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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta vHradci Kralové

Katedra farmakognosie

Kandidat: Hana Novotna
Skolitel: PharmDr. Marie Ka3parova, Ph.D.
Nazev diplomové prace Sekundarni metabolity explantatové kultumiyrifolium

pratensel.

Perspektivnim zdrojem sekundarnich metabofjgou explantatové kultury.
Produkce flavonoitl a isoflavonoid suspenzni kulturodrifolium pratenselL. vSak
nebyva vysoka. Jednou z metod podporujicich biégynsekundarnich metabélife
elicitace. Elicitaci dochazi k indukci fyziologiokly zmeén, stimulaci obrannyclti
stresem vyvolanych reakci v rostlinach a naslekim spustni syntézy sekundarnich
metabolifi.

Cilem této prace bylo sledovat vliv dvou elicitor kyseliny abscisové a
kyseliny askorbové — na produkci flavonbidh isoflavonoid suspenzni kulturou
Trifolium pratensd.. (varieta Sprint).

Kultura byla kultivovana na médiu podle Gamborgaidavkem 2 mgit 2,4-
dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2 mg.l6-benzylaminopurinu, ip teplo 25 °C a
swtelné period 16 hodin s¥tlo / 8 hodin tma.

Nejlepsi eliciténi &inek kyseliny abscisové na produkci flavonoid
isoflavonoidi byl po 6 hodinové aplikaci nejvy3si koncentraced §0nol.I*. Jeji
pozitivni vliv se vSak s délkou elicitace sniZzoval.

Kyselina askorbova jako antioxitia latka projevila nejlepsi stimwai efekt po
168 hodinové elicitaci nejnizsi koncentraciufol.I*. Ke zvySeni obsahu doslo jak
v pripact flavonoidi, tak isoflavonoid. Prosgsny efekt se naopak s délkou aplikace

zvysoval.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacyn Hradec Kralové

Department of Pharmacognosy

Candidate: Hana Novotna

Supervisor. PharmDr. Marie KaSparova, Ph.D.

Title of diploma thesis Secondary metabolites of plant tissue culturelofolium
pratensel.

Explant cultures are perspective sources of secgndatabolites. Nevertheless
production of flavonoids and isoflavonoids by theésgension culture ofrifolium
pratensel. is not high. Elicitation is one of the methodsed to enhance the
biosynthesis of secondary metabolites. Elicitatiomluces physiological changes,
stimulates defensive or stress-induced reactiongants and subsequently triggers the
synthesis of secondary metabolites.

The objective of this study was to observe theugtice of two elicitors —
abscisic acid and ascorbic acid — on the produdafdilevonoids and isoflavonoids by
the Trifolium pratensd.. suspension culture (Sprint variety).

The culture was cultivated in Gamborg medium to oithR mgt of 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid and 2 mgdf 6-benzylaminopurine were added, at the
temperature of 25 °C and 16 hours light / 8 hoark gheriod.

The best elicitation effect of abscisic acid on gheduction of flavonoids and
isoflavonoids was observed after a 6-hour appbeatf the highest 50@mol.I*
concentration. However its positive influence dasesl with the duration of elicitation.

Ascorbic acid as an antioxidant showed the bestutdtive effect after a 168-
hour application of the lowestiBnol.I* concentration. Both flavonoid and isoflavonoid
increase was observed. In comparison with absasd; its beneficial effect increased

with the duration of elicitation.
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1 UvOoD

Potencial rostlinnych metabalitlécit lidské choroby je historicky znamou a
potvrzenou skutmosti. | dnes, v postgenomové dpbv dok® proteomiky a
kombinatorni chemie, se ra@ta zajem o tento zdroj novych biologicky aktivnich
»-malych” molekul. Uvadi se, Ze za poslednich 208&t% novych chemickych entit
pochazi z Hrodnich produkt, nebo jejich piprava byla prodnimi produkty

inspirovana.

Rostliny jsou schopné diky stavisvych bugk i téla (souboru vakuol, bwiné
sténé, plastidim, plazmodermam, idioblasgh, mlé&nicim, intercelularam a Zlaznatym
trichomim) hromadit v sob metabolity specializovaného (sekundarniho) metsimoi.
[1] Mnoho z&chto latek ma vyznam ve farmacii, potravustai, kosmetickém
pramyslu atd. Doposud byly ziskavany z intaktnich lnespop:. chemickou syntézou.
Nyni se do pofedi dostdva novy #igob produkce rostlinnych metabaélit pomoci
explantatovych kultyrktery ma oproti tradnim metodantadu vyhod.

Jednim z cil vyzkumu je zvySeni produkce pozadovanych latelultukach in
vitro. Bylo zjiS&€no, Ze stimuléné na syntézu iiive pisobit ukity stres — nap snizeni
koncentrace zivin v Zzivném roztoku, vynechafstového regulatoru, nebo aplikace

prekursoti ¢i tzv. elicitoriz do média. [2]

Isoflavonoidy a flavonoidy jsou, vzhledem k jejisllokému spektru dinkd, Uzce
studovanymi sekundarnimi metabolity. Jmenované ¢slony @izniveé ovliviuji
nekteré projevy menopauzy @gobi jako silné antioxidanty a zh&8evolnych radikal.
Mezi hlavni producenty p#trostliny zceledi bobovitych Fabaceag Vyuzitelnym
zastupcem je jetel &mi (Trifolium pratensel.). Vynosnost jeho suspenzni kultury neni

velka, proto je snaha podiitotvorbu grirodnich latek progednictvim procesu elicitace.

[3][4]

V této diplomové praci je zkouman vliv kyseliny agiové a kyseliny abscisové na

produkci sekundarnich metabéliéxplantatovou kulturotirifolium pratense..



2 CILPRACE

1. Sezndmeni se s metodikou kultivace a elicitasdimnych explantatovych kultur.
2. Sledovani vlivu elicitace kyselinou askorbovokyaelinou abscisovou na produkci

flavonoidi a isoflavonoid explantatovou kulturotirifolium pratense L.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Jetel luéni (Trifolium pratensel., Fabaceag

3.1.1 Vyskyt a botanicky popis rostliny

Rod Trifolium zahrnuje asi 250-300 drhkteré rostou fevazrie v mirném pasu
severni polokoule, vzaén v zapadnicasti Jizni Ameriky a v jizni a vychodni Africe.
V Ceské republice p#tnekteré druhy mezi hofhrozdtené rostliny. [5]

Jetel luéni (obecr jetel ¢erveny),der Rotklee (ném.), Red Clover (angl.) je
bylina rostouci na bohatych, suchych az #iinkych pidach, pedevSim na loukach,
stranich, v fikopech nebo okrajich cest. Je takétpvan na polich jako hospddika
plodina v fiznych vySlechinych odidach. Pai mezi vyznamné medonosné rostliny a
poskytuje pici bohatou na bilkoviny a mineraly.

Trifolium pratensd.. (Fabaceae)e vytrvala (u gkterych kulturnich forem jen 2
az 3letd) rostlina s dlouhymilovym rozwtvenym kdenem. Lodyhy majici 3-Blanki
jsou @gimé, vystoupavé az poléhavé, jednoduché neboéctktgené, 20 az 100 cm
vysoké. Jsou davé chlupaté nebo téeh lysé, casto naervenalé. Listy jsou trégtné
sttidavé, spodni dlouzéapikaté, progedni a horni gapiky kratSimi az ipsedlé,

s palisty. Listky jsou podlouhle kopinaté, t&melokrajné, obvéjté az Siroce okrouhlé.
Obvykle jsou na lici lysé¢asto s picnou pilmésicitou bélavou nebocervenohgdou
skvrnou. Na lodyze byvaji 1-3 hlavkovita denstvi, ktera jsou kulata nebo &i&,
polozakryta velikymi palisty podpnych listi. Hlavky se skladaji z drobnych 13 az 20
mm dlouhych, ¢ervenych, karminav riazovych nebo vzaen bilych kwtua.
Oboupohlavné kity jsou prisedlé, bez listal)y sloZzené z desetizilného kalichu a
zespodu srostlé motylovité koruny. Plodem je nepykavegity, tence blanity,
jednosemenny lusk otevirajici s&keém. Semena jsou nesoémme srdcovita, hladka,
leskla, zplodtla, Zluta az piskavhnéda. [6][7]



Trifolium pratense L.

Obr. 1 Jetel I&ni [8]



3.1.2 Droga

Jetel Ikni kvete od k¥tna dotijna. Jako droga se pouZivaji nerozpadlé hlavky —
Trifolii pratensis flos (neni uvedena v lékopise). Sbiraji se wgihu kwtu. Mérg
hodnotnou je odkvétajici droga, néddavky @i susSeni hidnou a rozpadaji se. Kty
susime rychle v tenkych vrstvach. Dopare se je na jeden den vystavitirpému
slunci a naslednje dosusit na stinném a vzdusném miBti suSeni urdlym teplem by
teplota nemdla presahnout 35 °C. Paimseschnuti se udava asi 6:1. Kvalitni droga si
zachovava fwodni barvu, fipadré nepatrg ztmavne, nesmi byt ale rezava. Hlavni
podminkou je, aby hlavkyastaly vcelku a nebyly uvritsuché. Bhem skladovani je

potteba drogu chranitipd s¥tlem a vihkem, rychle podléha zkaze. [6][9]

3.1.3 Obsahove latky a vyuziti rostliny

V jeteli luénim byla identifikovdna Sirok& paleta obsahovycheka Mezi
nejhojreji zastoupené pétisoflavonoidy. Jsou zdefipomny hlavie étyti isoflavony —
biochanin A (4"-methoxyderivat genisteinu)formononetin (4" -methoxyderivat
daidzeinu), genistein  (4°,5,7-trihydroxyisoflavon) a daidzein 4°,7-
dihydroxyisoflavon). DalSimi metabolity jsou flawaidy, tisloviny, saponiny,
organickeé kyseliny (salicylovatdvelova, kumarova, hroznova aj.), antokyany, silice
salicylaty, aminokyseliny sipvahou argininu,izné sacharidy, vitaminy (vitamin A, C,
B-komplex), vapnik, hi@&ik, Zelezo. V klécich byly nalezeny kumarinové derivaty
kumestany, fedevSim kumestrol.

HO\///\/OH HO __~ -
a8 g8
S
OH OH © K) o

Genistein Biochanin A
HO. s 0 HO - O_
O [ ]\ o4 0 \Q\/L o~ CH,
Daidzein Formononetin

Obr. 2 Vyznamné isoflavony jetele ¢niho [6]



Vzhledem k obsahu rozhych latek méa jetel kni Siroké uplaténi. Kromg
fytoestrogennichdinki pisobi i jako adstringens, dezinficiens, expektorahlédovém
|écitelstvi se droga vyuziva ze¥k dezinfekci hnisavych ran a ekzémwi pii zargtech
dutiny Ustni, vniiné ve forme nalevu (2¢ajové Iztky drogy na Salek vody)ipléché
infekci gastrointestinalniho traktu. [6][9][10]

Diky pritomnosti isoflavonoitl a jejich strukturalni podobnosti se (7
estradiolem je jetel tni pouzivan f terapii rekterych menopauzalnich symptonpri
piredmenstruénich obtizich, jako je bolest prsouj penigni hyperplazii prostaty, ale i
pii osteoporoze, vysoké hladicholesterolu nebo diabetu mellitu. Daléza pozitivré
pusobit u pacierit s tumory, jejichZdst zavisi na fitomnosti 1B-estradiolu nebo u lidi

s karcinomem prostaty. U jetelechiho byl zaznamenan i tyrosinkinasovy inkiii
acinek. [6][11]



3.2 Flavonoidy

3.2.1 Charakteristika a chemicka struktura

Flavonoidni latky jsou pftnou skupinou iirodnich polyfenal obsahujicich
v molekule dva benzenové kruhy (kruh A a C) spojefighlikovym fetzcem.
MnoZzstvi vSech flavonoidse dnes odhaduje na 5 000 a stale semwych rostlinnych
zdrojich nachazeji nové sleeniny. Lokalizace v rostlinach se odvozuje od fejic
hydrofilné-lipofilni povahy. Hydrofilni (hydroxylované) glylsady ¢i aglykony byvaji
rozpuséné v burcné §awe vakuol, naopak methoxylované a malo hydroxylované
flavonoidy jsou lipofilni a I1ze je nalézt v silidimebo kutikule list. [12][13][14]

U vétSiny flavonoidi je G; fetézec sodasti heterocyklického kruhu odvozeného
od H-pyranu (kruh C). Flavonoidy jsou tedy odvozeny lydlikaté slodgeniny H-
chromenu, substituovaného v poloze C2 fenylovowisiau, ktery se nazyva flavan.
Jedna se o uspidani G-Cs3-Cs. Sloweniny tohoto typu seiasto nazyvaji 1,3-
diarylpropanoidy. Bzr¢ byvaji vSechny it kruhy substituovany hydroxyskupinami
nebo methoxyskupinami a jednotlivé derivaty se [iuze stupgm substituce a
oxidace. Vyskytuji se jako volné latky neh&asgji jako glykosidy, acylované
glykosidy, ale také jako polymery. Cukernym substitem byva glukosa, rhamnosa,
galaktosa nebo arabinosa. [12][15]

Podle stup#é oxidace G fetzce a jeho substituce se rozeznavaji nasledujici

zakladni struktury flavonoid

= katechiny (flavan-3-oly)

» |eukoanthokyanidiny (flavan-3,4-dioly)
= flavanony

= flavanonoly

= flavony

= flavonoly (dihydroflavony)

= anthokyanidiny

Zakladni strukturagthto flavonoidi je znadzortina naObr. 3. V fadcich zleva

doprava roste oxidai stup@& slowenin a sotasré intenzita jejich barvy. Slaieniny



uvedené ve sloupich pod sebou maji stejny #tup@dace. Anthokyanidiny obsahuji

systém konjugovanych dvojnych vazeb.

C 94
OH OH OH
OH (0]

katechiny Ieukoamhokyanidiny flavanonoly flavonoly
flavanony flavony

anthokyanidiny

Obr. 3 Obecna struktura hlavnich flavonoidnich latek [12]

V nékolika pripadech existuje Ses&enny heterocyklicky kruh B v isomerni
otewené forng, nebo je nahrazergflennym heterocyklickym kruhem. Ze struktérn

piibuznych slotenin se dale rozeznavaji:

= chalkony adihydrochalkony

= aurony

Obr. 4 Struktura chalkoi, dihydrochalkofi a aurof [12]

Mén¢ beézné slodeniny s kruhem B spojenym s pyranovym kruhem C lezm
C3 (odvozené od isoflavonu) se nazywsgiflavonoidy. Pokud je toto spojeni v poloze

C4, nazyvaji seijslusné sloteniny odvozené od neoflavameoflavonoidy.



Obr. 5 Struktura flavan [16], isoflavanu [17] a neoflavanu [18]

VSechny barevné flavonoidy séivke ctlily podle své barvy na dvskupiny. Na
cervené az modranthokyany a Zlutéanthoxanthiny. Chalkony a aurony spavodns

nazyvalyanthochlory. [12]

3.2.2 Biosyntéza

Biosyntéza flavonoid probiha pomoci multienzymového kplexu, znamého
jako  flavonoidni metabolon, vol&d spojeného cytoplazmatickou stranc
endoplazmatického retiki, ale i dalSimi organelami jako jsowakuoly, platidy ci
jadro. Nekteré ztéchto enzyni paki do rodiny cytochrom-P450 a maji schopnost
piimo vazat na membran

Biogeneticky vznikaji  chalkonu, piimého produktu biosyntézy dwv
rozdilnych slozek. Jedmoslozkou, biogenetickym prelsorem, je fenylpropanov
kyselina (sk#icova, kumarova, kavova nebo jiné- a trinydroxyskdicove kyseliny)
pochazejici ze Kimatové drahy. Na tento prekior (pt. 4-kumaryl-CoA ) se vazifi
molekuly malonyl-CoA. Enzym katalyzujic jejich kondenzaci je chalke-synthasa
(CHS). Oe podminek pro#tdi je chalkordale gemenén chalkonizomeraou (CHI)
bud na bezbarvy flavanonaringenin, neboliquiritigenin . Uginkem mnohajinych
enzymi (izomeray, hydroxyasy, reduktasy aj.) mich vznikaji dalsi skupin
flavonoidi. Transferasynakcnec pripojuji cukerné zbytky, methylové skupiny a/ne
acyly, ¢imZ dochakz k modifikaci fyziologické aktivity zrdnoL rozpustnosti, reaktivit

a schopnosti flavonotdinteragovat burg¢nymi strukturami. [19][2(R1]



R=0H Naringenin chalcone
R=H Isoliquiritigenin

R=H Kaempferol

OH O
R=0OH Quercetin

—> Anthocyanins

R=0H Naringenin OH
R=H Liquiritigenin Condensed
. tannins (PAs)

HO

OH
R=0H Genistein

S Cyanidin 3-O-glucoside
R=H Daidzein

PA trimer

IFS- isoflavon synthasa, F3H- flavanor-dydroxylasa,
FLS- flavonol synthasa, DFR- dihydroflavonol recasd

Obr. 6 Schéma syntézy flavonaid22]

3.2.3 Biologicke &inky a terapeuticka aplikace

Existuje fada studii zabyvajicich se biologickymi a farmakatkymi inky
flavonoidi. Predpoklada se, Ze na jejich protektivnitinku se podili schopnost zhaSet
reaktivni kyslikové radikaly a omezovat jejich tiharchelataci iorit prechodnych ko,
predevsim Kkatiorit Zeleza, které jsou schopny generovat vysoce keaktiydroxylové
radikaly. Byla prokdzana i antialergickd a protigéwna aktivita. Snizuji patologicky
zvySenou propustnost a lomivost kapilar, maji amtibragické a antiedematozni
ieinky. S ionty C&" tvori komplexni soli a brani sraZeni krve a zadrzujinia v €le.
Ovlivauji ¢innost srdce, sniZzuji vysoky krevni tlak,aigobi hepatoprotektivip
spasmolyticky a diureticky. Dale byla potvrzena tgipolesterolemicka aktivita a
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schopnost potencovatiaek vitaminu C. Flavonoidy maji i antibakteriabantivirovy
efekt a v neposledriifac in vitro cytostatickou aktivitu. Pro mnohostrannginek na
lidsky organismus jsotasto nazyvanpioflavonoidy.

Terapeuticky vyuZitelné jsou samotné drogy bohatéd Havonoidy,
standardizované extraktyisté latky. Uplatini nachazeji { lomivosti kapilar (kize,
dase, sliznice), Zilni a lymfatické nedostéatesti, Zilnich a kapilarnich onemagn a
hemoroidech.

Pro samotné rostliny jsou vySe jmenované sekundaetabolity nezbytné pro
vabeni opylov&l a symbioni. Pisobi jako ochranatpd UV zd&enim a volnymi
radikaly. [13][14][23]

11



3.3 Fytoestrogeny - isoflavonoidy

3.3.1 Charakteristika

Fytoestrogeny (FE) jsou nesteroidni polyfenolickkundarni metabolity rostlin,
strukturre blizké se 1B-estradiolem, vykazujici estrogenni i antiestrogedminky.
Casto fmisobi i jako pirodni antioxidanty, coZ fite byt spojeno #adou dalSich
piiznivych &inka na burény metabolismus. Na rozdil od ziisnych estrogeh se
vSak nejedna o steroidy, alét$inou jde o produkty fenylpropanového metabolismu.
PrestoZze se mohou v organizmu vyskytovat v mnohersiwW@ncentraci nez estradiol,

vykazuji oproti gmu az 1 000x slabsi afinitu k estrogennim recéptof6][24]

Dnes je znamo vice nez 300 rostlin, které obsaHhyjpestrogeny.
NejrozsfergjSimi FE jsou isoflavonoidy, flavonoidy, lignanyukestany a stilbeny.
Nejaktivrgjsi skupinou fytoestrogénjsou isoflavony. Je jich popsano asep 1 000,
jsou obsazeny zejména v ledinadch (hrach¢ocka, fazole), v séjovych bobech, jeteli a
vojteSce. Vstebavany jsou lipofilni aglykony, glykosidy az poég@ni ve sew.
Aktivita jednotlivych zastupt a metabolii se znan¢ liSi. Signifikantni biologicka
estrogenni aktivita byla zaznamenana pouzétyii z nich. Jde obiochanin A,
formononetin, genistein a daidzein Estrogen# nej&inngjsi je S-equol ktery vznika
v menSi mie z daidzeinu{sobenim lidské gevni mikroflory. [6][10][25][26][27]

OH

Estradiol
ol
)

S e [soflavone
HO e

N2

Obr. 7 Porovnani struktury endogenniho a exogenniho estroff]
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3.3.2 Metabolismus

Chemicka struktura a biogeneze je odliSna od enddge estrogehn
Spole&énym znakem je fenolové jadro v molekule, které gjéyge estrogenni vlastnosti
FE a umo#uje jejich vazbu na estrogenni receptor. Tak jatmpené estrogeny se FE
vstiebavaji sevem, podléhaji enterohepatalnimu cyklu, konjugsgi s kyselinou
glukuronovou a sirovou, konjugaty jsou wdwany do moi a zlwi, kde podléhaji
enterohepatalni cirkulaci. [27]

3.3.3 Mechanismus &inku a terapeutické vyuziti

V jadie burgk cilovych tkani se vazi FE na estrogenni recefE®), reguluji
expresi gef, jejich doba retence v jé&l burgk je vSak kratka. ER ma dvsoformy
(alfa a beta). Afinita IB-ER je asi 5x vysSi. Zatimcf-ER se nachaziipvazri
v kostech, v epitelu krevnich kapilar, prostamnmoiovém ngéchyti a vySSich centrech
CNS,u-ER je gitomen v prsni adozni tkani.

Tento fakt by mohl vysstlovat prosgsny vliv jetele v prevenci osteoporozy
(nag. formononetin zvySuje proliferaci osteobifast chrani bikky pied apopt6zou
[26]). Extrakty z jetele fisobi preventivé na vznik kardiovaskularnich onemeaoi
snizuji systolicky a diastolicky tlak, inhibuji hxygenasu, omezuji oxidaci LDL a
chrani cévni kolagen. V mozku a hypofyze FE snihlgidinu gonadotropin (vice
ovliviwji FSH nezli LH). Timto mechanismem mohou mit viha nepijemné
menopauzalni projevy — 2Zmy nalady, poruchy spanku, deprese, navaly poceais
piiznaky z nedostatku estroge6][27]

(¢imz dochazi ke snizeni tvorbyftéstradiolu ve specifickych tukovych tkanich, jako
je prsni tk&), coz naznéuje protinddorovy €inek na tumory, jejichzust zavisi na
piitomnosti tohoto hormonu. Enzym o%eduktasa je kompetitieén inhibovan
biochaninem A a genisteinem. Tim je bimd konverze testosteronu na
dihydrotestosteron a vznik benigni hyperplazie fatys Isoflavonoidy také indukuji

apopt6zu rakovinovych beh v prosta. [10]
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3.4 Explantatové kultury rostlin

3.4.1 Uvod a historie

V poslednich #kolika letech je zaznamenan velky rozvoj techniktlionych
explantatovych kultur. #inou jsou stoupajici naroky na rostlinné metabplkieré
jsou vyuzivanyclovékem ve farmaceutickém jomyslu jako nepostradatelnd farmaka,
ale i v textilnim pémyslu, zemdélstvi, potravinéstvi a kosmetice. ®odni zdroje v
podolE polni produkce jiz nesta k uspokojeni vSech p@b, proto je nutné hledat

alternativni metody k ziskavarichto latek. [28][29]

Nekteti badatelé povazuji teoreticky q@dek kultur rostlinnych explantéatin
vitro u Klebse (1887); tentoémecky rostlinny fyziolog studoval Zivotni projevy
jednotlivych bugk vlaknitych fas izolovanych z vladkna plazmolytickou maceraci.
Pritom vyslovil domrénku, Ze podobné pokusy by se také snad mohly iioda

materialu z vysSich rostlin semennych.

Roku 1893 uviejnil Rechinger vysledky poktss pistovanim fragmeit
riznych¢asti rostlin v urdlych podminkach (prvni pouZziti Zzivného roztoku tkrach
in vitro). Studoval problém minimalni velikosti fragmentostliny, ktery by je&t pri
péstovani v unilych podminkach rostl a jehoz iiky by se také mnozily denim.
Péstoval kousky pupentopolu ¢erného, jasanu ztepilého a dalSich. Ze svych piokus
ucinil zavér, ze fragment rostliny, k tomu, aby mohl dalstrv kultée in vitro, musi

mit elementy cévniho svazku.

Haberlandt (1902) dokazoval na zakigubkusi, Ze neexistuje spodni hranice
velikosti fragmentu podmiijici nist v kultie in vitro a Zze bude mozné zvolit k
pokugim jedinou buku. Vysoka diferenciace a specializace trvalych ¢kurjichz
Haberlandt pouzil ke svym experimént, se poklad4 v literate za prvni fic¢inu
nezdaru jeho pokiis Za druhy dvod ztroskotani se povazuje volba exttaktrostlin

jako kultivainiho prostedi.
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Prvni tzv. pravé tk#ové kultury rostlinného jvodu se pravégpodobré zdaily
nejdiive Whiteovi (1938), poté Gautheretovi (1939) a 8ldurtovi (1939). [30]
Pracemi &chto badatei byl splren zakladni poZzadavek kladeny na kulturu explantat

vitro, totiz dosazenfaso¥ neomezenéhaistu. [31]

3.4.2 Terminologie

Ex plantare: péstovat mimo

In vitro: ,ve skle®, v ungélych podminkéach

Rostlinny explantat oznaeni pro jakoukoliv Zivou, ugte oddlenou ¢ast
rostliny, pEstovanou sterild v umilych podminkach mimo 4vodni celek
(individuum)

O dle Bauera (1939) je explantat kazdy fragmenthovgletiva, cely organ
nebo komplex organ ktery je vytrzeny z koretmich vztali k celku
(individuu) a je gstovan v unilych podminkach (definované kultiai
médium, teplota, vihkost, kvalita a kvantitasga)

0 Tkanova kultura: historicky termin peneseny z oblasti fyziologie Zigichu,
negesny pro kultury rostlinnych pletiv

O Primarni explantat: rostlinny explantat odebranyipo z intaktni rostliny
Primarni kultura : kultura primarnich explantat
Subkultivace, pasazovani prenos celé kultury nebo jeffasti (inokula) do
cerstvé Zivné fpdy s cilem obnovit, zachovai zesilit st kultury po dalSi
subkultiva&ni interval

0 Kalus, zaval, svalecv pavodnim slova smyslu neorganizované pletivo, vzniklé
¢innosti  sekundarnich meristém(délivych pletiv) po porasni rostliny, v
pieneseném slova smyslu pletivo proliferujici na pbur nenadorovych
primarnich explantét které jsou schopny subkultivace

0 Diferenciace chemické a strukturalni zmy v jednotlivych btikach a pletivech
spaivajici v aktivaci ¢i inaktivaci ugitych geri, jimiz se odliSily od tzv.

eumeristematického stavu a ziskaly jinou specializa
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0 Dediferenciace, embryonizacechemické a strukturalni zmy v jednotlivych
vlastnosti typické pro eumeristematicky stav

0 Totipotence schopnost diferencované rostlinnéky regenerovat za vhodnych
podminek celou rostlinu [30][32][33]

3.4.3 Z&kladni principy

Zakladem rostlinného organismu, vznikajiciho pohlav rozmnozovanim, je
jedna buka — zygota, ktera vznikne oplozenim vaj@ buiky buikou spermatickou.
Zygota obsahuje v j&d kompletni genetickou informaci a v cytoplazmechanismy
umoziujici realizaci této informace. Zygota je totipdigna mitoticky se &i. Timto
procesem vznikaji démé buiky, které se dale vyvijeji, dochazi k jejich difeceaci a
stavaji se stavebnimi kameny specializovanychwl&toznost vegetativnino mnozeni
rostlin vSak dokazuje, Ze rostlinné ithy jsou schopny dediferenciace acwopho
déleni. Buiky diferencovanych pletiv se totiz ve své genetiggBaw neliSi od buik
meristematickych.

V rostlinném organismu je totipotentni nejen zygataeristematicka hika, ale
i kterékoli jina rostlinna btka. Upravou okolnich podminek ithy je tedy mozné
vyvolat dediferenciaci a neorganizovarigt: Teoreticky je jakékoliv pletivo obsahujici

buiky s funkénim jadrem vhodné pro odvozeni rostlinné explant@tailtury.[34]

Jak pisi ve svém dile Sikyta a DuSek [29]: ,ExphdoNa kultura se ziské
z kterékoli¢asti rostliny, nadzemni nebo podzemni, explantacénrhymatické tkan

jejim prenesenim na tuhou Zivnouiqu a inkubaci v teplotnim rozmezi 23-28 °C."

(Obr. 8)
%—» ey — g — By

rostlina otkovéni na kalus izolovany suspenzni
pevnou pidu kalus kultura

Obr. 8 Odvozeni explantatoveé kultury z rostliny [29]
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Po néfistu dostattného mnozstvi butk ve forme kalusu je mozné je opakovan
pienaSet naterstvé zivné fdy a udrzovat tak ziskanou kulturu v aktivnim stavu
Slozeni zivné fdy, hlavie mnozstvi #stovych latek a minerél ovliviuje nist
kalusové kultury, ale ifevadni kalusu do suspenzni kultury. Vyhodny je rozpgdav

kalus, ktery zajifuje homogenitu poieneseni do tekuté zivnégy.

Velky vyznam ma pro ifpravu explantdi volba kultiva&niho zdizeni.
Vhodnym zaizenim jsou pomalatiné rolery nebo plastikové vaky umdsgé na

pomalolZném reciprokémie¢pacim stroji.

Problematickou staletiztava genetai (kultivacni) doba explantatovych kultur.
Bunéény cyklus je u explantatpomalejSi a pohybuje se od 15 hodin vySe. Nutrgbje
celou tuto dobu zajistit sterilitu procesu. Hlavnilkolem je nalezeni takovych igohi
kultivace, zejména z hlediska sloZzeni Zivni@yy které by urychlily st a mnozeni
bunsk. [29]

3.4.4 Urovné organizace explantatu a obecna charakteristika

O rostlina(kli¢éni rostlinka, embryo)
o kultura izolovanych embryi kultura asepticky vyjmutého embrya

pieneseného na vhodné médium kultivovana za optictépodminek

0 organ(koren, pupeniapik, list)
o organova kultura — organové systémy, organy resp. jejichsti
péstované v podminkaclin vitro zpisobem, ktery umailje jejich

diferenciaci atast&n¢ zachovava i jejich stavbu a funkci

O pletivo (diefiovy parenchym, endosperm, kambium)
o pletivové/tkaoveé kultury— do Gizného stupé soudrzné, morfologicky
dezorganizované mnohohitimé komplexy pletiva (tk&), pomnozené
na polotuhych¢i pevnych nosiich nasycenych Zivnym médiem nebo

vyjimecné v tekuté Zivné pdeé
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O buika (mikrospory, pylova zrna, b&tné suspenze)
0 burecna kultura — volné jednotlivé biky, resp. jejich nejblizsi
potomstvo, pomnoZované v tekuté polotekuté Zivné §dé nebo na

noski nasyceném zivnoutjolou

O izolovany protoplast
o protoplastova kultura- suspenzni kultura rostlinnych ki u niz byla
pomoci smisi enzymi (celul6za, hemicelul6za, pektindza) odsiren
burg¢na stna [32][33]

3.4.4.1 Bunééna suspenzni kultura

Kov& [34] uvadi, Ze tento typ explantatové kulturyegstavuje relativh
homogenni populaci bégk nebo malych buftnych shluki, které jsou kultivovany v
pohybujicim se tekutém Zivném médiu. Pouziti tekotprostedi umoiuje buikam
suspenze ifmy kontakt s Zivnym médiem, takZe jeho jednotlslézky jsou rychleji
bunkdam gistupné. Snadny ffstup Zivin a dobra vysma dychacich plyin v

pohybujicim se médiu umaije velmi rychly fist burgéné suspenze.

Bunécné kultury se vyuZivaji jako modelovy systénti studiu proces
sekundarniho metabolismu, indukci enZyra genové exprese. Dale jako vychozi
material pro pipravu enzym, mutani Slechéni rostlin a k produkci somatickych

embryi.

O idealni buncné suspenzi hovome tehdy, kdyz je morfologicky a
biochemicky homogenni. Dlouhodobou kultivaci se kvdare¢na suspenze stava
znané heterogenni. Tataiznorodost je zfisobena genetickymi ztnami, které jsou v
suspenznich kulturactasté. [34]
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Metody kultivace bunéénych suspenzi

Pro ziskéni suspenzni kultury je v prkadly nutné odvodit kalusové pletivo.
Nevhodny je kalus kompaktni, naopak Zadouci jeskabzpadavy. Kousky kalusu jsou
nasledg kultivovany v tekutém meédiu naepace nebo roleru. Pokud je cilem ziskani
jednobur¢na suspenze, je nutné kulturu pravideffiitrovat pies sitka o znamé
velikosti pon.

Ke kultivaci se pouzivajitizné kultiva&ni systémy. Pro vSechny je spfié
tekuté zivné médium, které se pohybuje. Jeho pohyde dosahuje aerace, z&jig se
lepSi gistup Zivin k jednotlivym biikdm a napomaha se rozpadu &imych shluk,
které vznikaji pi déleni burgk.

Pro kontinualni kultivace bwinych suspenzi se pouZivajiizné typy
bioreaktofi, kde je pohyb média podporovan michadl&nprobublavanim sterilniho
vzduchu. NejmodegjSi bioreaktory maji mnoho automatickych pitykteré jisti stalé
sloZzeni Zivného roztoku, stalou hustotu &un& suspenze, regulaci pH, stalou

koncentraci plyfi, umoziuji monitorovani #istu bur¢né kultury atd. [34]

Rist a pasdZzovani suspenznich kultur

Rast burgéné suspenze je v porovnaniustem kalusu na pevném médiu
rychlejsi, coz vede k rapidnimu @pévani Zivin z kultivéniho média a k zajig&ni
stadleho #stu je proto nutné bétné suspenze paimé casto pasazovat néerstvé
médium. Subkultivace je provata na konci exponencialni fazéstu, ktera je
charakteristicka aktivnimatenim a zétSovanim bugk.

V uzaweném systému lze charakterizovdstr tzv. ristovou kiivkou. Tu
ziskame grafickym znaza¥nim zavislosti tkteré z fistovych charakteristik suspenze
(PCV, cerstva hmotnost, get burgk, suSina atd...) naase. Pibéh kiivky je
promenlivy a mizeme ho rozdit na i zakladni fazeLag faze odpovida pomalému
rastu burcné suspenzeésnt po nadgkovani. Exponenciélni faze popisuje velmi

intenzivni nafst a v posledngtacionarni fazidochazi k poklesu popzastavenitstu.
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Pocet bunék / ml

stacionarni faze

exponencialni faze

Doba kultivace (dny)

Obr. 9 Ristova Kivka burééné suspenze (vlastni zpracovani dle [34])

Délka doby mezi zaloZenim b&imé kultury a stacionarni fazi zalezi rkaolika
faktorech:na potateéni hustoté suspenze, dob trvani lag faze a délce bu&ného
cyklu. Fi pouziti velmi nizké peateini hustoty budk dochazi k prodlouzeni lag faze a
exponencialni faze. ®t suspenze je mozné stimulovat jejim ,kontakterkllgurou o
vysoké hustat burgk resp. s metabolity, které intenzévse dlici buiky uvoliuji do
okolniho média (tzvkondiciované meédiunj. Aktivné se alici buiky totiz produkuji

doposud nedefinované substance, které stimuisifiakolnich bugk. [34]

M éFeni ristu bunééné suspenze

Rast burgk suspenze Ize &t pomoci rekolika parameii: ¢erstvé hmotnosti,
hmotnosti suSiny, gou burgk, mitotického indexu, objemu sedimentované kultury
vzhledem k celkovému mnozstvi suspenze v % (PCW®ilivosti média a celkového
obsahu bilkovirti DNA. [34]

3.4.5 Podminky kultivacein vitro

Jednou z hlavnich podminek kultivage vitro je mit aseptickou kulturuJe

potreba sterilizovat Zivné médium, pouzivané nastqmjacovni prostory a desinfikovat

rostlinny material. DalSi z podminek jéimpéiend _vyZziva explantafikterou zajistime

idealnim sloZenim Zivného média. V neposleth jsou nutné optimalni_fyzikalni

podminky jako je os¥tleni (dostaténa intenzita a vhodné spektralni slozeni), teplota
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(nutnosttizeni klimatizace), koncentrace piy(spravna ventilace kulti¢aich nadob) a
vihkost vzduchu. [32]

3.4.5.1 Slozeni zivnych médii

Kultivaéni médium je exogennim zdrojem rostlinnych horfnonJeho
vyznamnou satasti jsou mineralni ziviny, tj. makroelementy a roddementy, a
organické latky, pedevSim cukry, jako zdroj energie a uhliku @éledity faktor
ovliviujici osmotickou hodnotu média. Déle vitaminy arashyseliny pripadré dalSi
nedefinované organické slozky, zpajici latka a @istové regulétory. VSechny slozky
Zivného média se navzajem owliyi a spolén¢ se podileji na usémovani proces,
které probihaji v kultivovanych pletivech. [35]

Mezi nefastji pouzivana média pat média, kterd popsali White (1963),
Murashige a Skoog (MS, 1962), Gamborg et al (B®8)9Gautheret (1942), Shenk
spolu s Hildebrantem (SH, 1968), Nitsch a Nitscd6@) a Lloyd s McCownem (1981).
Média MS, SH a B5 jsou charakteristicka vysokymabiesn makroelemeint zatimco
ostatni média obsahuji makroelentepodstatd mére. [34]

1. Makroelementy

Do kultivacnich médii je dodavano Sest ndgFitéjSich prvki: dusik, fosfor,
draslik, vapnik, hoi¢ik a sira. Optimalni koncentrace kazdého prvku pro dosazeni

maximalni fistové rychlosti je zavisla na rostlinném druhtid&vaji se ve formsoli.

2. Mikroelementy

Mezi mikroprvky nezbytné proust tkaovych kultur rostlin pat Zelezo,
mangan, zinek, bér, méd® a molybden. Miaze byt dodavan kobalt, jéd, sodik a
chlér.

3. Zdroj uhliku
NejcasgjSim zdrojem uhliku jesacharosav koncentraci 2-5%. Vd&kterych

piipadech mze byt nahrazenalukosou ¢i fruktosou. Sacharidy jsou do médii

dodavany z @ivodu heterotrofni vyzivy explantat
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4. Vitaminy

Jednd se o latky nutné jako katalyzatory metabgtickproces8. Pro rostlinné
buiky a pletiva kultivovanain vitro mohou byt limitujicim faktorem jejichustu.
Nejcastji pouzivané vitaminy jsothiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin a myo-
inositol. Posledni jmenovany nemusi byt piistr explantdt nezbytny, ale rize ho
stimulovat. Pedpoklada se jehoc¢ast na tvorb fosfoinositich a fosfatidylinositolu,
které hraji roli v bus¢ném dcleni. DalSimi pouzivanymi vitaminy mohou hyibtin,

kyselina listova, kyselina askorbova, kyselina paotenova, riboflavin a jiné.

5. Aminokyseliny a dalSi zdroje organického dusiku

Aminokyseliny jsou pdavany pedevSim v fipad kultivace bugcnych
suspenzi a protopldstSlouzi biikdm jako zdroj dusiku nebo mohou byt vyuzivany
k syntéze protein Casto pouZivanymi jsolL-glutamin, L-asparagin, glycin a

adenin. Koncentrace stimulujiclist zavisi na druhu aminokyseliny.

6. Nedefinované organické slozky médii

Rast explantatové kultury je mozné stimulovdtdgnim organickych extrait
Pouziti €chto snési je vSak lépe vynechat awbdu jejich nedefinovaného slozeni.
Piikladem je protein hydrolyzatu, kokosového mléka, kvasriiného extraktu,
sladového extraktu, extraktu bananmi, pomerantové nebo ragatove avy. Média se
nékdy dophuji aktivnim uhlim, kterému seffpisu;ji i zakladni funkce: absorpce latek

inhibujicich kst a fistovych regulatdr a ztmavnuti média.

7. Zpeviujici latky

Nejbézreji pouzivanou latkou této skupiny ggar. Agar je stabilni p teplotach
kultivace, nereaguje s ostatnimi slozkami média e¢rtni wci rostlinnym enzymm.
DalSimi zpeviujicimi latkami jsouagarosaci syntetické latkyPhytagel a Gerlite
Alternativou pevné fdy je .fixace” na ntistcich z filtr&niho papiru, polyuretanové
peng, cedicove vat, perforovaném celofanu atd. Neji8i jsou plastové nose, do

kterych se upawje polypropylenovd membrana (tzv. rafty).
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8. Ristové requlatory

Délime je doctyr zakladnich skupirauxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina
abscisova Pro fist explantatu jeiezita nejen koncentracéchto hormo#, ale i jejich
vzajemny ponyr.

Mezi nativni auxiny uzivanéipkultivaci pati kyselina indolyloctova (1AA).
Syntetickymi  latkami  jsou kyselina indolylmdselna  (IBA), kyselina
dichlorfenoxyoctova (2,4-D), kyselina naftyloctova(NAA) a dalSi. Auxiny jsou
v Zivném médiu vyuzivany ke stimuladistu kalusu a buik, k indukci tvorby pryt a
zejména keeni, k indukci somatické embryogeneze a stimulasiu pryfti.

Ze skupiny cytokinid jsou vyuZivany syntetické latky. Niklad
benzylaminopurin (BAP ¢i benzyladenin BA) a zeatin Zastupci pouZivanych
nativnich cytokinif jsou 6-dimetylaminopurin (2iP ¢&i IPA) a furfurylaminopurin
(kinetin). Pasobenim cytokinih dochazi ke stimulaci bdtného dleni a tvorby
axilarnich pryi.

Pouzivané gibereliny jsou zastouperkyselinou giberelovou (GA) a
giberelinem (GA;), které stimuluji @ist burgcnych kultur @i nizké hustat suspenze.
Dale pod#cuiji rast kalusu a zakrslych rostlin.

Kyselina abscisova podporuje i inhibuje st kalusu (dinek zalezi na
rostlinném druhu), stimuluje proliferaci péyt inhibuje poz&si faze embryogeneze.
[34]

3.4.5.2 Fyzikalni podminky
Oswtleni

V zavislosti na ositleni dochazi ke zém¢ intenzity biosyntézy a akumulace
acinnych latek. Intenzita ogtleni byva od 2 000-5 000 lix

Teplota
Teplota ovliviuje rychlost metabolismu, ust, vyvoj a dleni burk.

Nejvhodrgjsi se jevi kultivace v teplotnim rozmezi 23-28 i teplotach nizSich

dochéazi ke zpomalenist, gipadré az k poSkozeni kultur.
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pH zivhého média

Optimalni hodnota pH Zivného média je zavisla rautkultury. \EtSinou je
pocate&ni hodnota média slabkysela (pH 5,5-6,0). pH se upravuje kyselinou

chlorovodikovoli hydroxidem sodnym/draselnym.

VlIhkost vzduchu

Vzdus$na vihkost byva nastavena v okoli hodnot 2040Bodle poZzadavkdané
kultury. [33][36]

3.4.6 Vyhody/nevyhody a vyuZziti explantatovych kultur

Hlavnim benefitem explantatovych kultur je, Ze keuhodols a v malém
prostoru kultivovat velké populace bikn a z kazdé Ize vystovat novou
plnohodnotnou rostlinu. DalSitgdnosti je moznost vést proces kultivacerizanych
podminek, bez zavislosti na¢rdm obdobi, na klimatickych podminkach adpich
pomerech. [29]

Nevyhodami jsou finatni nar@nost, nutnost aseptického pi@sti, geneticka
variabilita a labilita kultur, rozdilna genetick&peese kléovych biosyntetickych

enzymi v intaktni rostlig a rostlinné tkaové kultde a jiné. [33]

Vyuziti kultur in vitro lze rozalit na dw sféry, ve kterych je nejintenzigm
provad¢n vyzkum. Jde o problematiku biotechnologickych adev rozmnoZovani a
Slecheni rostlin a o produkci sekundarnich metal#ioliémito kulturami, kterou lze
podpdit pouzitim prekursar poZzadovanych metabalitbiotransformaci nebo elicitaci.
[37]
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3.5 Elicitace

3.5.1 Uvod a zékladni principy

Jak uz bylo v Gvodueceno, v dnesSni da@bje mozné sekundarni metabolity
ziskavat pimouextrakci z intaktnich rostlithemickou syntézainovinkou poslednich
let jsou explantatové kultury Prvni dva jmenované #poby s sebou nesotadu
nevyhod. U intaktnich rostlin je obsah Zadanychelatrzéavisly na klimatickych
podminkach, na postupu suseni a skladovani rofasi komplikaci je i to, Zéada
rostlin v sodasné dob prichazi o své Zivotni prasdi a s jejich ubytkem roste i jejich
cena. Biprava sekundarnich metabalithemickou syntézou jgasto zase obtizna, draha
a u slozitych latek prozatim neuskirigelna. Konénym produktem chemickych syntéz

je obvykle snis izomet, zatimco rostlinna hika produkuje jediny stereoizomer. [34]

Jako slibna alternativa se jevi tk&é kultury, které by mohly mit v famyslové
produkci sekundarnich metabéliiroké uplatani. | presfadu vyhod ma tato metoda
mnoho biologickych a biotechnologickych nedosiatBedna z hlavnichigkazek je
relativneé pomaly fist rostlinnych bu&nych kultur a nizkd vynosnost sekundarnich
metabolifi. [34][38]

Resenim se zda vyuziti imobilizovanych rostlinnychindk, které speitava
v jejich uzaweni do uéitého nosného inertniho materialuii Rktivni imobilizaci se
uzaviraji do polymer, pri pasivni imobilizaci vcestuji hiky do porézni hmoty p
polyuretanova gna). Imobilizované hiky se dale pouzivaji kiik biotransformacim
nebo komplexnim syntézanV pripac biotransformanich reakci se do kulti¢aiho
média pidaji prekursory poZzadovanych latek a rostlinnékyuje premeni na finalni
produkt. K dosazeni komplexni syntézy je nejprvén@udosahnout zvysSeni produkce
sekundarnich metabalit

Syntéza a akumulace sekundarnich metaboj@ povazovana za aspekt
diferenciace. Bylo zji$ho, Ze v rychle rostoucich rozpadavych suspenzkuttarach
se akumuluje malé mnozste¥chto metabolii. Ukazuje se, Ze faktory zpomalujidist
burgé¢cnych kultur msobi ¢asto stimuléné na produkci sekundarnich metahbilit

predevsim cestou omezeni primarniho metabolismu.uime mize psobit i ukity
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stres — p sniZeni koncentrace Zivin, vynechafnstového regulétoru, nebaorigéni
prekursod ¢i tzv. elicitorii do média. [34]

Funkci sekundarnich metabdlife mimo jiné chranit rostlinuipd napadenim
hmyzem, byloZravci, patogeny a zajistitepiti rostliny @ pusobeni biotickych a
abiotickych stresdr. Tento poznatek vyuziva metodicitace ktera je dobrou strategii,
jak indukovat fyziologické zwmy, stimulovat obranné&i stresem vyvolané reakce
v rostlinach a nasledriimto mechanismem spustit syntézu sekundarnichbuk.

Principem zahajeni produkce sekundarnich metdbgitaktivace bugnych
receptodl vlivem extracelularniho nebo intracelularniho gign Nasleduje transdukce
tohoto signdlu, kterd vyusti v aktivaci neth® novobiosyntézu transkrimich faktofi.
Transkrigni faktory reguluji expresi gé&n zapojenych v sekundarnim rostlinném
metabolismu. Vysledné enzymy katalyzuji tvorbu wylth sekundarnich metabdilit
[38]

3.5.2 Klasifikace elicitoru

Elicitory jsou chemické latky nebo biofaktory pochazejietiznych zdroj,
které mohou vyvolat fyziologické zimy ve vybraném rostlinném organismu. V SirSim
slova smyslu se jedna o latky, které maji potersjpdistit fyziologické a morfologické
zmeény a mohou vést k akumulaci fytoale&ij38]

Elicitory klasifikujeme na z&klad jejich pivodu na biotické a abiotické
Biotické stresory maji biologickytgvod. Pochazeji z hub, bakterii, wia bylozrava.
Muze se jednat i 0 komponentystrostlinnych budk nebo chemické latky uvisbvané
rostlinami po napadeni patogediybyloZravci. Prvni biotické elicitory byly objevgn
v roce 1968. Abiotické elicitory jsowltny na chemické sl@eniny (anorganické soli,
ionty kowvi a dalSi latky naruSujici celistvost membrany) aki@ini faktory (UV zéeni,
sucho, mraz a dalSi)Téb. 1)

Na zéklad jejich schopnosti interagovat s hostitelskouknu cElime elicitory
na obecnéa specifické Nékdy jsou do skupiny elicitérifazeny irostlinné hormony.
[39][40]
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Tab. 1 Biotické a abiotické elicitory [39]

Biotické elicitory

Lipopolysacharidy

Polysacharidy pektin a celuléza, chitosan, chitin a glukanygiraty, arabska
klovatina, guma guar, LBG, kvasnicovy extrakt

Oligosacharidygalakturonany, mannan, guluronat, mannuronat

Proteiny celuladza, glykoproteiny, kryptogein, laktoferroligandrin, ...

Slozené komplexyhoubové spory, mikrobialni a mycelarni béma séna

Patogenni toxirtykoronatin

Extrakt z dobromyslu

Abiotické elicitory

Chemické Fyzikaln

kyselina octova zmena slozZeni plyé
benzothiadiazol mraz

silikony oxid uhlicity

ethanol sucho

ethen extrémni teplotni Sok

anorganické soli: chlorid rtmaty, siran vysoky tlak

meéd’naty, chlorid vapenaty,... vysoka a nizkad osmolarita
kovové ionty: C6', F&*, AI¥*, Ag', Ag®", | UV zé&eni
Mn?*, zr**, C#*, P a Cd* solny stres

poraréni a ozon

Rostlinné hormony

jasmonova kyselina, metyl jasmonat, salicylova kyae metyl salicylat, ethylen
cytokinin, giberelin GA

1S4
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3.5.3 Mechanismus &inku

Prvnim krokem &inku elicitori je vazbadchto molekul na receptory, které jsou
bud’ na plazmatické membr&mostlinné buiky, nebo uvnit buinky na endomembré&n
Nasleduje penos signalu. Bkolik autori popsalo, Ze rostliny reaguji na elicitory
aktivovanimtady obrannych mechanismma povrchu plasmatické membranbf.
10), zahrnujicich nap produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusi{®RNS),
aktivaci gefi chranicich biiku, zneény v nagti plazmatické membrany a zvySeni toku
iontd (chloridy a draslik putuji ven z Bky, opanym sngérem proudi vapnik), rychlé
zmeény ve fosforylaci proteit, oxidaci lipidi a strukturalnich obrannych bariérach
(nag. posileni a tevnatni burécné stny) atd. Nasledhdochazi k aktivaci de novo
biosyntéze transkrimich faktofi, které gimo reguluji expresi gén (castnici se
produkce sekundarnich metabilit

=

Receptor
rreene T TRRRTE BIRRRRY Prosma
bedbad 48l dedie $84 468 membrane
TI\AD'—‘Hamd'L‘:e\
X ____1' 01______,-/;

Defense respanses (SAR._TSR)

-ROS and RNS
- Protein phosphorylation

- Ion fluxes increased
- Hypertensiveresponses Secondary metabalites

# - A i ane |

(- Expression of genes = \1‘:‘17—'3

o Nuclens S Signaling molecules
e — (SAq J-%- E'I‘}

T De novo synthesss of transeription factors |

-

SAR = ziskana systémova odgdy ISR = navozen& systémova odolnost, ROS =
reaktivni formy kysliku, RNS = reaktivni formy diusi SA = salicylova kyselina, JA =

jasmonova kyselina, ET = ethylen

Obr. 10 Mechanismus &inku po rozpoznani elicitoru receptory [39]
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3.5.3.1 Pienos signélu elicitoru

Po rozpoznani signalu vyvolaného elicitorem doch@aktivaci bugcnych
receptofi a nasled& k ovlivnéni dalSiché¢lanka v této signalni draze, jako jseantové
kanaly, G-proteiny (GTP vazajici proteiny) grotein kinasy Aktivované efektory

pienasi signal k tzv. sekundarnim p@os) které ho jestvice zesiluji a fevadji dal.

ZjednoduSe&imuze byt tato cesta popsana takto:

1. vazba elicitoru na receptor

2. reverzibilni fosforylace a defosforylace proteiplazmatické membrany a
cytosolu

3. prudky nafst koncentrace cytosolickych €aonti

4. depolarizace plazmatické membrany

5. ClIa K eflux/H" influx

6. extracelularni alkalizace a okyselovani cytoplazmy

7. aktivace mitogenem aktivované protein kinasy (MAPK)

8. aktivace NADPH oxidasy a produkce reaktivnich foigmaliku (ROS)

9. casna exprese obrannych gen

10. produkce ethylenu a jasmofat
11.pozdni genova exprese obranné reakce
12. hromadni sekundarnich metabadiif38]
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3.5.4 Podminky elicitace

Existuje rekolik faktord ovlivivjicich UsgSnost elicitace. Tykaji se jak

samotnych rostlin, tak elicitdr Tab. 2 obsahuje jejich wet. [39]

Tab. 2 Faktory ovliviiujici tvorbu bioaktivnich slatenin [39][41]

ROSTLINA/R. KULTURA

ELICITOR

Geneticka charakteristika — rostlinny

druh, kultivar

Davka — rizné koncentrace

Fyziologicky stav — semena, vyhonky,...

st&1i kultury, mistova faze kultury

Povahe — bioticky/abioticky
(chemicky/fyzikalni)

Podminky prostiedi— s\tlo, teplota

Zpuasob aplikace — hydroponicky roztok,

ve forme spreje

Agronomické podminky — zavlaZzovani,
sloZeni fidy, Grodnost/sloZeni Zivného

média

Synergicky efek — aditivni nebo
antagonisticka kombinace elicitor

Zachazeni a uchovavar — transport

teplota, vihkost

Doba elicitace — kratkodoba, dlouhodoh

(hodiny, dny)
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3.6 Kyselina absciso\

Kyselina alscisova (ABA) je rostlinny hormon (fytohormon) régjici

vyvojové a metabolické procew@abscise a dormancerostlinach. GileZitou regulani

funkci ma ABA za stresovych podminek, tj. suchdadh, nevhodnych osmotickyt
podminek a imisi, cozZ se projev nékolikanasobnym zvySenim jeji endogenni hlac
Vyznam ABA jako stresového hormonu poprvé zaznameéieaght a Hiron (1969
Alternativni, dnes mé&npouzivané nazvy ABA jsou abscisin Il a dorn[2][35][42]

Kyselina (+)S-abscisov je ozn&eni pro latki definovanou jako kyselina (-
(1'S2Z,4E)-5-(1"-hydroxy2”,6",6 -trimethyl-4"-ox0-2"-cyklo-hexenyB3-methyl-2,4-
pentadienova@br. 11). [35] Jde o seskviterpenl$ uhlikovymi atomy a cyklicko
¢asti vmolekule. Podle orientace karboxylové skupiny ni uhliku rozliSujemecis- a
trans isomery. \&tSina molekul /BA v rostlinach tvéi 2-cis-4-transisomer, ktery se
na s¥tle snadno fenenuje na -trans4-transformu. Fyziologicky aktivni je vyhradr
jeji (+)-Sdisomer. Krond¢ geometrické isomerie vykazuje lekula ABA také isomeri
optickou, danou ifitomnosti asymetrického uhliku pozici 1° Sestilenného cykl
molekuly. [42]

O~ OH

Obr. 11 Kyselina abscisova [43]

ABA v rostlinachovliviiuje starnuta zrani plod (je charakterizcano zvySenou
syntézou ABA), abscidisti, kvétia a plodi, dormanci pupehn (mé inhibéni inek na
raSeni), dormanci semen (je inhibitoremcédtii), vodni provoz, stres (vodni stres
pocatkem obranné reakce), geotropismuiseki, rast rostlin a kveten[44]

Nekolik ¢lankia uvedlo, Ze ABA hraj duleZitou roli vobranné reakci rostl. Jeji
funkce zde je vSak komplex8i a zalezi na typu rostliny a patogetABA mize
pusobit negativa i pozitivné. Negativni regulace rostlinné obrarproti riznym
biotrofnim a nekrotfnim patogetim byla prokazanav nékolika experimentech.

Prikladem je ABAdeficientni mutansitiensrajcete jedlého $olanum lycopersicu),
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ktery projevil tSi odolnost proti plisnBotrytis cinerea(Audenaert et al. 2002) nebo
bakteriiPseudomonas syringge. tomato(Thaler a Bostock 2004) nezZ divoce rostouci
rostliny. Rovrez exogenni aplikace ABA zvysila citlivostiznych rostlinnych druin
vaci bakterialnim a plisovym patogeim. Nagiklad u so¢ji lustinaté Glycine max
dosSlo ke zvySeni nachylnosti k infekcitgmbené plisnPhytophthora sojagdMohr a
Cahill 2001). Jako pozitivni reguladtor ABAugobi hlavé mechanismem uzéeni
swracich bugk praduchi, ¢imz dojde k vytveeni bariéry pro vstup bakterialni infekce
(Melotto et at. 2006). [45]

Kyselina abscisovaiflavana do kultivéniho média explantatovych kultur byla
dlouhou dobu povaZzovana za pouhy retardéstur Ackerson (1984) vsak zjistil, Ze
piidavek ABA podporuje normalni vyvin izolovanych pyigkych embryi séji Glycine
hispidg. Pisobenim ABA niZe byt také ovlivéina organogeneze. Naklad Abou-
Mandour a Hartung (1986) zaznamenali jeji kladiéopeni na regeneraci ilem
v kalusové kultie kukuice seté Zea mays Nejvyznamaji se vliv ABA projevuje u
somatické embryogeneze. [35][42]

Rozsah fyziologickych procésregulovanych ABA je zrimy a mechanismus

acinku nemusi byt stejny. U abscisove kyseliny IzEnaiti hlavni sngry G¢inka:

1. Ginky na membranové urovni,

2. inhibice syntézy proteih

3. Weinky na molekularni arovni — specificka aktivacedeaktivace uiitych
geni. [35]
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3.7 Kyselina askorbov

Askorbova kyselin (AA) je piirodné se vyskytujici, ve vad rozpustné

organicka slotenina santioxide¢nimi vlastnostminepostradatelngro rostliny, zviata

i lidi. Diky své vyzivové hodnétje dolfe znamou molekulquavsak metabolismus
nekteré jeji funkce u rostlin jsou prozkoumany ré€[46][47]

Kyselina Laskorbov (vitamin C)je ozn&eni pro latku definovanou jako (z-
2-[(1S)-1,2-dihydroxyetyl] -3,4-dihydroxy-2H-furan-5-on. [48Rozmistni n-elektrori
pies C2-C3konjugovany endiolovy systém stabilizuje molekuluvede k vysoké
kyselosti vodikového atorr hydroxylové skupiny na C3 (pK= 4,13). Proto p
fyziologickém pH existuje -askorbova kyselina jako monovalentni anion-
askorbat). K disociacirdhého hydroxylu dochaziigpH 11,6 [49]

HO
HO  OH

Obr. 12 Kyselina askorbova [50]

Funkci vrostlinném organismu maA n¢kolik. Jako antioxidan reaguje se
superoxidemsingletovym kyslikem, ozonenperoxidem vodil a vysoce reaktivnir
hydroxylovym radikalem Ugastni se tedy odsttavani reaktivnich forem kyslil
(ROS) které jsou vyprodukovanyehem fotosyntézy, specifickych f& vyvoje (nap.
rast sazenic je doprovazen katabolismem fipgt kterém probih¢{3-oxidace mastnyc
kyselin s vedlejSi produkei,O,) a povystaveni gkterym zngistujicim a herbicidnin
latkam.Timto mechanismem pak AA udava miru toleranceirok mnoha abiotikym
a biotickym stresdm (mraz, suchoyvystaveni &kym kowim atd.), které vedo
k tvorbé ROS. Navic Laskorbat regeneruje lipofilni antioxidala-tokoferol za-
chromanoxylového radikal[46][47]

Déle L-AA pini funkd enzymového kofaktorypro enzymy, které jsou obet
mono nebo dioxygenasy, obsahujici Zelezo neldd” ma aktivnim mist a které

potrebuji L-askorbovou kyselir pro udrzeni kovoveho ionturedukovan forme (nag.
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je kofaktorem pro prolyl a lysylhydroxylasycastnici se syntézy hydroxyprolinu a
hydroxylysinu). [46][49]

L-AA je dobfe znama jakoin vitro donor elektrofi pro fotosynteticky a
mitochondrialni elektronovy transport. Podili setwarbé oxalatu a tartratu, na které

muze byt roz&pena. Mimo jiné ovlisiuje | burécné dleni, rist a dobu kveteni rostlin.
[46][47]
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzity material, pistroje, ponkcky

4.1.1 Rostlinny material

Ke vSem experimeiin uvedenym v této diplomové praci byla poustgleta

suspenzni kulturdrifolium pratensd.. (varieta Sprint).

4.1.2 Chemikalie

* 6-benzylaminopurig., Lachema, Brno

» Dihydrogenfosforénan sodny., Lachema, Brno

» Dusknan draselnyp.a, Lachema, Brno

» Ethanol 96%, Lachema, Brno

» Edetan disodny., Lachema, Brno

* Chloramin B, Lachema, Brno

e Chlorid kobaltnatyp.a, Lachema, Brno

* Chlorid pyridoxinia¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
» Chlorid thiaminia¢., Koch-Light Laboratories, Colnbrook
* Chlorid vapenatyp.a, Lachema, Brno

» Jodid draselny.a, Lachema, Brno

» Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctov&, Lachema, Brno

» Kyselina abscisové., Sigma-Aldrich, Praha

» Kyselina askorbové., Sigma-Aldrich, Praha

» Kyselina boritg.a, Lachema, Brno

» Kyselina chlorovodikova@.a, Lachema, Brno

* Kyselina mravedi bezvodg.a, Lachema, Brno

» Kyselina nikotinov&., Lachema, Brno

» Kyselina octova bezvodaa, Lachema, Brno

» Kyselina octova ledova.a, Lachema, Brno

» Kyselina $avelovas., Lachema, Brno
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Methanolp.a, Lachema, Brno
Molybdenan sodnp.a, Lachema, Brno
Myoinositol ¢., Sigma, St. Louis
Sacharosa.a, Lachema, Brno

Siran amonny.a, Lachema, Brno
Siran heéecnatyp.a, Lachema, Brno
Siran manganaty.a, Lachema, Brno
Siran iéd’natyp.a, Lachema, Brno
Siran zinénatyp.a, Lachema, Brno

Siran Zeleznatg.a, Lachema, Brno
Pristroje a pomicky

Analytické vahy A 200S, Sartorius, Gottingen

Autoklav PS 20A, Chirana, Brno

Box s laminarnim proughim Fatran LF, Zilina

Horkovzdusny sterilizator HS 31A, Chirana, Brno

Chromatografickd sestava Jascoerpadlo PU-2089, detektor MD-2015,
autosampler AS-2055), Merck, Darmstadt

Kolona LiChrosper RP — 18 250x4ufB) s gedkolonkou, Merk, Darmstadt
Roler, Vyvojové dilny AVCR, Praha

Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Cang®id

Tiepaka Unimax 2010, Heidolph

Vodni lazés KL — 1, Laboratorni fistroje, Praha
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4.2 Kultivace explantatove kultury

4.2.1 Kultiva éni nadoby a nastroje

Pro kultivaci explantatovych kultur bylo pouzitodudbi z varného skla ztlay
SIAL (material dostat@¢ odolny wa¢i vodé, chemikaliim a rozdilm teplot), které
vyhovuje poZadavikm pro praci s tkiéovymi kulturami.

Suspenzni kultury byly kultivovany ve 250ml varnyehikach ze skla SIAL.
Kovové nastroje (pinzety, skalpely) byly oplachn@§% ethanolem a po zabaleni do
hlinikové folie sterilizovany 2 hodinyipteplo 200 °C v horkovzduSném sterilizatoru.

Pipety byly sterilizovany v hlinikové folii 15 mipri teplot 121 °C v autoklavu.

4.2.2 Priprava zivného média

Pro kultivaci suspenznich kultufrifolium pratenseL. bylo pouZito Zivné

médium podle Gamborga (B5) nasledujiciho slozetit [5

Tab. 3 SloZeni Zivného média

KNOs 2 500,00 mgt
CaCb . 2H,0 150,00 mgt
MgSQ;, . 7H,0 250,00 mgt
(NH.)2SO, 134,00 mg:f
NaH,PQ; . H,0 150,00 mg:t
FeSQ.7 HO 27,84 mg:f
NaEDTA 37,34 mgit
Kl 0,75 mg.I"
H3BOs 3,00 mg.I'
MnSQ, . H,O 10,00 mg:f
ZnSQ, . 7 B0 2,00 mgf
NaMoO; . 2 HO 0,25 mg.f
CuSQ .5 H0 0,025 mg:f
CoChL . 6 HO 0,025 mgif
myoinositol 100,00 mg
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kyselina nikotinova 1,00 mg'|
pyridoxin 1,00 mg:t
thiamin 10,00 mgt
sacharosa 30 000,00 mbll

Jako stimulatortstu byla pouzita kombinace kyseliny 2,4-dichlorfeyactové

(2 mg.I") s 6-benzylaminopurinem (2 mg)! [28]

Jednotlivé substance byly navazeny na analyticksaitach, v gipac nizkych
koncentraci pipetovany ze zasobnich roltoR/Sechny latky byly rozpusty
v destilované vo#l v odnerné baice na 1 000 ml a dopiné destilovanou vodou po
znaku. AZ poté byly pidany ristové stimulatory. Zivné médium bylo rageno po 25
ml do varnych bagk. Baiky byly uzaweny hlinikovou folii a sterilizovany v autoklavu
15 minut g teplog 121 °C a tlaku 0,1 MPa.

4.2.3 Pasazovani a kultivace

Pasazovani bylo provédo v aseptickém boxu s laminarnim préuoign, jehoz
prostor byl vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vyga minimal& 1 hodinu germicidni
z&ivkou. Po celou dobu subkultivace byly zachovatigme aseptické podminky a bylo
pouzivano sterilni sklo a nastroje.

Suspenzni kultura byla kultivovana ve varnychikgeh na médiu podle
Gamborga na pomalébném roleru fi teplo& 25 °C a swtelné period 16 hodin s¥tlo
/ 8 hodin tma. Pasazovani bylo pro#ad vzdy po 14 dnechipnesenintasti narostlé

suspenze do bak scéerstvym médiem. [28]
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4.3 Elicitace

Elicitace byla provéagha roztoky kyseliny abscisové a kyseliny askorbové
ttech fiznych koncentracicte{= 5 pmol.I"*, ¢, = 50pmol.I*acs = 500pmol.I™).

Ve 21. dni kultivace byla provedena elicitadgedanim 1,0 ml elicitoru fislusné
koncentrace Kk suspenzni kuku za aseptickych podminek v boxu s laminarnim
proudtnim vzduchu. Ke kontrolnim kulturam bytigan 1,0 ml destilované vody.

K experimentu bylo vyuzito 72 kulti¢aich bagk s explantatovou kulturou.
Soubor 8 batk bez elicitoru slouzil jako kultura kontrolni. Dostatnich 64 batk byl
napipetovan vzdy 1,0 ml elicitoru diplusné koncentraci. Poté byly elicitované kultury
kultivovany za jiz uvedenych podminek.

Po 6, 24, 48 a 168 hodinach aplikace elicitoru bglcitované kultury
odebirany. Odéry kontrolnich kultur byly provedeny po 6 a 168 hwth. Buiky
suspenzni kultury byly odteny od kultiv&niho média filtraci za snizeného tlaku a
suseny p laboratorni teplat

U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni obsauofioich dle CL 2009 a

stanoveni isoflavonoidpomoci HPLC.

4.4 Stanoveni obsahu flavonoid

4.4.1 Princip stanoveni

Obsah flavonoitl se stanovi spektrofotometricky po reakci s roztokeseliny

borité a kyseliny Zavelové v kyselits mraverti bezvodé. [52]

4.4.2 Postup stanoveni

Zakladni roztok 0,200 g — 0,400 g praskované suspenzni kulturyes@50ml
baice smicha se 40 rihu R 60% (V/V)a zaliiva se 10 minut ve vodni laznii 0 °C,
za castého praepavani. Po ochlazeni se Zfiltrujgep choméek vaty do 100ml
odmerné baiky. Choméek vaty se vlozi ke zbytku drogy ve 250mhbe, Fida se 40

ml lihu R 60% (V/V)a zaliiva se 10 minut ve vodni lazniipe0 °C, zacastého
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protrepavani. Po ochlazeni se Zfiltruje do téZe &dén baiky. 250ml baka i filtr se
promyji lihem R 60% (V/Va promyvaci tekutina seiga do odmnirné baiky. Spojené
roztoky se gedilihem R 60% (V/Vha 100,0 ml a roztok se Zfiltruje.

ZkouSeny roztoks,0 ml z&kladniho roztoku se odpa baice s kulatym dnem za

snizeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8mii objemovych dil methanolu
R a kyseliny octové ledové RO + 100) a fevede se do 25ml odiimé baiky. Baika

s kulatym dnem se promyje 3 ml &nobjemovych dil methanolu Rakyseliny octové
ledové R(10 + 100) a promyvaci tekutina siepede do téze odfimé baiky. K tomuto

roztoku se fida 10,0 ml roztoku, ktery obsahu§gselinu boritou R25,0 g/l) akyselinu

&avelovou R(20,0 g/l) vkyseli® mraveri bezvodé Ra Zedi sekyselinou octovou
bezvodou Ra 25,0 ml.

Kontrolni roztok 5,0 ml zakladniho roztoku se odpwa baice s kulatym dnem za
snizeného tlaku do sucha. Zbytek se rozpusti v 8misi objemovych dil methanolu
R a kyseliny octové ledové R0 + 100) a fevede se do 25ml odimé baiky. Baika
s kulatym dnem se promyje 3 ml &nobjemovych dil methanolu Ra kyseliny octové
ledové R(10 + 100) a promyvaci tekutina seepede do téze odfimé baiky. K tomuto
roztoku se fida 10,0 mlkyseliny mravedi bezvodé Ra Zedi sekyselinou octovou
bezvodou Ra 25,0 ml.

Po 30 minutach se &fi absorbance zkouSeného roztokii 410 nm proti
kontrolnimu roztoku.
Obsah flavonoitl v procentech, vyjd@no jako hyperosid (GH20012) se
vypccita podle vzorce:
A.1,235
M

vV némz znd&i:
A — absorbanci roztoku v maximaig10 nm
M — hmotnost zkouSené kultury v gramech.

Specificka absorbance ma hodnotu 405.
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4.5 Stanoveni obsahu isoflavonaid

Methanolové extrakty suspenzni kultdrsifolium pratensd.. byly zkouSeny na
piitomnost isoflavonoitl. Stanoveni daidzeinu, genisteinu, genistinu, forometinu a
biochaninu A bylo provatho vysokodinnou kapalinovou chromatografii

s fluorimetrickou detekci. [53]

4.5.1 Princip stanoveni

Vysokoinna kapalinova chromatografie (HPLC) je separanetoda zaloZena
na rozdilu v distribuci latek mezi dwnemisitelné faze. Mobilni fazi je kapalina, ktera
prochazi kolonou napénou fazi stacionarni. Hnaci mechanismus sépéra procesu
je opakované rozdbvani analytu na rozhrani obou fazi. Jsou vyui@elSechny mozné
mechanismy separace — adsorpce, doxdni na zaklagl rizné rozpustnosti, iontova
vyména, molekulo¢ sitovy efekt nebo specificka interakce v afinithiromatografii.
[54]

4.5.2 Pr¥iprava vzorku

Asi 0,200 — 0,4000 g upraskované kultury se ve 1Qfmiice smicha s 15 ml
methanolu 80%a extrahuje se 30 minut na vodni lazni podtmgm chladéem. Po
ochlazeni se Zfiltruje fips maly chom&k vaty do 25ml od#rné baky. Chomdek
vaty se vlozi ke zbytku kultury ve 100mliz®, gida se 15 mimethanolu 80%a
extrahuje se je§tednou 20 minut na vodni lazni podéapym chladéem. Po ochlazeni
se Zfiltruje do téZe odémné baiky a spojené extrakty sdéedi methanolem 80%a 25,0
ml. Roztok se fevede pes mikrofiltr do vialek a analyzuje se metodou HPLC
Identifikace obsahovych latek se provede porovnamétertnich casi a spekter

piislusnych pik se standardy.
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4.5.3 Parametry HPLC analyzy

Chromatograf Jasco (autosampler AS-2055 Pkexpadlo PU-2089 Plus,
detektor MD-2015, MD-2020)
Kolona Kolona LiChrosper RP-18 (250 x 4 mm, velik¢astic S5um)

s ochrannouigdkolonkou
Objem néstiku: 20 pl
Mobilni faze faze A: methanolovy roztok kyseliny o-fosféné (0,15% m/v)

faze B: vodny roztok kyseliny o-fosfairee (0,15% m/v)

Eluce mobilni faze probihala néjde gradiento¢. V ¢ase t = 0 bylo
sloZzeni 30 % methanolu a 70 % vodyase t = 9 min 80 % methanolu a 20 %
vody. Nasledoval&sokratickaeluce stejnym sloZzenim @asu t = 15 min.
Standardy genistin, genistein, daidzein, formononetin, baain A
Pratok 1,1 ml/min.

Detekce DAD Jasco MD-2015, = 200-650 nm,
vyhodnoceno # vinové délce 260 nm

Obsah vSech latek byl kvantifikovan matematickoutadeu normalizace a

porovnanim s kalibkai kiivkou vytvorenou pomoci extegnméreného standardu téze

latky.

42



4.6 Statistické zpracovani vysledk

Ziskané vysledky obsahu flavonéidve sledovanych kulturacArifolium
pratensel. byly statisticky vyhodnoceny na zakkad-testu (test vyznamnosti rozdilu

dvou pfiméra), pro zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05.

Aritmeticky pr amér

X = Xj

S|

n
i=1

Smérodatna odchylka

n

1 )2

s = HZ(xi - X)
i=1

n ... rozsah souboru
Xi ... nangétrené hodnoty
X ... aritmeticky pamer

S ... snérodatna odchylka

T-test

|X1 — X, nn,(ng + ny, — 2)

\/Tl1$12+ Tl2522 nl + nz

t

t ... testovaci kritérium
X, ... aritmeticky ptimér kontrolniho souboru

X, ... aritmeticky pimér pokusného souboru
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n ...
n ...

pctet leni kontrolniho souboru
pciet éleni pokusného souboru
snerodatna odchylka kontrolniho souboru

snerodatna odchylka pokusného souboru

Testovacimu kritériuipslusit rozdsleni se stupgm volnosti ), vypaiitano dle

vzorcev=m+n—2
Vypoétend hodnota testovaciho kritérig e porovna sifslusnou kritickou
hodnotout(v), pro vypateny stupé volnosti (/) a zvolenou hladinu vyznamnosti)(

Je-li hodnotat] vétsi nez hodnota(v),, je rozdil |x; — X,| statisticky vyznamny na

hladiné vyznamnostip).

Pro d paralelni stanoveni obsahu plati, Zeégi@leni souboru kontrolniho a
pokusného souboru je shodmy= n, = 2a paet stuga volnostiv = 2.

Kriticka hodnota(v), pro p(0,05)= 3,182. [55]
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5 VYSLEDKY

5.1 Tabulky

Tab. 4 Obsah flavonoidl v suspenzni kulie Trifolium pratense.. (varieta Sprint) po elicitaciiznymi
koncentracemi kyseliny abscisové

Koncentrace X ELICITACE KONTROLA
Doba
kyseliny . | Pramérny Pramérny
_ | pusobeni Smérodatna Smeérodatna | T-test
abscisové obsah obsah
1 (hod) odchylka odchylka
(nmol.I) (%) (%)
6 0,065 0,006 0,087 0,026 0,81p
. 24 0,080 0,007 0,087 0,026 0,24k
C =
' 48 0,063 0,008 0,087 0,026 0,86]L
168 0,064 0,01 0,085 0,01 1,42p
6 0,078 0,03 0,087 0,026 0,214
50 24 0,094 0,03 0,087 0,026 0,21p
C =
? 48 0,065 0,004 0,087 0,026 1,00P
168 0,075 0,011 0,085 0,01 O,59h
6 0,124 0,009 0,087 0,026 1,39p
24 0,117 0,004 0,087 0,026 1,18[9
cz = 500
48 0,091 0,017 0,087 0,026 0,15
168 0,060 0,002 0,085 0,01 2,41B
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Tab. 50bsah flavonoidl v suspenzni kulie Trifolium pratense.. (varieta Sprint) po elicitaciiznymi
koncentracemi kyseliny askorbové

Koncentrace . ELICITACE KONTROLA
Doba
kyseliny . | Pramérny Pramérny
_ | pasobeni Smérodatna Smérodatna | T-test
askorbové obsah obsah
1 (hod) odchylka odchylka
(nmol.I"™) (%) (%)
6 0,068 0,016 0,087 0,026 0,59p
. 24 0,086 0,006 0,087 0,026 0,00|7
Ci =
' 48 0,091 0,053 0,087 0,026 0,08p
168 0,105 0,055 0,085 0,01 0,37p
6 0,046 0,001 0,087 0,026 1,56y
- 24 0,072 0,021 0,087 0,026 0,41B
C =
’ 48 0,089 0,013 0,087 0,026 0,11p
168 0,074 0,001 0,085 0,01 1,03p
6 0,078 0,002 0,087 0,026 0,29p
24 0,086 0,01 0,087 0,026 0,00p
c3 =500
48 0,060 0,004 0,087 0,026 1,01
168 0,060 0,04 0,085 0,01 0,604
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Tab. 6 Obsah isoflavonoillv suspenzni kulfie Trifolium pratense.. (varieta Sprint) po elicitaci
raznymi koncentracemi kyseliny abscisové

Koncentrace| Doba Obsah isoflavonoidi
kyseliny | pasobeni] (%)
abscisové (hod)
P genistin] daidzein] genistein| formononetin | biochaninA
(umol.I™)
6 0,02 - - - -
24 0,02 - - - -
c1=5
48 0,01 - - - -
168 0,01 0,01 - - -
6 0,01 - - - -
24 0,01 - 0,01 - -
c, =50
48 0,01 - 0,01 - -
168 0,01 - 0,01 - -
6 0,09 0,02 0,05 - -
24 0,02 0,01 0,01 - -
cz = 500
48 0,01 0,02 - - -
168 - - - - -
6 0,01 0,01 - - -
24 0,01 0,01 - - -
kontrola
48 0,01 0,01 - - -
168 0,01 - - - -
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Tab. 7 Obsah isoflavonoillv suspenzni kultie Trifolium pratensel.. (varieta Sprint) po elicitaci
raznymi koncentracemi kyseliny askorbové

Koncentrace| Doba Obsah isoflavonoidi
kyseliny | pasobeni] (%)
askorbova (hod)
P genistin] daidzein] genistein| formononetin | biochaninA
(umol.I™)
6 0,02 - - - -
24 0,02 - - - -
c1=5
48 0,05 - - - -
168 0,08 0,02 - - -
6 - - - - -
24 0,01 - - - -
c, =50
48 0,01 - - - -
168 0,03 - - - -
6 0,01 - - - -
24 0,05 - - - -
cz = 500
48 0,01 - - - -
168 - - - - -
6 0,01 0,01 - - -
24 0,01 0,01 - - -
kontrola
48 0,01 0,01 - - -
168 0,01 - - - -
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5.2 Grafy

Graf 1. Obsah flavonoid v suspenzni kulite Trifolium pratensd.. (varieta Sprintpo elicitacikyselinou
abscisovou
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Graf 2. Obsah flavonoid v suspenzni kultte Trifolium pratensd.. (varieta Sprintpo elicitacikyselinou
askorbovou
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Graf 3. Obsahisoflavonoidu genistinu suspenzni kultie Trifolium pratense.. po elicitacikyselinou
abscisovou
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Graf 4. Obsah isoflavonoidu genisti v suspenzni kuliie Trifolium pratense.. po elicitacikyselinou
askorbovou
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6 DISKUZE

VySSi rostliny jsou dlezitym zdrojem potravin, i@va, vlakniny, olaj, ale
poskytuji i nejbohatSi vy prirodnich latek, z nichz mnohé jsou vyuzivany venacii
a medicig. Odhaduje se, Ze asietina vyralnych I&ivych pripravki obsahuje
biogenni latky rostlinnéhotpodu nebo z nich ziskané derivaty. Jednou z mo¥rjakt
ziskat pozadované rostlinné latky, je vyuZziti rostych explantatovych kultur.
Vzhledem ktomu, Ze aZz na vyjimky je charakterigtta problémem kultivace
rostlinnych explantdt v kulturachin vitro nizka produkce sekundarnich metaliolit
jeden ze zfisohi, kterym je mozné dosahnout zvySeni produkce seékmich latek, je
metoda elicitace.

Elicitace rostlinnych kultur zacglem zvySeni produkce sekundarnich latek je
v soutasné dob studovana fedevsim pro svoji jednoduchost. Navic se jedna todoe
ekonomicky vyhodnou bez velkych natokia prostory. Zakladnim iedpokladem
auspsné elicitace je mimo jiné nalezeni vhodného elioit jeho koncentrace a
optimalni doby jeho {sobeni na rostlinnou kulturm vitro. Elicitor stoji na poatku

vSech obrannych reakci jako sp@asfaktor. [56]

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv potéalaich elicitofi — kyseliny
abscisové a kyseliny askorbové na produkci flavdin@ isoflavonoid v suspenzni
kultuie Trifolium pratensd.. (varieta Sprint).

Pii experimentu byly zkou$enyi trizné koncentrace obou elicito(5 pmol.I™?,

50 umol.I" a 500 umol.I"), které byly zvoleny vrozmezi koncentraci obvykle
pouzivanych uéchto typi elicitori. [57-60][62] Sledované dobyapobeni elicitok (6,
24, 48 a 168 hodin) vychazely z poznajk provedenych pokusa z publikovanych
Gdaji, které udavaji zvySeni produkce sekundarnich moétabv pribéhu rekolika
hodin az dni poifdani elicitoru. [61-63] Kontrolni vzorky byly odétiny po 6 a 168
hodinach, nehl jejich produkce se v takto kratkyatasovych intervalech vyznarén
neneni. [62]

Elicitace suspenzni kultury byla prowdih za aseptickych podminek v boxu
s laminarnim prouthim vzduchu ve 21. dni kultivace, ktery byl zjistna zaklad

piedchozich pokus jako optimalni. [28] Po uplynuttasovych intervdi aplikace
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elicitoru byly buiky suspenzni kultury sklizeny, o#fldny od kultiv&niho média filtraci
za snizeného tlaku a suSeny laboratorni teplat U vSech vzork bylo provedeno
fotometrické stanoveni obsahu flavonbidle CL 2009 a stanoveni isoflavondid

HPLC s fluorimetrickou detekci.

Z vysledki elicitace suspenzni kulturyrifolium pratensel. (varieta Sprint)
roztokem kyseliny abscisové(Tab. 1, Graf 1) vyplyva, Ze ve vSech sledovanych
casovych intervalech nedoSlo ke statisticky vyznamnevySeni produkce flavondid
Maximalni obsah flavonoid (0,125 %) byl zaznamenan po 6 hodinovétsgbeni
nejvys$si koncentrace 50Qmol.I*. DoSlo k néalistu o 43 %, av3ak v porovnani
s kontrolni kulturou se nejednalo o statistickyvgmnou hodnotu. S délkou aplikace se
pozitivni vliv dané koncentrace post@penizoval. Pimérny obsah po 24 hodinové
aplikaci byl 0,118 %, po 48 hodinach 0,092 %, cdpavida zvySeni 0 35 % a 5 %.

U Z&adné jiné pouZzité koncentrace kyseliny abscisoe@ylo zjiS¢éno zvySeni
obsahu flavonoil V porovnani s kontrolni skupinou dosSlo dokoncen¢kterych

piipadech i k poklesu syntézy flavonaid

Po elicitaci roztokenkyseliny askorboveé (Tab. 2, Graf 2.) nedoslo taktéz u
vétSiny vzorki k zavratnému zvySeni produkce sledovanych metabdie vysledk
byl patrny pozitivni vliv nejniz&i koncentrace Bnol.I"}, ktery se s délkou aplikace
zvySoval. Maximalniho obsahu flavon@id0,106 %) bylo pak dosazeno po 168
hodinovém fsobeni elicitoru. Ve srovnani s kontrolni kulturee jednd o zvysSeni
produkce o 22 %, které vSak neni statisticky vyzamamK mirnému, statisticky
nevyznamnému, vzestupu doslo u téZze koncentracg8puodinoveé aplikaci, kdy byl
rozdil v obsahu 4 %.

Koncentrace 5Qumol.I* a 500umol.I* nevedly ve ¥t$ing ¢asovych interva
k pozitivnimu ovlivréni produkce flavonoii s vyjimkou 50umol.I* koncentrace po 48
hodinové aplikaci, kdy bylo zaznamenano zvySenabbsianych metabalito 3 % bez

statistické vyznamnosti.
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Metodou HPLC byla sledovana produkce isoflavofoidl pripack kontrolni
kultury byly po 6 hodinach stanoveny dvaéti jsledovanych isoflavonoid— genistin a
daidzein. Po 168 hodinach byl prokadzan uz pouzestgen(Tab. 3).

Pozitivre se projevila 6 hodinova elicitace kyselinou ab®eoigi nejvyssi
koncentrace 50Qmol.I", pi niz doslo ke zvySeni obsahu genistinu 0 800 %lzanu
0 100 % a navic byl identifikovan genistein v mnoi8,05 %. Na zakladvyslednych
hodnot pak byla zaznamenana klesajéniiost tohoto stresorucasem elicitace. P24
hodinovém intervalu uz bylo zvySeni u genistinu gA00 %, p 48 hodinach nebyl
zaznamenan zadny 18t a po 168 hodinach nebyl genistin identifikovédibec Graf
3.). U zbyvajicich dvou isoflavonaidbyl néfist uZz jen v obsahu daidzeinu po 48
hodinach elicitace a u genisteinu po 24 hodinach.

Vzestup genistinu 0 100 % byl zjst pri 6 a 24 hodinové aplikaci nejnizsi
koncentrace fimol.I* kyseliny abscisové.

Koncentrace 5@mol.I" pak stimulovala tvorbu genisteinusase 24, 48 a 168
hodin.

U kyseliny askorbové byl maximalnicibek dosazen vifpac nejnizsi
koncentrace po 168 hodinové aplikaci, ktery segwibgvySenim produkce genistinu o
700 % Graf 4.). Dle vysledk bylo vypozorovano, Ze pozitivni vliv stoup&asem.

Obsah daidzeinu naopak té&hve vSecktasovych intervalech klesl na nulu.

Z ¢lanka publikovanych v odbornych periodicich Ize potvrgibzitivni vliv
kyseliny abscisové i kyseliny askorbové jako stiéwoii produkce sekundarnich
metabolifi.

Kyselina abscisova se jako @Spy stresor projevila vékolika experimentech.
Piikladem je zvySeni produkce paklitaxelu suspenzuitukou Taxus chinensis
Testovano bylo vice koncentraci. Vysoka tvorba litmdelu byla zaznamenana po
pridani 5 mgT ABA. Jednalo se té#i o pstindsobny nérst obsahu oproti kontrole.
Avsak nejvyssi produkce sledovaného metabolituatagto kombinaci 5 mgtIABA

s 20 mg.T methyljasmonatu. [58]
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V dalsi studii doSlo po elicitaci kyselinou abseiso k navySeni fenolickych
kyselin a karotenoid v listech hlavkového salatl dctuca satival.), ¢imz stouply
antioxidani vlastnosti rostliny. Stimutaé pasobila koncentrace 1Q0mol.I'. [57]

ABA pusobila pozitivie i v piipad stimulace produkce reserpinu rostlinnou
kulturou Rauwolfia serpentind. V experimentu bylo vyuzitofedpokladu, ze se ABA
podili na penosu signalu ip pasobeni stresovych fakibra reguluje expresi gén
Gcastnici se biosyntézy indolovych alkakbidDptimalni koncentrace ABA zde byla 0,1
mmol.r. [64]

Ve vyzkumu publikovaném v roce 2012 doslo pad@ni kyseliny abscisové
(100 pmol.IY) k pozitivni znénd v obsahu hyoscyaminu a anisodinu (daturaminu)
v kofenech rostlinyAnisodus acutangulugXedevsim mnozstvi anisodinu po 24 a 96

hodinové aplikaci dosahlaskolikanasobného zvyseni. [65]

Prikladem uspSné elicitace kyselinou askorbovou je experimergiggaeny
vroce 2010, kde byla tato kyselina zkouméana jaktemcialni elicitor pro zvyseni
produkce glycyrrhizinu buignou kulturou Abrus precatoriusLinn.. V pokuse bylo
pouZito ot vice koncentraci (1 aZz 100 m).| 3,6nasobny nést obsahu glycyrrhizinu
byl zaznamenanip pouZiti kyseliny askorbové o koncentraci 50 mg$tresor byl
pifidavan k 18denni kulte a vyhodnoceni probihalo po 48 hodinach. Dle éutoé
askorbova kyselina imosny efekt ve smyslu akumulace glycyrrhizinu diky
antioxida&nim vlastnostem. [60]

V dalSi studii byla askorbova kyselina vybrana jationulator tvorby vasicinu
v bunséné kultire Adhatoda vasicdL.). Nej&inngji se projevila koncentrace 10 mig.|
kdy doslo ke zvySeni obsahu vasicinu na 0,284 Y%oMvnani s kontrolni kulturou
(0,121 %) se jednalo o zvySeni o 134,7 %. Vy3Sickotrace (20 a 50 mg)l nebyly
vice (tinné, na druhou stranu vedly ke zvySeista bugéné biomasy. Conklin (2001)
uvedl, Ze askorbova kyselina hraje roli v syntézeétnych stén, obrag burgk a
pravdépodobré v burgeéném dleni. Pozitivni efekt je afi pripisovan antioxidéni
aktivité. [59]

Jako uspsny elicitor se kyselina askorbova ukazala i vaistpublikované
v Journal of Food Biochemistry v roce 2007. Vyzkuka@zal, Ze askorbova kyselina je

efektivni elicitor pentdsofosfatového cyklu (PPPg wyhoncich bobu obecného
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naklicenych ve tm. ZvySila syntézu pro zdravi pragmych fenal a L-
dihydroxyfenylalaninu, ktery je vyznamny k& Parkinsonovy nemoci. O kysedin
askorbové jako butném metabolitu je znamo, Ze hraje svou r¢hdm biotického i
abiotického stresu, proto byla pouzita k napodolstrésové odpadi s cilem zvysit
syntézu fenolickych sldnin. Z testovanych koncentraci vedla pouze je868 (ng.l
Y Kk nejvyssi fenolické produkci. Do$lo k Sestingséipu zvySeni v porovnani
s kontrolou. Druhadinna koncentrace byla 250 my.l0bsah L-DOPA byl po elicitaci
témito dwma koncentracemi hned prvni den vyznamavySen, avSak postupn

dochéazelo k poklesu vidledku vyuZziti jeho prekursiik produkci volnych fendl. [66]

56



7 ZAVER
Vysledky této prace mohou byt shrnuty nasledovn

1. Nejvyssi obsah flavonoid (0,125 %) vyprodukovanyctyiletou suspenzni
kulturou Trifolium pratensd.. varieta Sprint, po pouziti kyseliny abscisoak&qg
elicitoru, vyvolala 6 hodinovéa aplikace jejiho rokti o koncentraci 50@mol.I
!V porovnani s kontrolni kulturou se v8ak nejednal statisticky vyznamné

zvySeni produkce.

2. NejvysSi obsah flavonoid (0,106 %) vyprodukovanytyiletou suspenzni
kulturou Trifolium pratensd.. varieta Sprint, po pouZiti kyseliny askorboa&q
elicitoru, vyvolala 168 hodinova aplikace jejihatoku o koncentraci pmol.I
!V porovnani s kontrolni kulturou se v$ak nejednal statisticky vyznamné

zvySeni produkce.

3. Metodou HPLC byl sledovan obsah isoflavorioid/ kontrolni kultde byly
identifikovany pouze genistin a daidzein. Po pdukitseliny abscisové jako
elicitoru se projevila neftinngji 6 hodinova aplikace nejvyssi koncentrace 500
umol.I't. Do$lo ke zvySeni obsahu genistinu o 800 %, dadzeil00 % a navic

byl detekovan genistein v mnozstvi 0,05 %.

4. Vliv kyseliny askorbové jako elicitoru na obsahfiagonoidi byl nejvice patrny
po 168 hodinové aplikaci nejnizsi koncentracgnsol.I'!, kdy nastalo zvyseni
obsahu genistinu o 700 %. Mimo to byl detekovandzian o obsahu 0,02 %,

ktery v tomtocase nebyl v kontrolni kulte identifikovan vibec.

5. Pozitivni vliv obou elicito, ve svych nej€inngjSich koncentracich, se projevil
shodré na obsah flavonoidi isoflavonoidi. Elicitace kyselinou abscisovou (500
umol.I") vedla k nejvy$8imu obsahu flavonbic isoflavonoid po nejkratsi
dobs aplikace a déale jejich obsah klesal. U kyselinkoasové (5umol.I") se
stimulani schopnost s délkou aplikace zvySovala. Shdayla pak produkce

flavonoidi i isoflavonoidi nejvysSi po 168 hodinové elicitaci.
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