,08 0,52

2 0,34 0,68 0,34 100,00 1,00

3 0,48 0,63 0,15 31,25 0,31

4 0,47 1,40 0,93 197,87 [1,98

5 0,50 0,63 0,13 26,00 0,26

6 0.42 0,70 0,28 66,67 0,67

7 0,42 1,24 0,82 195,24 1,95
soudet 3.1 6,01 2,90 669,11 6,69
prumér |0,44428571 | 0,858571 | 0,414286 | 93,24759 | 0,932476
Tabulka &.2

Rist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem a-NAA v koncentraci 1 mg/l za
normélniho svételného rezimu

1.0 mg/l a-NAA NR

hmotnost

gislo hmotnost | kalusu | pfirtstek | pfindstek | ristovy
bariky inokuia [g] |[g] [0} [%} faktor

1 0,45 0,72 0,27 60,00 0,60

2 0,34 0,75 0,41 120,59 1,21

3 0,53 0,96 0,43 81,13 0,81

4 0,48 1,32 0,84 175,00 1,75

5 0,29 0,57 0,28 96,55 0,96

6 0,30 0,40 0,10 33,33 0,33

7 0,24 1,41 1,17 487,50 |4.,88
soudet 2,63 6,13 3,50 1054,10 | 10,54
prumér |0,37571429|0,875714|0,5 133,0798 | 1,330798
Tabulka ¢.3

Rust tkafiové kultury na MS médiu s obsahem o-NAA v koncentraci 10,0 mg/l za
normalniho svéteiného rezimu

10 mg/l a-NAA NR

hmotnost

&islo hmotnost | kalusu | pfiristek |pfiristek | ristovy
baiiky inokula [g] | (9] (9] [%6] faktor

1 0,36 0,61 0,25 69,44 0,69

2 0,48 0,74 0,26 54,16 0,54

3 0,37 0,87 0,50 13513 1,35

4 0,57 0,92 0,35 61,40 0,61

5 0,53 0,82 0,29 54,72 0,55

6 0,35 0,99 0,64 182,86 1,83

7 0,38 1,35 0,97 255,26 |2,55
soudet 3,04 6,30 3,26 812,99 813
priimér |0,43428571 (0,90 0,465714 | 107,2368 { 1,072368
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Tabulka &.4
Rist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem o-NAA v koncentraci 0,1 mg/l za
neustilého zatemnéni

0,1 mghA a-NAA TMA

hmotnost
gislo hmotnost |kalusu | pfirlistek | pfiristek | ristovy
baiiky inokula [g] |[[g] jol [o] faktor
1 0,57 062 0,05 8,77 0,08
2 0,53 0,58 0,05 943 0,09
3 0,66 0,70 0,04 6,06 0,06
4 0,73 0,75 0,02 2,74 0,03
5 0,53 0,72 0,19 35,85 0,36
8 1,08 1,22 0,14 12,96 0,13
7 0,67 0,82 0,15 22,39 0,22
soudet 4,77 5,41 0,64 98,21 0,98
promér |0,68142857 | 0,772857 | 0,091429 | 14,02947 0,140295
Tabulka &.5
Riist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem a-NAA v koncentraci 1,0 mg/! za
neustalého zatemnéni
1,0 mgfl a-NAA TMA

hmotnost
gislo hmotnost |kalusu |pfirdstek | piinistek |ristovy
bariky inokula [g] i [g] ] [%] faktor
1 0,68 0,74 0,06 8,82 0,09
2 1,24 1,30 0,06 484 0,05
3 1,42 1,45 Q.03 2,11 0,02
4 0,54 0,76 0,12 18,76 0,18
5 0,33 0,42 0,09 27,27 0,27
6 0,96 1,00 0,04 416 0,04
7 0,72 0,79 0,07 9,72 0,10
soucet 5,99 6,46 0,47 75,68 0,75
prumér |0,85571429 | 0,922857 | 0,067143 | 7,846411 0,078464
Tabulka ¢.6
Riist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem o-NAA v koncentraci 10,0 mg/l za
neustélého zatemnéni
10,0 mg/l a-NAA TMA

hmotnost
&islo hmotnost | kalusu | pfirdstek | pfiristek | ristovy
baiiky inokulafg] ![g] 1g] [%e] faktor
1 0,46 0,61 0,15 32,61 0,33
2 1,04 1,15 0,11 10,57 0,10
3 0,65 0,71 0,06 9,23 0,09
4 0,71 0,83 0,12 16,90 0,17
5 0,74 0,92 0,18 24,32 0,24
7] 1,10 1,24 0,14 12,72 0,13
7 0,72 0,85 0,13 18,05 0,18
soudet 5,42 6,31 0,89 124 42 (1,24
promér |0,77428571 | 0,901429 { 0,127143 16,42066 | 0,164207
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Tabulka &.7
Rilst tkafiové kultury na MS médiu s obsahem a-NAA v koncentraci 0,1 mg/l za
neustalého osvétleni

0,1 mg/ a-NAA NO

hmotnost
&islo hmotnost |kalusu |pfiristek | piirGstek | ristovy
bariky inckula [g] |[g] [g] [%6} faktor
1 0,83 0,96 0,13 15,66 0,15
2 0,54 0,55 0,01 1,85 0,02
3 0,39 0,51 0,12 30,77 0,30
4 0,47 0,50 0,03 6,38 0,06
5 0,62 0,66 0,04 6,45 0,06
8 0,41 0,49 0,08 19,51 0,19
7 0,42 0,46 0,04 9,52 0,09
soudet 3,68 413 0,45 90,15 0,90
pramér |0,52571429 | 0,59 0,064286 (12,22826 | 0,122283

Tabulka €.8
Rist tkatiové kultury na MS médiu s obsahem o-NAA v koncentraci 1,0 mg/l za
neustalého osvétleni

1,0 mg/t a-NAA NO
hmotnost
éislo hmotnost | kalusu |pfirdstek | pfiristek | ristovy
baitky inokula [g] | [g] [a] [%] fakior
1 0,50 0,55 0,05 10,00 0,10
2 0,53 0,65 0,12 22,640 0,22
3 0,51 0,58 0,07 13,72 0,14
4 0,66 0,68 0,02 3,03 0,03
5 0,83 0,97 0,14 16,86 0,19
6 0,49 0,52 0,03 6,12 0,08
7 0,50 0,53 0,03 8,00 0,06
soudet 4,02 448 0,46 78,38 0,78
pramér {0,57428571 0,64 0,065714 | 11,44279 | 0,114428

Tabulka ¢.9
Riist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem a-NAA v koncentraci 10,0 mg/l za
neustalého osvétleni

10,0 mgft a-NAA NO

hmotnost
&islo hmotnost | kalusu | pfirdstek | pfirlistek | ristovy
bariky inokula [g] |[g] o] [%o] faktor
1 0,54 0,58 0,04 7.41 0,07
2 0,60 0,80 0,20 33,33 0,33
3 0,45 0,64 0,19 42,22 0,42
4 0,44 0,58 0,14 31,89 0,32
5 0,56 0,60 0,04 7,14 0,07
6 1,42 1,64 0,22 15,49 0,15
7 0,81 0,86 0,05 6,17 0,06
soutet 4,82 5,70 0,88 143,59 |[1,44
pramér |0,68857143 | 0,814286 | 0,125714 | 18,25726 | 0,182573




Tabulka &.10
Rust tkariové kultury na MS médiu s obsahem 2.4 D v koncentraci 0,1 mg/l za
normalniho svételného rezimu

0,1 mgh 2,4D NR

hmotnost
tislo hmotnost | kalusu pfiristek | pfiristek | ristovy
bafiky inokula [g] |[[g] [a] [%] faktor
1 0,33 1,10 0,77 233,33 (2,33
2 0,35 0,73 0,38 108,57 |1,08
3 0,48 1,21 0,73 152,08 1,52
4 0,53 0,96 0,43 81,13 0,81
5 0,22 0,44 0,22 100,00 1,00
6 0,30 1,10 0,80 26666 (266
7 0,29 0,87 0,58 200,00 2,00
soudet 2,50 6,41 3,91 141,78 | 11.41
pramér |{0,35714286 | 0,915714 | 0,568571 | 156,400 | 1,564
Tabulka &.11

Rust tkafiové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 1,0 mg/l za
normalniho svételného reZzimu

1,0 mgAl 2,4D NR

hmotnost

&gislo hmotnost | kalusu priristek | pfirGstek | ristovy
banky inokula [g] |{g] [9] [%6] faktor
1 0,63 1,40 0,77 122,22 1,22

2 0,52 0,63 0,11 21,15 0,21

3 0,46 1,32 0,86 186,95 1,87

4 0,70 1,14 0,44 62,86 0,63

5 0,54 0,78 0,24 44,44 0,44

6 0,68 1,35 0,67 98,53 0,98

7 0,59 0,69 0,10 16,95 017
soucet 412 7.3 3,19 553,11 5,53
pramér |0,68857143 | 1,044286 | 0,455714 | 77,42718 | 0,774272
Tabulka ¢.12

Rust tkafiové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 0,1 mg/l za
neustalého zatemnéni

0,1 mgfi 2,4D TMA

hmotnost
&islo hmotnost | kalusu | pfiristek | pfirdstek | ristovy
bafiky inokula [g] | (g} [a] [%] faktor
1 1,30 1,50 0,20 15,38 0,15
2 0,62 0,73 0,11 17,74 0,18
3 0,83 0,94 0,11 13,25 0,13
4 0,67 0,73 0,06 8,95 0,09
5 0,91 1,10 0,19 20,88 0,21
6 0,69 0,75 0,06 8,89 0,08
7 1,05 1,20 0,15 14,28 0,14
soudet 6,07 6,95 0,88 99,19 0,99
pramér |0,36714286 }0,992857 | 0,125714 | 14,49753 | 0,144975
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Tabulka ¢.13
Rust tkafiové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 1,0 mg/l za
neustalého zatemnéni

1,0 mgh 2,.4D TMA

hmotnost
tisio hmotnost jkalusu | pfiristek | pfirtstek | ristovy
baitky _|inokulag] |fg] ) [%] faktor
1 0,91 1,05 0,14 15,38 0,15
2 1,24 1,32 0,08 6,45 0,06
3 0,74 0,78 0,04 5,40 0,05
4 0,53 0,83 0,10 18,87 0,19
5 0,37 0,54 0,17 45,94 0,46
6 0,51 0,62 0,11 21,57 0,21
7 0,50 0,63 0,13 26,00 0,26
soucet 4,80 5,57 0,77 139,82 1,40
primér {0,68571429]0,795714 | 0,11 16,04167 | 0,160417

Tabulka ¢.14
Riist tkariové kultury na MS médiu s obsahem 24 D v koncentraci 0,1 mg/! za
neustalého osvétleni

0,1 mg/l 2,4D NO

hmotnost
gislo hmotnost | kalusu |pfirdstek | prirGstek |ristovy
baiiky inokula [g] |[g] [9] [%] faktor
1 0,38 0,47 0,09 23,68 0,24
2 0,53 0,64 0,11 20,75 0,21
3 0,47 0,58 0,11 23,40 0,23
4 0,40 0,41 0,01 2,50 0,02
5 0,44 0,61 0,17 38,63 0,39
] 0,84 0,90 0,06 7,14 0,07
7 0,47 0,66 0,19 40,42 0,40
soucet 3,53 427 0,74 156,55 1,56
prumér | 0,50428571 | 0,61 0,105714 | 20,96317 | 0,209632
Tabulka &.15

Ruist tkafové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 1,0 mg/l za
neustalého osvétleni

1,0 mgf 2,4D NO

hmotnost
&islo hmotnost {kalusu |piifistek |pfiristek |rnistovy
bariky inokula [g] | [g] I [%] faktor
1 0,48 0,58 0,12 26,08 0,26
2 0,82 0,85 0,03 3,66 0,04
3 0,82 0,96 0,14 17,07 0,17
4 0,49 0,54 0,05 10,20 0,10
s 0,46 0,46 0,00 0,00 0,00
] 0,21 0,69 0,48 228,57 12,28
7 0,41 0,61 0,20 48,78 0,48
soudet 3,67 4,69 1,02 334,37 3,34
pramér 0,52428571 | 0,67 0,145714 | 27,79292 | 0,277929
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Tabulka .16
Ruist tkatiové kultury na MS médiu s obsahem 24 D vkoncentraci 0,1 mg/l a

kinetinu v koncentraci 0,1 mg/l za normalniho svételného rezimu

0,1 mgf 2,4D + 0,1 mg/l KNR

hmotnost
gislo hmotnost | kalusu | piiristek | piindstek | ristovy
bafiky inokula [g] | [g] I9] [%] faktor
1 0,38 0,92 0,54 142,10 [1,42
2 0,51 1,12 0,61 119,61 1,19
3 0,49 1,06 0,57 116,32 1,16
4 0,52 0,96 0,44 84,61 0,84
5 0,24 0,46 0,22 91,67 0,92
6 0,25 0,65 0,40 160,00 1,60
7 0,33 0,43 0,10 30,30 0,30
soudet 2,72 5,60 2,88 74462 {745
pramér |0,38857143|0,8 0,411429 | 106,375 ;1,06375

Tabulka .17
Rist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 0,1 mg/l a

kinetinu v koncentraci 1,0 mg/l za normainiho svételného rezimu

0,1 mgh 24D + 1,0 mgNl KNR

hmotnost
éislo hmotnost {kalusu |pfiristek | pfinistek | ristovy
bariky inokula [g] (g} [g] %] faktor
1 0,47 1,17 0,70 148,94 1,49
2 0,22 0,47 0,25 11364 |1,14
3 0,36 0,75 0,39 108,33 1,08
4 0,35 0,53 0,18 51,43 0,51
5 0,31 0,81 0,50 161,208 1,61
6 0,43 2,25 1,82 423,25 (4,23
7 0,75 0,83 0,08 10,66 2,55
soucet 2,89 6,81 3,82 1017,54 (12,62
primér {0,41285714 | 0,972857 | 0,56 135,6401 | 1,356401
Tabulka &.18

Rust tkafiové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 0,1 mg/l a
kinetinu v koncentraci 0,1 mg/l za neustalého zatemné&ni

0,1mgf 24D + 0,1 mgh KTMA

hmotnost
&islo hmotnost | kaiusu |pfiristek | pfirdstek | rdstovy
hanky inokula [g] | [g] [a] [%] faktor
1 0,78 0,83 0,05 6,41 0,06
2 0,54 0,62 0,08 14,81 0,15
3 0,50 0,88 0,38 76,00 0,76
4 0,73 0,79 3,06 8,21 0,08
5 0,48 0,70 0,22 45,83 0,46
6 0,56 0,97 0,41 73,21 0,73
7 0,57 0,75 0,18 31,58 0,31
soudet 416 5,54 1,38 256,07 [2,56
prumér |0,584285710,791429 | 0,197143| 33,17308 | 0,331731

47



Tabulka €.19
Rist tkafiové kultury na MS meédiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 0,1 mg/l a
kinetinu v koncentraci 1,0 mg/l za neustalého zatemnéni

0,1 mgA 2,4D + 1,0 mg! K TMA
hmotnost

dislo hmotnost |kalusu | pfiristek | piiristek | ristovy
bariky inokula [g] {[g} [9] [%] faktor

1 0,74 0,81 0,07 9,46 0,09

2 0,49 0,59 0,10 20,41 0,20

3 0,83 0,94 0,11 13,25 0,13

4 0,71 0,83 0,12 16,90 017

5 0,71 0,82 0,11 15,49 0,15

6 0,93 1,12 0,19 20,43 0,20

7 0,60 0,83 0,23 38,33 0,38
soucet 5,01 594 0,93 134,27 1,34
pramér |0,71571429 | 0,848571 | 0,132857 | 18,56287 | 0,185629
Tabulka ¢.20

Rast tkafiové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 0,1 mg/l a
kinetinu v koncentraci 0,1 mg/l za neustalého osvétleni

0,1mgA 24D + 0,1 mgA K NO
hmotnost '

tislo hmotnost | kalusu | pfinistek | pfiristek |ristovy
bafiky _|inokula[g] |[g] gl [%] faktor
1 043 0,49 0,06 13,95 0,14

2 0,33 0,34 0,01 3,03 0,03

3 0,46 0,52 0,06 13,04 0,13

4 0,67 0,73 0,06 8,95 0,09

5 043 0,89 0,46 106,98 1,07

6 0,29 0,47 0,18 62,07 0,62

7 0,38 0,41 0,03 7,89 0,08
soucet 2,99 3,85 0,86 215,92 2,16
prumér |0,42714286 | 0,55 0,122857 | 28,76254 | 0,287625
Tabulka &.21

Rist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 0,1 mg/l a
kinetinu v koncentraci 1,0 mg/l za neustalého osvétleni

0,1mgl 24D+ 1,0mglKNO

hmotnost
&islo hmotnost | kalusu piirastek | piirlistek | ristovy
bartky inokula fg] |{g] [a] [%] faktor
1 0,39 0,53 0,14 35,80 0,36
2 0,28 0,30 0,02 7,14 0,07
3 0,44 0,55 0,11 25,00 0,25
4 0,39 0,70 0,31 79,49 0,79
5 0,77 0,85 0,08 10,39 0,10
6 0,31 0,34 0,03 9,68 0,097
7 0,23 0,28 0,05 21,74 0,22
soutet 2,81 3,55 .74 189,33 1,89
premér |0,40142857 | 0,507143 | 0,105714 | 26,33452 | 0,263345
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Tabulka &.22
Rist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 1,0 mg/l a
kinetinu v koncentraci 0,1 mg/l za normélniho_svételného reZzimu

1,0 mg 24D + 0,1 Kmg/ NR

hmotnost
&islo hmotnost | kalusu | pfirlistek | pfiriistek | ristovy
baiky __|inokula [g] |[g} g} [%] faktor
1 0,60 0,67 0,07 11,67 0,17
2 0,83 0,85 0,02 2,41 0,02
3 042 0,63 0,21 50,00 0,50
4 0,31 0,47 0,16 51,61 0,52
5 0,29 0,35 0,06 20,69 0,21
6 0,37 0,44 0,07 18,92 0,18
7 0,52 0,61 0,09 17,32 0,17
soudet 3,34 4,02 0,68 172,60 1,72
prumér |0,47714286 | 0,574286 | 0,097143 | 20,35928 | 0,203593

Tabulka ¢.23
Riist tkafiové kultury na MS médiz s obsahem 2,4 D v koncentraci 1,0 mg/l a
kinetinu v koncentraci 1,0 mg/l za normalniho svételného reZimu

1,0mg/ 2,4D + 1K mg/l NR
hmotnost
&islo hmotnost | kalusu | pfiristek | piiristek | nistovy
bariky inokula [g] |[g] l9] [%] faktor
1 0,30 0,36 0,06 20,00 0,20
2 0,24 0,31 0,07 2917 0,29
3 0,30 0,33 0,03 10,00 0,10
4 0,47 0,62 0,15 31,91 0,32
5 0,62 0,74 0,12 19,35 0,19
6 0,55 0,65 0,10 18,18 0,18
7 0,52 0,58 0,06 11,54 0,11
soudet 3,00 3,59 0,59 140,15 11,40
pramér ([0,42857143|0,512857 | 0,084286 | 19,66667 | 0,196667

Tabulka &.24
Rist tkaitové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 1,0 mg/l a
kinetinu v koncentraci 0,1 mg/l za neustalého zatemnéni

1,0 mgh 2,4D + 0,1 mg/l K TMA

bmotnost
dislo hmotnost | kalusu piirQstek | pfirustek | ristovy
bariky inokuta [g] |{g] 9] %] faktor
1 0,49 0,60 0,11 2245 0,22
2 0,41 0,46 0,05 12,19 0,12
3 0,35 0,51 0,16 45,71 0,46
4 0,37 0,456 0,09 24,32 0,24
5 0,46 0,52 0,05 13,04 0.13
6 0,51 0,57 6,06 11,75 0,12
7 0,45 0,54 0,09 20,00 0,20
soudet 3,04 3,66 0,62 149,49 1,49
primér |0,43428571 | 0,522857 | 0,088571 | 20,39474 | 0,203947
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Tabuika &.25
Rust tkafiové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 1,0 mg/l a
kinetinu v koncentraci 1,0 mg/l za neustalého zatemnéni

1,0 mg/l 2,4D + 1,0 mghh K TMA
hmotnost

&islo hmotnost |kalusu |piiristek | pfiristek | rlistovy
baitky ingkula [g] |[g] i[s]] [%] faktor
1 0,46 0,49 0,03 6,52 0,06
2 0,45 0,63 0,17 36,95 0,37
3 0,32 0,48 0,16 50,00 0,50
4 0,50 0,55 0,05 10,00 0,10
5 0,37 0,40 0,03 8,10 0,08
6 0,32 0,40 0,08 25,00 0,25
7 0,43 0,50 0,07 16,28 0,16
soudet 2,86 345 0,59 152,86 1,53
pramér | 0,40857143 | 0,492857 | 0,084286 | 20,62937 | 0,206294
Tabulka &.26

Rist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 1,0 mg/l a
kinetinu v koncentraci 0,1 mg/l za neustalého osvétleni

1,0 mafl 2,4D + 0,1 mgA K NO
hmotnost

tislo hmotnost | kalusu | pfirGstek | piiridstek | ristovy
bartiky inokula [g] |[g] [g] [%] faktor
1 0,29 0,38 0,09 31,030 0,31

2 0,24 0,34 0,10 41,67 0,42

3 0,34 0,44 0,10 29,41 0,29

4 0,42 0,50 0,08 18,05 0,19

5 0,48 0,64 0,16 33,33 0,33

6 0,54 0,72 0,18 33,33 0,33

7 0,39 0,51 0,12 30,77 0,31
soucet 2,70 3,53 0,83 21860 12,18
pramér |0,38571429 | 0,504286 | 0,118571 | 30,74074 | 0,307407
Tabulka .27

Rust tkafiové kultury na MS médiu s obsahem 2,4 D v koncentraci 1,0 mg/l a
kinetinu v koncentraci 1,0 mg/l za neustalého osvétleni

1,0 mg/l 24D+ 1,0mgl! KNO

hmotnost
&islo hmotnost | kalusu | pfirlistek | pfiristek | riistovy
baiiky inokula [g] |[g] [g] [%] faktor
1 0,37 0,51 0,14 37,84 0,38
2 042 0,52 0,10 23,81 0,24
3 0,61 0,83 0,22 36,06 0,36
4 0,68 0,79 0,11 16,18 | 0,16
5 0,72 0,92 0,20 27,78 0,28
6 0,86 3,94 0,08 9,30 0,09
7 0.73 0,81 0,08 10,96 0,11
soudet 4,39 532 0,93 161,93 (1,62
pramér |0,62714286 | 0,751667 | 0,141667 | 0,751667 ; 0,198557
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Tabulka &.28
Riist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem BAP v koncentraci 0,1 mg/l za
normalniho svételného reZimu

0,1 mg/l BAP NR
hmotnost

dislo hmotnost |kalusu | pfirustek | pfiristek |ristovy
bafky inokula [g] |ig] [g] [%] faktor
1 0,72 0,76 0,04 5,55 0,05

2

3 0,17 0,35 0,18 105,88 1,06

4 0,40 0,42 0,02 5,00 0,05

5 0,49 0,53 0,04 8,16 0,08

6 0,38 0,40 0,02 5,26 0,05

7 0,53 0,57 0,04 7,55 0,07
soucet 1,97 2,27 0,30 131,86 1,32
prumér |0,394 0,505 0,111 28,17259 {0,281726
Tabulka ¢.29

Rist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem BAP v koncentraci 1,0 mg/l za
normalniho svételného reZimu

1,0 mgA BAP NR

hmotnost
tislo hmotnost {kalusu | pfinistek | pfirtstek | ristovy
baiiky inokula [g) |[g] lg] {%] faktor
1 0,43 0,47 0,04 9,30 0,09
2 0,42 0,53 0,11 26,19 0,26
3 0,58 0,60 0,02 3,45 0,03
4 0,33 0,43 0,10 30,30 0,30
) 0,28 0,48 0,20 71,43 0,71
6 0,68 0,82 0,14 20,59 0,21
7 0,52 0,56 0,04 7,69 0,08
soudet 3,24 3,89 0,65 168,95 1,69
pramér |0,46285714|0,555714 | 0,092857 | 20,06173 | 0,200617

Tabulka ¢.30
Ruist tkafiové kultury na MS médiu s obsahem BAP v koncentraci 10,0 mg/l za
normainiho svételného rezimu

10,0 mg/l BAP NR

hmotnost
&islo hmotnost |kalusu | pfinistek | pfirtstek | ristovy
bariky inokula [g] {{g] i [%] faktor
1 0,45 0,48 0,03 6,67 0,06
2 0,59 1,52 0,93 157,62 11,58
3 0,50 0,50 0,00 0,00 0,00
4 0,49 0,52 0,03 6,12 0,06
5 0,38 0,42 0,04 10,52 0,10
6 0,44 0,57 0,13 29,54 0,29
7 0,51 0,56 0,05 9,80 0,10
soucet 3,36 4,57 1,21 22029 12,20
prumér |[0,48 0,652857 | 0,472857 | 36,0119 |0,360119
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Tabulka €.31
Rust tkafiové kultury
neustaleho zatemnéni

na MS médiu s obsahem BAP v koncentraci 0,1 mg/l za

0.1 mgl BAP TMA

hmotnost

gislo hmotnost |kalusu | pfirdstek | pfiristek | ristovy
banky inokula [g] |[gl lg] %] faktor

1 0,55 0,63 0,08 14,54 0,14

2 0,36 0,45 0,09 25,00 0,25

3 0,94 1,07 0,13 13,83 0,14

4 0,33 0,39 0,06 18,18 0,18

5 0,68 0,77 0,09 13,23 0,13

6 1,13 1,26 0,13 11,50 0,11

7 0,61 0,69 0,08 13,11 0,13
soucet 4,60 526 0,66 109,41 | 1,09
promér |0,65714286 | 0,751429 | 0,094286 | 14,34783 | 0,143478
Tabulka .32

Rist tkatové kultury
neustalého zatemnéni

na MS médiu s obsahem BAP v koncentraci 1,0 mg/l za

1,0 mg/t BAP TMA
hmotnost
gislo hmotnost |kalusu |pfiristek |pfiristek |ristovy
bariky inokula [g] |[g] {g] [%] faktor
1 0,49 0,61 0,12 24 49 0,24
2 0,70 0,74 0,04 571 0,06
3 0,58 0,62 0,04 6,89 0,07
4 0,75 0,82 0,07 9,33 0,09
5 0,49 0,51 0,02 4,08 0,04
6 0,39 (,42 0,03 7,69 0,07
7 0,51 0,55 0,04 7,84 0,08
soudet 3,91 4,27 0,36 66,05 0,66
prumér |0,55857143 | 0,61 0,051429 | 9,207161 | 0,092072
Tabulka ¢.33
Rist tkafiové kuitury na MS médiu s obsahem BAP v koncentraci 10,0 mg/l za
neustalého zatemnéni
10,0 mgfl BAP TMA
hmotnost
&islo hmotnost {kalusu |pfiristek |piinistek |ristovy
bariky inokula [g] 1] [g] [%] faktor
1 0,44 0,55 0,15 34,09 0,34
2 0,59 0,86 0,27 45,76 0,45
3 0,50 0,64 0,14 28,00 0,28
4 0,55 0,72 0,17 30,91 0,31
5 0,71 0,86 0,15 21,12 0,21
6 0,81 0,87 0,06 7.41 0,07
7 0,63 0,78 0,15 23,81 0,24
soucet 4,23 5,32 1,09 191,10 1,91
pramér |0,60428571 (0,76 0,155714 | 25,76832 | 0,257683
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Tabulka ¢.34

Rist tkafové kultury na MS médiu s obsahem BAP v koncentraci 0,1 mg/l za

neustalého osvétleni

0.1 mg/l BAP NO
hmotnost

tislo hmotnost |kalusu | pfirdstek | pfiristek |ristovy
bariky inokula [g] |[g] [g] [%] faktor

1 0,76 0,86 0,10 13,16 0,13

2 0,51 0,61 0,10 19,61 0,19

3 0,59 0,686 0,07 11,86 0,12

4 0,78 0,85 0,07 8,97 0,09

5 0,51 0,66 0,15 29,41 0,29

8 0,39 0,43 0,04 10,25 0,10

7 0,45 0,53 0,08 17,78 0,18
soudet 3,99 4,60 0,61 111,05 |1,11
pramér ;0,57 0,657143 | 0,087143 | 15,28822 | 0,152882
Tabulka &.35

Rust tkatiové kultury na MS médiu s obsahem BAP v koncentraci 1,0 mg/l za

neustalého osvétleni

1,0 mg/l BAP NO

hmotnost

&islo hmotnost |kalusu | pfiristek | pfirGstek | ristovy
bariky inokula [g] | {g] [a] [%] faktor
1 0,35 0,41 0,06 17,14 017

2 0,62 0,79 0,17 27,42 0,27

3 0,83 1,00 0,17 20,48 0,20

4 1,62 1,75 0,13 8,02 0,08

5 0,87 1,82 0,95 109,19 |1,10

6 1,01 1,06 0,05 4,950 0,05

7 0,72 0,95 0,23 31,94 0,32
soucet 6,02 7,78 1,76 219,16 2,19
primér |0,86 1,111429 | 0,251429 | 31,30845 | 0,313085
Tabulka £.36

Rust tkatiové kultury
neustalého osvétleni

na MS médiu s obsahem BAP v koncentraci 10,0 mg/l za

10,0 mg/l BAP NO

hmotnost
gislo hmotnost | kalusu | pfirlistek | pfirlstek | ristovy
bafiky __|inokulag] |{g] 9] (%] faktor
1 0,79 0,80 0,01 1,260 0,01
2 0,43 0,52 0,09 20930 {021
3 0,69 0,86 0,17 24 64 0,25
4 1,40 1,64 0,24 17,14 0,17
5 0,75 10,90 10,15 1353,33 13,53
6 1,04 1,33 0,29 27,88 0,28
7 0,82 0,93 0,11 13,41 0,13
soucet 5,92 16,98 11,06 145861 | 14,58
primér |0,84571429|2,425714 (1,58 186,8243 | 1,868243
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Produkce genisteinu, genistinu, daidzeinu, formonetinu a biochaninu A
v kalusové kultufe péstované na MS meédiu sobsahem riznych koncentraci
rustovych regulatori a za rozdilného svételného reZimu. Na konci tabulky je pro
srovnéni stanoven obsah jednotlivych latek v intaktni rostfing.

Tabulka ¢.37
GENISTIN DAID GEN FORM BIOA NavéaZka
{%] (%] _ [%] (%] [%] ol

0,1 mg/l a-NAA NR 0 0,01 0,3618
1,0 mg/l a-NAA NR 0 002 lo 0,2539
10,0 mg/l a-NAA NR 0 0 0 0 0,3493
0,1 mg/l a-NAA NO 0 001 {0 0 0 0,2093
1,0 mgA a-NAA NO 0,01 0 0 0 0 0,1811
10,0 mg/l a-NAA NO 0 0,1 0 0 0 0,1634
0.1 mg/l a-NAA TMA 0 001 {0 0 0 0,2254
1,0 mg/l a-NAA TMA 0 0 0 0 0 0,3393
10,0 mg/ a-NAA TMA 0 0 0 0,2278
0,1 mg/t BAP NR 0,05 0,04 1[0 0 0 0,1948
1,0 mg/l BAP NR 0,03 0,02 [0 0 0,2535
10,0 mg/l BAP NR 0,01 0,03 [0 0 0 0,3717
0,1 mg/ BAP NO 0 0,1738
1,0 mgA BAP NO 0 0 0 0,1485
10,0 mg/l BAP NO 0 0 0 0 0,261
0,1 mg/l BAP TMA 0 0 0 0 0 0,2608
1,0 mg/l BAP TMA 0 0,1421
10,0 mg/t BAP TMA 0 0 0 0,2187
0,1 mgfl 2,4D NR 0 0,01 0 0,1958
1,0 mgA 2,4D NR 0 0 0 0 0 0,303
0,1 mgAl 2,4D NO 0 0,02 0 0,1938
1,0 mgA 2,4D NO 0 0 0 0 0,2647
0,1 mgh 2,4D TMA 0 0 0 0 0 0,2208
1,0 mgA 2,4D TMA 0 0 0 0,2107
0,1mgN24D + 0,1 mgA KNR__ [0 0,01 0 0,1728
0,1 mg/l 2,4D + 0,1K mg/l K TMA 0 0 0,1552
0,1 mgN 24D +01KmgANO [0 0,02 0 0,398
0,1mgN24D+1,0mgIKNR {0 0,01 0 0,2432
0,1 mgN2,4D +1,0mgh KTMA 10,01 0 0,2684
0,1mgn24D+1,0mgh KNO |0,02 0,04 |0 0,2761
1,0mgN24D+0,1mgIKNR |0 0 0,1237
1,0mgN 2,4 D+ 0,1mgA KTMA |0 0,01 |0 0 0,1489
1,0mgN24D+0,1mgIKCO |0 0 0 0 0 0,1164
1,0mgN2,4D+1,0mgAKNR |0 0 0,1094
1,0mg 2,4 D+ 1,0mgAKTMA [0 0 0 0,1229
1,0 mg/1 2,4 D + 1,0 mg/ KNO 0,01 0 0,1544
Nat intaktni rostliny [0 0,12 {001 |0 0,02 |0,1388
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Rustova a produkéni charakteristika

Ruistova charakteristika kalusové kultury Genista tinctoria kultivované na MS médiu

s pfidavkem 0,1 mg/l BAP za normalniho osvétleni. Tabulky jsou za sebou fazeny

podle dnd odb&n narostlych kalust.

Tabulka ¢. 38
10. den

hmotnost | hmotnost
tislo inokula |kalusu |pfirdstek | pfirdstek | ristovy
bafiky [a] [9] [9] [%} faktor
1 0,63 0,66 0,03 476 0,05
2 0,56 0,62 0,06 10,71 0,11
3 0,48 0,58 0,10 20,83 0,21
4 0,68 0,70 0,02 2,94 0,03
5 0,61 0,62 0,01 1,64 0,01
6 0,76 0,87 0,11 14,47 0,14
soulet |3,72 4,05 0,33 55,36 0,55
prumér |0,62 0,675 0,055 0,000923 | 0,092273
Tabulka &.39
15.den

hmotnost | hmotnost
Gisto inokula |[kalusu |pfiristek | pfiristek | rlistovy
barky |{g] [a] o] [%] faktor
1 0,99 1,00 0,01 1,01 0,01
2 0,41 0,45 0,04 9,76 0,10
3 0,55 0,57 0,02 3,63 0,03
4 0,6 0,61 0,01 1,67 0,02
5 0,33 0,34 0,01 3,03 0,03
6 1,00 1,04 0,04 4,00 0,04
soudet 3,88 401 0,13 23,10 0,23
pramér |[0,646667 |0,6683330,021667 | 3,849922 | 0,038499
Tabulka €. 40
20.den

hmotnost | hmotnost
cisto inokula |kalusu |piirdstek | piirGstek |ristovy
barky [g] (0] a] [%] faktor
1 0,41 0,48 0,07 17,07 0,17
2 0,53 0,61 0,08 15,09 0,15
3 0,47 0,55 0,08 17,02 0,17
4 0,50 0,60 0,10 20,00 0,20
5 0,72 0,73 0,01 1,39 0,01
6 0,62 0,65 0,03 4,84 0,05
soulet 3,25 3,62 0,37 75,42 0,75
priumér |0,541667 | 0,603333 | 0,061667 | 12,5694 |(0,125694
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Tabulka &. 41

25.den

hmotnost | hmotnost
gislo inokula |kalusu | pfiristek | pfiristek | nistovy
bariky |[g] [al [a] [%] faktor
1 1,04 1,06 0,02 1,92 0,02
2 0,55 0,56 0,01 1,82 0,02
3 0,69 0,70 0,01 1,45 0,01
4 0,61 0,65 0,04 6,56 0,08
5 0,79 0,82 0,03 3,80 0,04
6 0,42 0,49 0,07 16,66 0,16
soutet |4,10 4,28 0,18 32,21 0,32
primér |0,683333|0,7133330,03 5,368674 | 0,053687
Tabulka €. 42
30.den

hmotnost | hmotnost
&islo inokuta |kalusu | pfiristek | piirustek | rdstovy
baiiky [g} [g] igl [%] faktor
1 0,42 0,47 0,05 11,80 0,12
2 0,89 0,92 0,03 3,37 0,03
3 0,70 0,91 021 30,00 0,30
4 0,59 0,81 0,22 37,29 0,37
5 0,94 1,15 0,21 22,34 0,22
6 0,66 0,77 0,11 16,67 0,16
soutet 4,20 5,03 0,83 121,57 [1.21
pramér |0,7 0,8383330,138333 | 20,2618 [0,202618
Tabulka &. 43
35.den

hmotnost | hmotnost
isio inokula |kalusu piiristek | pfiristek | ristovy
bariky [a] (9] [9] [%] faktor
1 0,54 0,64 0,10 18,52 0,18
2 0,78 0,82 0,04 512 0,05
3 0,55 0,62 0,07 12,73 0,13
4 0,90 0,97 0,07 7,78 0,08
5 1,25 1,29 0,04 3,20 0,03
6 0,66 0,7 0,05 7.57 0,07
soutet |4,68 5,05 0,37 54,93 0,55
premér |0,73 0,841667 | 0,061667 | 9,154589 | 0,0915648
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Tabulka ¢. 44

40.den

hmotrost | hmotnost
gislo inokula |kalusu |pfiristek |pfiristek |nistovy
bariky fa] [a] [g] [%] faktor
1 0,41 0,81 0,40 97,56 0,97
2 0,51 0,74 0,23 4510 0,45
3 0,68 0,71 0,03 4,41 0,04
4 0,64 0,86 0,22 34,37 0,34
5 0,21 0,45 0,14 45,16 0,45
6 0,43 0,63 0,20 46,51 0,46
soulet 2,98 4,20 1,22 273,12 (2,73
prumér |0,496667 | 0,70 0,203333 | 45,51978 | 0,455198
Tabulka &. 45
45.den

hmotnost | hmotnost
dislo inokula |kalusu |pfinistek |pfiristek |ristovy
baiiky [g] la] fa] [%] faktor
1 0,96 1,19 0,23 23,96 0,24
2 0,41 0,78 0,35 85,36 0,85
3 0,54 0,56 0,02 3,70 0,04
4 0,55 0,65 0,10 18,18 0,18
5 0,68 0,70 0,02 2,94 0,03
6 0,55 0,60 0,05 9,09 0,09
soudet 3,69 4,45 0,77 143 24 1,43
pramér |0,615 0,74333310,128333 | 23,87363 | 0,238736
Tabulka &. 46
50.den

hmotnost | hmotnost
&islo inokula |kalusu |pfiristek | pfirlstek |ristovy
baiiky la] [al fa] [%]} faktor
1 0,51 0,59 0,08 15,68 0,16
2 0,81 0,88 0,07 8,64 0,09
3 0,53 0,75 0,22 41,51 0,41
4 1,21 1,31 0,10 8,26 0,08
5 0,59 0,61 0,02 3,39 0,03
6 0,44 0,46 0,02 4,54 0,04
soudet 4,09 4,60 0,51 82,04 0,82
promér |0,681667 | 0,766667 | 0,085 13,67291|0,136729
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[ S

Produkce obsahovych latkek v kalusové kultufe v zavislosti na délce kultivace.

Tabulka &.47
GENISTIN|DAID |GEN |FORM |BIOA |navaika
[%]} [%] | [%] (%] [%6] ]
10.den 0,01 0 0 0 0 0,1210
15.den 0,01 ¢ 0 0 0 0,2149
20.den 0 G 0 0 0 0,1729
25.den 0 0 0 0 0 0,1363
30.den 0 ] 0 4] 0 0,2209
35.den a 0 0 0 1] 0,1829
40.den 0 1) 0 0 0 0,1945
45.den 0 0,01 0 0,03 0 0,2948
50.den |0 0 0 0 0 0,2839
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Grafé. 1
Riistova a produkéni kiivka kalusové kultury Genista tinctoria kultivované na MS

médiu s pfidavkem 0,1 mg/l BAP za normalniho denniho osvétleni.

ristova a produkéni kiivka
0,035 0,6
0,03 -
- % +04 &
£ 0,025 | £
3 0,02 703 &
3 0,015 - / £y
g | A 102 3
S 001{ &= 3 RN ®
2 0,005 { X~ >0 S~ X 101
X N X
0 +—& T i e} T i T L 0
10 15 20 25 30 35
€as odbéru (dny)
— - 4—--genistin - --@-- - daidzein —a—formononetin — ¢ — rustow faktor

59



Vliv gsvétleni na rist kultury
Graf &. 2
Riist kalusové kultury Genista tinctoria na MS médiu s piidavkem riznych regulatori

o riznych koncentracich za normélniho svételného rezimu.
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Graf&. 3
Riist kalusové kultury Genista tinctoria na MS médiu s pfidavkem riiznych regulatorii

o riiznych koncentracich za neustalého osvétleni.
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Grafé. 4
Riist kalusové kultury Genista tinctoria na MS médiu s pfidavkem riznych regulatort

o riiznych koncentracich za nepfetrZitého zatemnéni.
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Stanoveni obsahu isoflavonoidii v kalusové kulture Genista tinctoria

K stanoveni obsahu isoflavonoidi daidzeinu, genistinu, genisteinu, formononetinu a
biochaninu A byla zvolena metoda HPLC s DAD s fluorescenénim detektorem,

Obr. &. 1 - Zaznam HPLC analyzy standardii

800
3
730 1 = genistin
2 = daidzein
™ 3 = genistein 5
850 4 = formononetin
§ = biochanin A
800
550
500
450
400

Obr. &. 2 — Zaznam HPLC analyzy kalusové kultury

may

1 = genistin

2 = daidzein

3 = genistein
5= biochanin A
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6. Diskuze

Dilezitym  krokem k odvozeni explantatové kultury svysokou produkei
sekundarmnich metabolitu je zaji$téni optimainich podminek kultivace. Jedna se o
slozeni Zivného média, vliv svételného reZimu a piitomnost ristového regulitoru
v odpovidajici koncentraci, dileZitou roli hraje i velikost explantitu. Nezbytnym
pfedpokladem je také asepticka prace.

V diplomové praci jsem se zabyvala kultivaci kalusové kultury Genista tinctoria
in vitro.

Cilem mé prace bylo zjistit vliv riznych ristovych regulatord v rozdilnych
koncentracich a to: a-NAA, BAP, 2.4 D a 2,4 D s piidavkem kinetinu na rust kultury
a produkci isoflavonoidi v kalusové kultufe Genista tinctoria za niznych svételnych
reZiml (normalni svételny reZim, nepietrZité osvétleni, nepfetrZité zatemnéni).

Do Zzivného média byly piidiny rastové regulatory v téchto koncentracich:
a-NAA 0,1 mg/l, 1,0 mg/l, 10,0 mg/l; BAP 0,1 mg/l, 1,0 mg/l, 10,0 mg/l; 2,4 D
0,1 mg/l, 1,0 mg/l a 2,4 D s pfidavkem K 0,1 mg/l + 0,1 mg/l, 0,1 mg/l +1,0 mg/l,
1,0 mg/l + 0,1 mg/l, 1,0 mg/l + 1,0 mg/l. Po &yfech tydnech byl vyhodnocen rist a
stanoven obsah isoflavonoidd (genistin, genistein, daidzein, formononetin,
biochanin A) metodou HPLC.

Vliv riznych ristovych regulitori na rist kalusové kultury

Pfi hodnoceni riistu kalusové kuitury po piidani ristového regulatoru BAP
v riznych koncentracich k MS médiu a za riznych svételnych reZimi byl nejvEtsi
rast zjistén u koncentrace 10,0 mg/l pfi nepfetrZitém osvétleni (R = 1,868) viz
tab. & 36, graf & 3. Zaroveti byla zji§téna hodnota ristového faktoru kultury nejvy3si
ze viech testovanych regulatort.

Pii hodnoceni riistu kalusové kultury na MS médiu s pfidavkem regulatoru a-
NAA vriznych koncentracich a za riznych svételnych reZimd byl nejvétsi rist
zaznamenan pii koncentraci 1,0 mg/l za normalniho svételného rezimu (R = 1,331)
viz tab. . 2, graf €. 2.

Pii pouZiti ristového regulitoru 2,4 D v riznych koncentracich a za riznych
svételnych reZimi bylo maximalniho ristu dosaZeno pii koncentraci 0,1 mg/l za
normalniho osvétleni (R = 1,564) viz tab. €. 10, graf €. 2.
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Pfi pouZiti kombinace ristovych regulatori 2,4 D s kinetinem byl nejvé&tsi rast
zaznamenan pii koncentracich 0,1 mg/l + 1,0 mg/l za normalniho svételného rezimu
(R=1,356) viztab. ¢. 17, graf €. 2.

Vliv riiznych riistovych regulitori na produkci kalusové kultury

Pii hodnoceni produkce kalusové kultury po pfidani ristového regulatoru BAP
v riznych koncentracich k MS médiu a za riznych svételnych rezimi byla nejvétsi.
produkce daidzeinu zaznamendna pii koncentraci 0,1 mg/l pfi normalnim svételném
rezimu (0,04 %) viz tab. & 37. Vysokd produkce genistinu nastala také pfi
koncentraci 0,1 mg/l za normalniho svételného rezimu (0,05 %) viz tab. & 37.
Ostatni isoflavonoidy byly obsaZeny v itéméf nedetekovatelnych mnoZstvich.
Stanovené mnoZstvi genistinu a daidzeinu v kultufe péstované na MS médin
s pfidavkem BAP o koncentraci 0,1 mg/l pfi normalnim svételném reZimu bylo
nejvyssi ze viech testovanych regulatorti.

Produkce genistinu a daidzeninu byla dokonce vy3$8i neZ v intaktni rostling viz
tab. & 37. Zde se potvrdilo piedchozi zjisténi Luczkiewicze, ktery také uvadi
zvy$enou produkeci isoflavonoidd v kalusu v porovnani s intaktni rostlinou. (21)

Ostatni sledované isoflavonoidy (formononetin, biochanin A a genistein) byly pii
kultivaci kultury na MS médiu zaznamenany jen v nepatrnych mnoZstvich. Pfi
pfidani ostatnich ristovych regulatori k MS médiu byla produkce isoflavonoidi
témé&f nulova s vyjimkou média s pfidavkem: 1,0 mg/l BAP a 10,0 mg/l BAP za
normalniho svételného reZimu a 0,1 mg/l 2,4-D + 1,0 mg/l kinetinu za neustalého
osvétleni, kdy byla zji§téna nepatrna produkce genistinu a daidzeinu viz tab. €. 37.

Pii hodnoceni produkce kalusové kultury na MS médiu s ptidavkem regulatoru
a-NAA v riznych koncentracich a riznych svételnych reZiml vysokou produkci
daidzeinu vykazovala kultura péstovana za piidani a-NAA o koncentraci 1,0 mg/l za
normalniho svételného reZzimu (0,02 %) viz tab. & 37. Vysoka produkce genistinu
byla zaznamenana pii koncentraci a-NAA 1,0 mg/l pfi nepfetrzitém osvétleni
(0,01 %) viz tab. & 37. Ostatni isoflavonoidy byly pfi pfidani tohoto ristového
regulatoru na hranici detekovatelnosti.

Pii pouZiti nistového regulatoru 2,4 D v riznych koncentracich a za riznych
svételnych reZimid byla pozorovdna vysokd produkce daidzeinu pii koncentraci
0,1 mg/l za nepfetrzitého osvétleni (0,02%) viz tab. & 37. Ostatni isoflavonoidy se

nepodatilo stanovit.
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PH pouziti kombinace ristovych regulatord a to 2,4 D s kinetinem byla nejvétsi
produkce daidzeinu zaznamenana pii koncentraci 0,1 mg/l + 1,0 mg/l za
nepretrzitého osvétleni (0,04 %) viz tab. €. 37. Vysoka produkce genistinu pfi
0,1 mg/t + 1,0 mg/l za nepietrZitého osvétleni (0,02 %) viz tab. & 37 a vysoka
i produkce genisteinu pfi 1,0 mg/l + 0,1 mg/l za nepfetrZitého zatemnéni (0,01 %)
viz tab. &. 37.

Stanoveni riistové a produkéni charakteristiky

Na zakladé vysledkii dosaZenych pii kultivaci kalusové kultury Genista tinctoria
porovnanim ristu a produkce kultury na MS médiu s obsahem rliznych rlistovych
regulatord bylo zvoleno pro stanoveni ristové a produkéni charakteristiky MS
médium s piidavkem 0,1 mg/l BAP za normaliniho svételného reZimu.

Z ristové a produkéni charakteristiky vyplyva, Ze produkce isoflavonoidli v
kultufe péstované na médiu s piidavkem 0,1 mg/l BAP za normalniho své&telného
reZimu byla niz8i neZz se ofekavalo a za zminku stoji snad nepatrné mnoZstvi
formononetinu v kalusu odebraném ve 45. dni rlistu.

Celkova produkee isoflavonoidi kalusovou kulturou se pohybovala ve stopovych

mnozstvich.

Vliv svételného rezimu na rist a produkci kalusové kultury

Vedle ristovych regulitord patii svétlo k dilezitym faktorim ovliviiujicim
intenzitu biosyntézy a akumulace sekundarnich metabolitii v tkafiové kultufe. (3)

Pokus potvrdil vyznamny vliv svételného reZimu na rist a produkci kalusové
kultury. Riist kultury za nepfetrZitého zatemnéni byl vyrazn€ mensSi neZ za
normalniho svételného rezimu nebo za nepietrZitého osvétleni viz grafy €. 2, 3, 4.
Produkce kultury byla vy38i pfi nepfetrZitém osvétleni za pouZiti té€chto riistovych
regulator: 2,4 D a 2,4 D s pfidavkem kinetinu, za normélniho svételného reZimu pfi
pouZiti regulatorti: o-NAA a BAP. Za nepfetrzitého zatemnéni byla produkce
isoflavonoidii v kalusové kultuie minimalni viz tab. &. 37. Zde se potvrdilo pfedchozi
zjisténi Luczkiewicze, ktery dosahl nejlepS§iho ristu a nejvySSi produkce

isoflavonoidt v kalusové kultufe pod nepretrZitym osvétlenim. (21)

Z péti stanovovanych isoflavonoidii byly v kalusové kultuie prokdzany {tyfi a to:

genistin, genistein, daidzein a formononetin. Dostupna literatura se o pfipadném
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vyskytu formononetinu v in vitro kultufe ani v intaktni rostliné nezmifiuje. V intaktni
rostliné se podafilo stanovit daidzein, genistein a biochanin A,

Luczkiewicz porovnaval ve své studii také jiné flavonoidy obsaZené v rostliné a
kalusové kultufe neZ jiZ dfive zminénych 14 slou€enin a to: apigenin-7-O-diglykosid,
luteolin-7-O-glykosid, luteolin, coumestrol, isoliquiritigenin.  Zjistil, Ze
apigenin-7-O-diglykosid, luteolin-7-O-giykosid a luteolin jsou obsaZzeny pouze
v intaktni rostliné Genista tinctoria. Naopak liquiritgenin je obsaZen pouze
v kalusové kultufe a coumestrol, isoliquiritigenin se ani v rostliné ani v kalusové
kultufe nevyskytuji. (21) Formononetin neprokdzal ani v kalusové kultufe ani

v intaktni rostling.

Divodi pomalého ristu a nizké produkce mohlo byt nékolik.

Jednim z nich mohlo byt nevhodné zvolené médium, na kterém kultura o¢ividné
odumira. Nékteré kalusy byly po &tyftydenni kultivaci tmavé hnédé a tvrdé na rozdil
od ostatnich svétle béZovych a mékkych kalusi. Zde se potvrdilo predchozi zjisténi
Luczkiewicze, Ze rod Genista se jen obtizné kultivuje in vitro. Zjistil, Ze na MS
médiu 45 % explantatd vytvofilo krémovy az hnédy kalus somezenou
Zivotaschopnosti, naopak vybornych vysledd dosahl pfi pouziti SH média. (21)
Doporugila bych proto vyzkouset kultivaci kalusové kultury pravé na SH médiu.

Daldim problémem bylo stanovovani pouze hlavnich isoflavonoidd,
s opomenutim jejich derivatd ve formé monoglykosidi, diglykosidi, esterd kyseliny
malonové a octové. Jak uZ bylo zminéno dfive, Luczkiewicz stanovil v kalusové

kultufe 14 isoflavonoidi véetné jejich glykosidi, malonati a acetati. (21)

Uréitou roli mohla sehrat i hmotnost naockovaného inokula.

Jednim ze zplsobl jak by se mohla zvySit produkce isoflavonoidi je pouZiti
suspenzni kultury nebo péstovani kultury v bioreaktoru.

Luczkiewicz ve své praci zaméfené na vyhonkové kultury a kuitury z odvozené
z kofenového vlaseni Genista tinctoria pouZiva specialné upraveny bublinovy
bioreaktor. Kultury produkovaly aZ 38x vic daidzinu neZ intaktni rostlina. (44)

Kultury odvozené z kofenového vlaseni Genista tinctoria kultivované v bioreaktoru
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s bublinovym vzdusnénim produkovaly také vyznamné mnoZstvi isoliquiritigeninu.
(45)
Dal3im zplsobem zvySeni ristu a produkce by mohla byt elicitace. Pisobeni

stresu na tkafiovou kulturu mazZe vyrazné ovlivnit jeji nist i produkei.

Kalusové kultury odvozené z rostliny Genista tinctoria v Luczkiewiczovych
experimentech ukazaly, Ze produkuji velké mnoZstvi isoflavonoidii za optimalnich
podminek. A tudiz je Genista tinctoria vhodnym druhem pro daldi zkoumani a
kultivaci. (21)
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7. Zavér

Vysledky prace lze shrnout nasledovné:

Byla zpracovana metodika - odvozeni kultury Genista tinctoria, pasazovani a
kultivace kalusové kultury Genista tinctoria, byl vyhodnocen jeji rist a
produkce v zavislosti na podminkach kultivace.

Bylo zjisténo, Ze maximalniho ristu (R = 1,868) dosahla kalusova kultura pfi
kultivaci za nepfetrzitého osvétleni pfi pouZiti ristového regulatoru BAP o
koncentraci 10,0 mg/l.

Byly detekovany tyto isoflavonoidy daidzein, genistin a genistein.
Formononetin a biochanin A byly obsaZeny v mnoZstvich na hranici
detekovatelnosti.

Maximdilni produkce isoflavonoidu daidzeinu kalusovou kulturou bylo
dosaZeno pfi kultivaci za normalniho svételného reZimu pii pouZiti ristového
regulatoru BAP o koncentraci 0,1 mg/l (0,04%). Maximalni produkce
isoflavonoidu genistinu kalusovou kulturou bylo opét dosaZeno pfi kuitivaci
za normalniho svételného reZimu pii pouZiti ristového regulatoru BAP o
koncentraci 0,1 mg/l (0,05%). Maximalni produkce isoflavonoidu genisteinu
kalusovou kulturou bylo dosaZeno pfi kuitivaci za nepfetrZitého zatemnéni pfi
pouZiti ristovych regulatort 2,4 D o koncentraci 0,1 mg/l a K o koncentraci
1,0 mg/1 (0,01%).

Na zékladé vysledkli dosaZenych pifi kultivaci kalusové kultury Genista
tinctoria porovnanim ristu a produkce kultury na jednotlivych médiich, bylo
zvoleno médium pro stanoveni ristové a produkéni charakteristiky a to MS
médium s pfidavkem 0,1mg/l BAP za normalniho svételného reZimu.

Z ristové a produkéni charakteristiky kalusové kultury Genista tinctoria
kultivované na MS médiu s pfidavkem 0,1 mg/l BAP za normalniho osvétleni
vyplyva, Zze maximalniho riistu bylo dosaZeno 40. dne kultivace (R = 0,455).
Maximalni produkce 45. dne (daidzein 0,01%; formononetin 0,03%).

K zvySeni vytéZnosti doporuduji dal§i vyzkum v této oblasti, ktery miiZe
zahrnovat zménu kultivacniho média, rozSifeni spektra analyzovanych

isoflavonoidi, praci v bioreaktoru &i elicitaci.

69



8. Literatura

1.

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

Sikyta B., Dusek J.: Biotechnologie pro farmaceuty. Karolinum Praha, 2001,
75-83

Vodrazka Z.: Biotechnologie. Academia Praha, 1992,64-74

Sikyta B., Dusek J.: Biotechnologie pro farmaceuty. Karolinum Praha, 1992,
84-94

Kovad J.: Explantatové kultury rostlin. Vydavatelstvi Univerzity Palackého
v Olomouci, 1995, 1-18, 79-82 .

Kamenickda A., Rypak M.: Explantity vrozmnoZovani drevin. VEDA,
Slovenska akademie véd, Bratislava 1989, 38,44,72-79

BlaZek J.: Nezbytné predpoklady pro praci s tkafiovymi kulturami; Macek T.:
Produkce sekundarnich metabolitd kulturami rostlinnych bun&k in vifro,
Biotechnologické vyuZiti tkasiovych a bun&&nych kultur vyssich rostlin, Praha
1985, 63-67, 38-43

Prochazka S., Machatkova I, Krekule J. et al.: Fyziologie rostlin. Academia
Praha, 1998, 226, 240-284, 412-430

Kutina J.: Regulatory ristu a jejich vyuZiti zemé&délstvi a v zahradnictvi, SZN
Praha, 1988, 9-144

Jahodaf L.: Vybrané kapitoly z fyziologie rostlin pro farmaceuty, Karolinum
Praha, 1995, 35-43

Aaron M. Rashotte, Hyun Sook Chae, Bridey B. Maxwell, Joseph J. Kieber:
The interaction of cytokinin with other signals. Physiologia Plantarum 123
(2) 2005, 184

Baloun J., Jahodar L., Seifertova L., Stipek S.: Rostliny zpisobujici otravy a
alergie, Avicenum Praha, 1989, 112

http://faf vfu.cz/html/index.2htmi

Dostél J.: Nova kvétena CSSR. 1. dil. Praha: Academia Praha 1989, 516
Janta J., Zentrich J.A.: Herbar 1é&ivych rostlin 2.dil, Eminent Praha, 1995,
264-267

Sovova M.: Vybrané kapitoly z produkce 1é&ivych rostlin, SPN Praha, 1990,
9-10

Hubik J., Dusek J., Spilkova J.: Obecna farmakognozie II, SPN Praha 1989,
31-41, 174-176

70



17. Luczkiewicz M., Migas P., Kokotkiewicz A., Walijewska M. et al: Two-
Dimensional TLC with Adsorbent Gradient for Separation of Quinolizidine
Alkaloids in the Herb and in-vitro Cultures of Several Genista Species,
Journal of Plant Chromatography 17 (3-4) 2004, 89-94

18. Kniéfel D., Schitte RH.: Chinolizidinalkaloide: Konstitution und
Konfiguration von Tinctorin aus Genista tinctoria, Joural fur Praktische
Chemie 312 (5), 2004, 887-895

19. Resen I, Veit M.: Simultaneous Determination of Phenolics and Alkaloids
Using Ion Exchange Chromatography for Sample  Preparation,
Phytochelmical Analysis, 6, 1995, 121-124

20. Spilkova J.: Flavonoidy a jejich uplatnéni v terapii, Casopis &eskych
l1ékarniku 8, 2001, 18-20

21. Luczkiewicz M., Gtéd D.: Callus cultures of Genista plants — in vifro material
producing high amounts of isoflavones of phytoestrogenic activity, Plant
Science 165, 2003, 1101-1108

22 Mikelova R, Klejdus B., Zehnélek J., Vacek J. et al: Chromatografické
stanoveni isoflavonii ve vegetativnich a generativnich &astech rostlin séje
(Glycine max), CHEMagazin 14 (1), 2004, 13-15

23.Bello R., Barrachina M. D., Martinez-Cuesta M.A., Esplugues .
Pharmacological Screening of the Methanol and Dichlormethanol Extracts of
Genista patens, Phytotherapy research, (9), 1995, 495-499

24. Ososki L. A., Kennelly E. I.: Phytoestrogens: a Review of the Present State
of Research, Phytotherapy research 17, 2003, 845-869

25. Jedinak A., Farago J., Psenakova I., Maliar T.: Approaches to flavonoid
production in plant tissue cultures, Biologia 59 (6), 2004, 697-710

26. Spilkova J.: Dieteticky vyznam flavonoidd, Casopis &eskych 1ékamikd (9),
2001, 12-14

27.Borges C., Martinho P., Martins A, Rauter AP. et al: Structural
characterisation of flavonoids and flavonoid-O-glycosides extracted from
Genista tenera by fast-atom bombardment tandem mass spectrometry, Rapid
communications in mass spectrometry, 15, 2001, 1760-1767

28. Luczkiewicz M., Giéd D., Baczek T., Bucinski A.: LC-DAD UV and LC-MS
for the Analysis of Isoflavones and Flavones from In Vitro and In Vivo
Biomass of Genista tinctoria L., Chromatographia 60 (3-4), 2004, 179-185

71



29.
30.

31

32

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

www.faf cuni.cz/daidalea/docs/Compond/2-3-2_Isoflavonoidy.pdf

Wu Q., Wang M, Simon J. E.. Analytical methods to determine
phytoestrogenic compounds, Journal of Chromatography B, (812) 2004, 325-
355

Luczkiewicz M., Giéd D.. Morphogenesis-dependent accumulation of

phytoestrogenes in Genista tinctoria in vitro cultures, Plant Science (168),
2005, 967-979

Murashige T., Skoog F.: A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures, Physiol. Plants 15, 1962, 473 .

Bla¥ek J.. Nezbytné piedpoklady pro praci stkatiovymi kulturami,
Biotechnologické vyuziti tkafiovych kultur a bunéénych kultur vySsich
rostlin, Praha, CSVTS, 1985, 63-67

Dugek J.: Studium pesticidd jako exogennich faktorG ovliviiujicich jakost
drog (kandidatski disertatni price), Univerzita Karlova, fakulta
farmaceuticka, Hradec Kralové, 1993

Kolektiv autori: Cesky lékopis 2002, Grada Publishing Praha, 2002

Eva de Rijke, Hem C. Joski, R. Anderson, Freek Areese et al: Analytica
chimica acta, 468 (1), 2002, 3 - 11

Korbelaf J., Endris Z.: Nage rostliny v lékafstvi, Avicenum Praha, 1985, 216-
217

http://rostlinv.prirodou.cz/index. php?clanek=52 & tridit=2& scan0=rostlina28s

canl=1&scan2=1

http://rostlinv.prirodou.cz/index php?clanek=52&tridit=2& scan0=kvetenstvi |

&scanl=3&scan?=0

Rainova L., Nakov N., Bogdanova S., Minkov E. et al: Ulceroprotective
activity of the flavonoids of Genista rumelica Vel, Phytotherapy Research 2
(3), 1988, 137-139

Federici E., Touché A., Choquart S., Avanti O. et al: High isoflavone content
and estrogenic activity of 25 year-old Glhyrcine max tissue cuitures,
Phytochemistry 64, 2003, 717-724

Garritano S., Pinto B., Giachi I, Posekli L. et al: Assessment of estrogenic
activity of flavonoids from Mediterranean plants using an in vifro short-term
test, Phytomedicine, 12 (1-2), 2005, 143-145

72



43. Radzikowski C., Wietrzyk J., Grynkiewicz G., Opolski A.: Genistein: a soy
isoflavone revealing a pleiotropic mechanism of action — clinical implications
in the treatment and prevention of cancer, Prostepy Hig Med Dosw (Online),
58 (27), 2004, 128-139

44 Luczkiewicz M., Kokotkiewicz A.: Co-cultures, of shoot and hairy roots of
Genista tinctoria L. for synthesis and biotransformation of large amounts of
phytoestrogens, Plant Science, 169 (5), 2005, 862-871

45. Luczkiewicz M., Kokotkiewicz A.: Genista tinctoria hairy root cultures for
selective production of isoliquiritigenin, Zeitschrift fir Naturforchung C-A
Journal of Biosciences, 60 (11-12), 2005, 867-875

73



Obr &. 4: detail kv&tenstvi Genista tinctoria (39)
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9. Piiloha

Obr.&. 3: Nat Genista tinctoria (38)
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