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2. ABSTRAKT

Studie byla zaméfena na zvySeni produkce sekundarnich metaboliti v in vitro
kultufe Genista tinctoria L. prostfednictvim elicitoru. Byly pouzity rizné koncentrace
elicitoru — oxidu selenic¢itého k ovlivnéni hladiny isoflavonoidi vyskytujici se v téchto

kulturach.

Pokus byl provadén na kalusovych a suspenznich kulturach v MS zivném médiu
suplementovaného rastovym reguldtorem — 10 g " NAA (a-naftyloctové kyseliny).
Elicitor byl ptidan ve form¢ roztoku v koncentraci 9,012.10'3 mol 1"%: 9,012.10* mol I
2 9,012.10° mol I'". Kultury byly vystaveny piisobeni elicitoru po dobu 6, 12, 24, 48, 72
a 168 hodin. Obsah isoflavonoidi v susin¢ i médiu byl zhodnocen prostiednictvim

HPLC analyzy.

Nejvyznamnéj$i produkce v kalusové kultufe byla zaznamenidna u genistinu
(6,20mg g* DW, 8,30 mg g* DW) pii koncentraci elicitoru 9,012.10* mol I*
29,012.10° mol I" po 168 h. Druhy nejvyznamngjdi narGst obsahu genistinu
5,20 mg g DW byl zaznamenan pii pouzité koncentraci elicitoru 9,012.10"* mol I po
6 h. Obsah genisteinu, daidzeinu a formononetinu v kalusové kultufe nebyl vyznamné
zvySen a ve vetSiné vzorcich doSlo k nulovému narustu oproti kontrole. Obsah

biochaninu A byl nulovy oproti kontrolnim vzorktm.

V suspenzni kultufe byl nejvyznamnégjsi nartst zjistén u daidzeinu. NejvySsi narlst
(37,10 mg g DW) byl naméfen po ofetieni elicitorem pii pouzité koncentraci
9,012.10° mol I a 9,012.10° mol I po 24 h. Dal§i vyznamny nérist daidzeinu
(11,30 mg g* DW) byl zaznamenan pii pouziti koncentrace elicitoru 9,012.10° mol I
29,012.10° mol I po 12 h. U obsahu genistinu byl zaznamenan vyznamny nardst
pfedev§im v &asech 24 h pii koncentraci 9,012.10° mol I'* (15,2 mg g™* DW ), 168 h pii
koncentraci 9,012.10™ mol I'* (9,5 mg g™ DW) a 48 h pii koncetraci 9,012.10°° mol I
(10,7 mg g™ DW). U genisteinu nebyla zjiiténa zadna produkce po aplikaci elicitoru.
Obsah formononetinu byl zvySen minimdlné a u biochaninu A byly opét zjistény
predevsim nulové hodnoty.

Isoflavonoidy se do zivného média nevylucovaly. Oxid seleni¢ity muze byt

doporucen jako efektivni elicitor ke zvySeni obsahu isoflavonoidi — genistinu

Vv kalusovych a suspenznich kulturach a daidzeinu v suspenznich kulturach.



3. ABSTRACT

The study is aimed to enhance in vitro production of secondary metabolites in
Genista tinctoria L. via elicitor treatment. The different levels of elicitor concentration —
selenium dioxide were utilized to affect the quantity of isoflavonoids occurred in
cultures.

Experiment was perfomed in callus and suspension cultures on MS nutrient media
supplemented with 10 g I"* of NAA (a-naphtylacetic acid) as growth regulator. The
elicitor was added in the form of solution in concentrations of 9,012.10° mol I
9,012.10"* mol I and 9,012.10° mol I™%. It was exposed for 6, 12, 24, 48, 72 and 168
hours. The content of isoflavonoids was determined by HPLC in dry weight (DW) and
medium.

The most effective production of genistin (6,20 mg. g™* DW, 8,30 mg. g™ DW)
in callus culture was measured. It was reached in concentrations of 9,012.10* mol I
and 9,012.10° mol I after 168 h elicitor treatment. The second most satisfactory
genistin level 5,20 mg g* DW was detected after elicitor application in concentration of
9,012.10* mol I"* after 6 h. The content of genistein, daidzein and formononetin in
callus culture was low and in the most cases equal zero compared to control samples.
The content of biochanin A was equal zero compared to control samples.

The most efficient daidzein production (37,10 mg g* DW) in suspension culture
was detected after elicitor treatment in concentrations of 9,012.10° mol I* and
9,012.10® mol I"* after 24 h. The second most abundant content 11,30 mg g™ DW of
daidzein was reached after selenium dioxide treatment in concentrations of 9,012.10°
mol I"* and 9,012.10™ mol I™* after 12 h. High production of genistin was observed in
concetration of elicitor 9,012.10° mol I* (15,2 mg g™ DW ) after 24 h, in concentration
9,012.10* mol I* (9,5 mg g™* DW) after 168 h and in concentration 9,012.10° mol I
(10,7 mg g DW) after 48 h. The content of genistein and biochanin A was equal zero
after elicitor aplication. Production of formononetin was very low.

Isoflavonoids were not released into nutrient media. Selenium dioxide can be
recommended to increase efficiently isoflavonoids production — genistin in callus and

suspension cultures and daidzein in suspesion cultures.



4. UVOD

Velké mnozstvi 1ékt vychézi z latek ptirodniho piivodu a i byliny samy o sob¢ hraji
vyznamnou roli v soudobé mediciné. Tyto latky maji rGzny potencial — nékteré se
vyuzivaji tradicné pii raznych onemocnénich bez jakéhokoli dikazu (vétSina
alternativnich postupit), jiné mohou pusobit jako velice G¢inna prevence onemocnéni

a soucast zivotniho stylu, dalsi jakou ucinna terapie zavazného onemocnéni.

Proto je v naSem zajmu ziskat co nejkvalitnéjsi produkt z rostlinného materialu v co
nejvét§sim mnozstvi, s minimalnimi néklady a i s co nejmensi ekologickou zatézi
souvisejici s péstovanim (napi. ziskani produktu nezatizené¢ho pesticidy) a vyrobou.
Jednou z cest jsou pravé biotechnologické metody, které ne vSechny tyto podminky
spliyji, ale maji sviij vyznam. Nemalou vyhodou konkrétné u kultury rostliny Genista
tinctoria L. je, ze jeji kultura produkuje pouze vyuzivané isoflavonoidy, nikoli

alkaloidy.®

Nevyhodou in vitro kultur je zatim niz$i produkce pozadovanych sekundarnich latek
oproti mate¢né rostlin€. Jednou z moznosti, jak zvysit tuto produkci, je metoda elicitace.
Principem této metody je d&j odehravajici se bézné v piirodé. Rostlina vystavena stresu
(infekce, klimatické podminky, t€zké kovy) zvySuje produkci sekundarnich metaboliti,

které vétSinou slouzi jako €inné ochrana.



5. ZADANI - CiL PRACE

Cilem prace bylo se seznamit s technikou kultivace rostlinnych kultur in vitro. Dale
zjistit vliv abiotického elicitoru selenu na produkci isoflavonoidi v kalusové a
suspenzni kultufe Genista tinctoria L. Na zakladé stanoveni obsahu jednotlivych
isoflavonoidi HPLC metodou zjistit, zda uvedeny elicitor v riznych koncentracich je

schopen ovlivnit produkci téchto obsahovych latek.



6. TEORETICKA CAST

6.1 Krucinka barviiska (Genista tinctoria L.)

6.1.1 Taxonomie a botanicky popis

Krucinka barvifské je taxonomicky fazena podle The International Plant Index
Database do &eledi Leguminosae (syn. Fabaceae). ® Anglicka synonyma pro rostlinu

G. tinctoria jsou Dyer's Greenweed, Common Woadwaxen, Broom. ©

Jedna se o jedovaty poloket vyskytujici se v Evropé a Asii )

, postradajici trny,
dosahujici vysky 20-60 cm. Ma sttidavé, lesklé, podlouhlé, kopinaté, ptisedlé, zelené
listy svirajici se stonkem uhel 45°, které jsou Ctyfikrat delsi, nez je jejich Sitka.
Kvétenstvi typu hrozen je slozené zjednotlivych Zzlutych kvétd, které jsou
oboupohlavné. Rostlina se nachdzi na neobdéldvanych travnatych plochich a
viesovistich, na Ziviny chudych, vapenitych nebo mirn& kyselych padach. © Plody jsou

desetisemenné lusky. )

Obrizek 1 Krudinka barvifska (Genista tinctoria L.) ©

Krucinka barviiska
Genista tinctoria L.



6.1.2 Pouziti

6.1.2.1 Terapeutické pouziti

V lidovém léCitelstvi se pouzivaji nezdfevnatélé Casti stonku, listy a kvetouci
nat’. Preparaty z G. tinctoria vykazuji diuretické, laxativni a cholagogni G¢inky. Tato
rostlina je pouzivdna pfi edémech, nemocech mocovych cest a ledvin, dné, zacpe,
stitevnich poruchach, krvaceni, nemocech jater a zlucniku. Déle se také vyuzivaji ucinky
sedativni a vasodilatacni pfi angioneurdze a migréné. Extrakt z Cerstvé nadzemni Casti
rostliny se pouzivd v homeopatii. Prepardty z této rostliny jsou také vyuzivany pii

onemocnénich §titné z1azy (analogicky jako thyreoidin).

6.1.2.2 Barveni

Nejvyznamnéjsi barvitskou rostlinou byl nejspiSe ryt barviisky (Reseda luteola).
Kru€inka barvifskd byla vSak také casto vyuzivanou rostlinou k barveni textilii
Vv riznych kulturach. Spolu se srpici barvifskou (Serratula tinctoria) mély ale predevsim
doplnkovy charakter. Flavony luteolin a apigenin, isoflavon genistein a jejich glykosidy
jsou zndmé barvici komponenty rodu Genista. ® Zluté barvivo kru¢inky barvitské bylo
napiiklad nalezeno v tak vyznamnych artefaktech z post-byzantské doby (16 — 19.
stoleti), jako jsou odévy nalezené na hofe Athos v klaStefe Xeropotamou. ®)

Obrazek 2 Textilie obarvena pomoci kru¢inky barvirské (10)
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6.1.3 Obsahové latky

Hlavnimi obsahovymi latkami krucinky barvifské jsou alkaloidy a flavonoidy.
Alkaloidy produkované touto rostlinou jsou cytisin, spartein, methylcytisin
aanagyrin.*? Suspenzni ani kalusové kultura neprodukuje alkaloidy.? Dale byly ve
studii zabyvajici se lipofilnimi slouceninami z kru¢inky barvifské zmapovany dalsi
slouceniny, a to: mastné kyseliny a jejich derivaty (triethyl orthoformat, ethylpalmitat),
terpenoidy (menthol, bornylacetat, anethol, hexahydrofarnesylaceton), diterpenové
alkoholy (phytol), fytosteroly (campesterol, stigmatosterol, y-sitosterol), saturované
hydrokarbony (pentakosan, heptakosan, oktakosan, nonakosan, triakontan, tritriakontan,
tetratriakontan, tetradekan), nesaturované hydrokarbony (4-methylpenten-2), olefiny
(dihydroactinidiolid, neophytadien), triterpenovy saponinovy derivat oleananu
(B — amyrin) a monoterepnicky lakton (loliolid), jenz vykazuje antitumorovou aktivitu.

Ve studii byla pouzita GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spektrometry). )
Pfedmétem zajmu této prace jsou isoflavonoidy — genistin, genistein,

bioachanin A, daidzein, formononetin.

Obrazek 3 Struktura isoflavonoida 2

Genistin: R! = glukosa, R? =R® =OH
Genistein: R* =R? =R® =OH
Daidzein: R? =R? = OH, R® =H

Formononetin: R =OH, R? = OCH3, R® =H

Biochanin A: R* =R® = OH, R? = OCH,

11



6.1.3.1 Flavonoidy, isoflavonoidy — biosyntéza

Isoflavonoidy, biologicky aktivni slouceniny znamé jako fytoestrogeny, spadaji
do skupiny flavonoidi. Flavnoidni stuktura je tvofena 2-fenylchromanovou strukturou,
zatimco isoflavonoidy jsou tvofeny 3-fenylchromanovou strukturou bez substituce
hydroxylové skupiny v poloze 2. Isoflavonoidy jsou odvozeny od flavonoidi
biosyntetickou cestou ptes liquiritigenin nebo naringenin. Cestou liquiritigeninu
vznikaji nami sledovany formononetin a daidzein. Cestou naringeninu genistein
a bioachanin A. ® Genistin je glykosid genisteinu. ¥

Obrizek 4 Biosyntéza isoflavonoidi
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6.1.3.2 Uginky isoflavonoidi

Tyto sekundarni metabolity ovliviiuji rizné biologické funkce skrze nékolik
cest. Jsou strukturné podobné estrogeniim a vykazuji estrogenni i antiestrogenni G¢inky
vrozlicnych tkdnich. Vysledky epidemiologickych studii zkoumajicich roli
isoflavonoidid v lidském zdravi jsou prozatim nejednozna¢né. Nekteré studie podporuji
nazor, Ze konzumace isoflavonoidi ma protektivni efekt na imunomodulaéni
mechanismy, kognitivni funkce, snizuje riziko n€kterych druhd rakovin, onemocnéni
kardiovaskularniho systému a ktze, osteopordzy, obezity a také piinasi ulevu od

menopauzalnich symptomii. Jiné studie zase naopak neprokazaly zadny efekt. (15)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosystems/96862#show=linkedbiosystems/biosystems_biosystems_linked

Toto potvrzuje i systematické review zroku 2015 shrnujici ucinky riznych
intervenci v prevenci rakoviny prostaty. 60 mg genisteinu po dobu 12 tydnG versus
placebo, 240 pg selenu + 570 mg silymarinu po dobu 6 mésicu versus placebo, séjovy
protein (kombinujici genistein, daidzein a glycitein) ve srovnani s kalcium kaseinatem
podavanym 24 mésicu. Slaba kvalita, variabilita v metodologii, nekonzistentni vysledky

komplikuji popis této zalezitosti. *©

U genisteinu a daidzeinu nebyla zjist€éna zadna souvislost s ovlivnénim
pubertalniho vyvoje u divek. Tyto dvé latky byly zachycovany v pribéhu pokusu jako

biomarkery z mogi. "

Ve studii zkoumajici antivirotické ucinky deseti ruznych flavonoidd proti
koc¢i¢imu kalciviru (FCV) a myS$imu noroviru (MNV), byl sledovan i G¢inek daidzeinu.
U davky 200 uM daidzeinu bylo pozorovano vyznamné snizeni titru FCV o 63,47
+ 9,82 %. Davka 50 uM daidzeinu snizila titr MNV 0 46,32 + 8,70 %. Po pfedchozim

oSetieni daidzeinem se prokézala anti-norovirova aktivita proti NMV a FCV. %

U genisteinu se v n¢kolika poslednich letech pracuje sjeho potencialnimi
chemoprotektivnimi U¢inky proti rakoviné. Ackoli estrogeny zvySuji riziko prsniho
karcinomu a genistein podporuje estrogen-pozitivni karcinom prsu, dlouhodoba
konzumace sdji (zdroj genisteinu a dalSich flavonoidll) se zda byt protektivni vuci
karcinomu prsu. Ale jsou potfeba dalsi studie, abychom porozuméli, pro¢ konzumace
s0ji béhem détstvi redukuje riziko karcinomu prsu. Zajimavosti je, Ze genistein
vyCerpava telomerazovou aktivitu v bunéénych liniich prsniho karcinomu a ma
synergicky efekt s inhibi¢nimi G¢inky tamoxifenu na estrogen-pozitivni buiiky prsniho
karcinomu. Vedle toho se ukazalo, ze genistein aplikovany samostatné na estrogen-
negativni buniky miize vyznamné obnovit expresi estrogennového alfa receptoru, stejné
tak jako asociace s inhibitory histonové desacetylazy a trichostatinem. Jiné studie
naznacuji, ze genistein modifikuje histonovou acetylaci v prsnim karcinomu. Proto se

zd4 byt genistein potencialni epigenetickou 1é¢bou prsniho karcinomu. 9

Ve studii, posuzujici vliv extraktu z G. tinctoria (GT) nebo methylparabenu
(MP) na histopatologické zmény a na dva biomarkery oxidativniho stresu u krys
subchronicky exponovanych bisfenolem A (BPA), byly zjistény piiznivé uéinky
extraktu z G. tinctoria. V pokusu byly pouzity u jednotlivych skupin krys koncentrace:
BPA 50 mg kg, BPA + GT 35 mg kg'nebo BPA + MP 250 mg kg™ po dobu 90 dni.

13



Byly odebrany vzorky plasmy, tkan¢ jater, ledvin, $titné zlazy, délohy, vaje¢niki a prsni
zlazy. Lipidova peroxidace a produkce hydroxylovych radikali byla hodnocena pomoci
histologické analyzy malondialdehydu a 2,3-dihydroxybenzoové kyseliny. Zavaznost
histopatologickych zmén jater a ledvin byla nizsi po podani extraktu GT nez po podani
pouze BPA nebo BPA+MP. MP a GT vykazovaly antioxida¢ni vlastnosti redukujici
lipidovou peroxidaci a BPA indukovanou generaci hydroxylovych radikalé. ¢%

Protektivni uc¢inek daidzeinu a genisteinu byl prokazan pouze u nadort
S pozitivnim estrogenovym receptorem. Vysoky pifijem ostatnich isoflavonoida,
napiiklad formononetinu a biochaninu A, stejn¢ tak jako cely komplex isoflavonoidi,
nebyl asociovan s poklesem rizika. Riziko prsniho karcinomu vyznamné klesa
svysokym piijmem rostlinného lignanu matairesinolu, ale ne s piijmem
secoisolariciresinolu nebo uceleného komplexu lignani. Nicméné oba piedpokladané
sav¢i lignany enterodiol a enterolacton byly nepfimo spojeny se zvySenym rizikem
rakoviny prsu. Efekt savéich lignanti je receptorové nezavisly. Zadny efekt nebyl
pozorovan u celkového piijmu fytoestrogent. Vysledky této studie podporuji tvrzeni, ze
role genisteinu a daidzeinu u snizeni rizika vzniku premenopauzalniho karcinomu prsu
je vyznamna, navzdory nizkym hodnotam, stejné tak jako u matairesinolu a sav¢ich

lignané. ¢V

Ve studii zroku 2001 bylo hodnoceno, jestli genistein stimuluje rust bunék
estrogen dependentniho lidského karcinomu prsu (MCF-7) in vivo. V pokusu byly
pouzity mysi S odstranénym brzlikem, kterym byly aplikovany bunky MCF-7 a byly
krmeny genistinem nebo genisteinem. Tumory se pteméfovaly kazdy tyden po dobu 11
tydnd. Po usmrceni mySi a zpracovani vysledkidl byl zavér této prace, Ze glykosid
genistin, stejné¢ jako aglykon genistein, mohou stimulovat rist bun€k estrogen
dependentniho karcinomu prsu in vivo. Odstranéni genistinu nebo genisteinu z diety

vyvolalo regresi tumoru. ¢

Podle dalsi studie je genistein inhibitor tyrosinkinazy a zpisobuje odlouceni
rotaviru z povrchu bunky. Tyto rotaviry jsou hlavni pfi¢inou gastroenterititidy déti
a genistein by mohl byt vzorem pro vznik novych 1ékt — anti-rotavirotik s nizkou nebo
dokonce Zzadnou toxicitou. Z Sirokého spektra inhibitorGi pozastavil pouze genistein
infek¢nost rotaviru. Inhibice byla kmenové a davkové omezena. Efekt drogy se zda byt
zavisly na aktivité¢ latky jako inhibitoru protein kinazy, ponévadz neaktivni analog

genisteinu, daidzein, nemél 7adny efekt na infekénost viru. %
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Dale byly zkoumény ucinky biochaninu A, konkrétné jeho protektivni efekt na
dopaminergni neurony u krys, kterym byl aplikovan unilateralni lipopolysacharid
(LPS). Vysledky ukazaly, ze biochanin A vyznamné zlepSuje u zvifeciho modelu
Parkinsonovy choroby symptomy v chovani, ma preventivni G¢inky na ztratu
dopaminergnich neuront a inhibuje aktivaci Skodlivych mikroglii u krys po aplikaci
LPS. Navic inhibuje aktivaci nicotinamid adenin dinucleotid fosfat oxiddzy (NADPH
oxidazy), produkci malondialdehydu (MDA), zvySuje aktivaci superoxid dismutazy
(SOD) a glutathionperoxidazy (GPX) v mozcich krys. Tyto vysledky naznacuji, ze
biochanin A muze byt pfirodni kandidat s protektivnimi u¢inky na dopaminergni

neurony v 1é&bé Parkinsonovy choroby. ¥

V dalsi studii byla stanovovana akutni toxicita u formononetin-3"-sulfonétu, ve
vodé rozpustném derivatu formononetinu. Tento derivat ma prokazané neuroprotektivni
a kardioprotektivni ucinky jak in vitro, tak in vivo. Cilem studie bylo zjistit akutni
toxicitu po intravenéznim podani krysdm a pstim. U pst byla podana maximalni davka
2000 mg kg™, u krys 1000 mg kg™. Po osetieni byli monitorovani po 14 dni. U krys
nebyla prokdzana zadna toxicita ani mortalita. U psii bylo zaznamendno ptechodné
zvraceni do 15-20 minut po aplikaci. Vedle toho byl nalezen bily krystal
nezmetabolizovaného formononetin-3'-sulfatu vmoc¢i u krys i pst. Ale zadné

biochemické nebo histopatologické zmény nebyly objeveny. (25)

Cerveny propolis (novy brazilsky druh tohoto vé&eliho produktu) ma velice
neobvyklé sloZeni obsahujici isoflavonoidy, jako jsou formononetin a biochanin A. Ve
studii byla zkoumdana potencidlni aktivita hydroalkoholického extraktu cerveného
propolisu a jeho biomarkeru — formononetinu, jako antinociceptivniho a
vykazovaly vyznamnou protizanétlivou aktivitu. Extrakt ale vykazuje také
antinociceptivni U¢inek pfi zanétu a neurogenni bolest bez motorickych vedlejSich
ucinki, mozna 1 diky ucinkim jinych latek obsazenych v extraktu. To vSe podporuje
popularni pouzivani cerveného propolisu jako alternativni 1écby zéanétlivych,
bolestivych a infekénich onemocnéni a poukazuje na slibné terapeutické strategie

Vv 1é¢beé neuropatické bolesti. (26)

Ve studii zkoumajici indukci apoptdézy vyvolané formononetinem u bunék
lidského osteokarcinomu bunééné linie U20S (regulované Bcl-2 a BAX expresi) byly

bunky oSetieny riznymi koncentracemi formononetinu in vivo a in vitro. Po zpracovani
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vysledktl se doslo k zavéru, ze formononetin ma inhibi¢ni efekt na proliferaci U20S
bun¢k jak in vitro, tak in vivo. Tento antitumorovy efekt koreluje s koncentraci

formononetinu. ?”

Z vysledkt studie ¢inskych védct plyne, Ze formononetin indukuje endothelialni
bunécnou migraci, formaci stresovych vlaken a ziejmé¢ i podnécuje angiogenezi Skrze
estrogenovy alfa receptor posileny ROCK (Rho-associated protein kinase)

prostiednictvim utvofeni aktivovaného komplexu: estrogenovy alfa receptor/ ROCK-
1. @®

Také bylo zjisténo, ze formononetin zesiluje cytotoxicitu doxorubicinu u
gliomovych bun¢k. Kombina¢ni [éCba s formononetinem zvratila doxorubicin-
indukovany epiteliané-mesenchymaticky piechod v buitkach tumoru. Navic bylo
zjisténo, Ze 1écba formononetinem  signifikantn€ snizila expresi histonové

deacetylazy 5. (29)

Ve studii zabyvajici se inhibici angiogeneze a zanétu pomoci extraktu z jetele
luéniho (Trifolium pratense) bylo zaznamenano, ze anti-angiogenické Ucinky
nemethylenovanych isoflanovii daidzeinu a genisteinu byly vyssi, nez methylovanych
slouCenin formononetinu a biochaninu A. Vysledky naznacuji, Ze extrakt z této byliny
neni pouze vhodny dopln€k pii menopauzalnich problémech, ale mlze byt také
vyznamnym chemoprotektivnim prostfedkem proti chronickym nemocem, které maji

naptiklad vysokou incidenci u starSich Zen. (30)
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6.2 Explantatové kultury rostlin

Kromé béZzného zpisobu ziskavani sekundarnich metabolit z rostlin se vyuzivaji
I in vitro metody. U téchto metod je vSak zapotiebi striktné sterilni prostiedi. Pracuje se
s izolovanymi castmi rostlin z rliznych usekt rostliny, u kterych se vyuziva jejich
schopnosti se dale dé¢lit a vpiipadé potieby jsou dokonce schopny
v rozvoj plnohodnotné rostliny. Y Vypéstovani plnohodnotné rostliny je podmingno
totipotenci (to znamend, ze kazda diferencovanéd bunika rostliny obsahuje kompletni
genetickou informaci), tato vlastnost tudiz 1 =zaruCuje vegetativni mnozeni

explantatu. (32)

Explantaty potiebuji pro pieziti jednak sterilni podminky, ale i vhodnou vyzivu.
Ta zahrnuje mineralni latky, organické latky jako jsou cukry a vitaminy a také rastové
regulatory. Tyto latky jsou soucasti takzvaného kultivatniho média. Dale jsou
explantaty ovlivnény faktory, jako je svétlo (intenzita, spektrum, fotoperioda), teplota a
popiipadé¢ 1 plynad slozka kultivatniho média. Vedle téchto faktorti zavisi vyvoj

explantatu na jeho samotnych vlastnostech, obzvlasté genomu.

Po vlozeni explantatu do média a nastaveni kultivacnich podminek dochézi k radé
reakci. Nejprve explantat reaguje na prodé€lané poranéni pii izolaci, poté reaguje na
ztratu celistvosti rostliny a na konec reaguje na kultiva¢ni podminky. Ke vzniku kalusu
dochazi po izolaci explantatu. Kalusem nazyvame pletivo neorganizovaného ristu, bez
polarity a béZzného uspotradani pro rostlinu, ale diferenciace bun€k nadale probiha. Pti
dodrZeni kultivacnich podminek a ptenaSeni kalusu bez odumielych bunék mulize

explantat prezivat az desitky let. B
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6.3 Stresové faktory majici vliv na tvorbu a obsah
sekundarnich metaboliti

Stresové faktory jsou fyzikdln¢ — chemické (abiotické) nebo biotické. Po
proniknuti ovliviiuji vnitini prostiedi rostliny. To, v jaké mite rostlinu ovlivni, zavisi na
rostlinném druhu, a to diky rtizn¢ vyvinutym ochrannym strukturam (tloustka kutikuly,
impregnace bunécénych stén, rezervodry vody, snadno rozlozitelné¢ organické latky).
Rostlina ale také mize na stresové faktory reagovat fyziologickymi procesy, kterymi se
snazi minimalizovat negativni dopad stresovych faktord, jiz plsobicich ve vnitinim
prostfedi. Dle adaptacnich schopnosti rostliny danych intenzitou, délkou pusobeni
stresového faktoru a genetickymi predispozicemi rostliny, se rostlina vyrovnava se

stresem riznymi zpisoby. &

Obrazek 5 Idealizovany priibéh stresové reakce 2

odolnost

T pocatek stresu cas

6.3.1 Abiotické faktory

Zvysena teplota nad 40°C vyvolava u vétSiny rostlin zmény fyzikalné —
chemickych vlastnosti bunéénych membran (pfechod do lamelarné kapalného =
superfluidniho stavu — ztrata funkce) a proteini (zména konformace — ztrata funkce).
Vyjimkami samoziejmé jsou nékteré rostliny polopousti a pousti. Rozdily v odolnosti
rostlin vii¢i vyssim teplotam spocivaji predev§im v chemickém slozeni bunéénych
membran. Reakce rostlin na zvysenou teplotu se také projevuje tvorbou stresovych

proteint (heat shock proteins). 33)

Nizka teplota (ne mraz) mnohdy piedurcuje schopnost rostliny v budoucnu piezit
expozici teplotdm pod bodem mrazu. Dusledkem aklimatizace na chlad jsou zmény

V genové expresi asociovany s fyziologickymi a biochemickymi procesy. Poskozeni
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nastava vétSinou diky dehydrataci zptisobené formaci extraceluldrniho ledu, ostatni
poskozeni je zpusobeno ROS (reaktivni formy kysliku). 3% Funké&nost enzymi neni
chladem ovliviiovana, ale dochazi ke zménam fyzikdlné — chemickych vlastnosti
membran (tvoii se gel). Opét dochazi k hromadéni osmoticky aktivnich latek a produkeci
stresovych hormontt (cold-induced proteins). ZvysSuje se koncentrace kyseliny

abscisové.

Pti teplotach pod bodem mrazu je pro rostlinu dulezité, aby zabranila vzniku ledu
uvnitf buiiky pomoci osmoticky aktivnich latek, a pti vyrazné nizkych teplotach se musi
ochréanit prostiednictvim maximalni dehydratace. Tyto procesy jsou ale sezonni
zalezitosti.

Nedostate¢né mnozstvi vody je zasadnim zemédélskym problémem celosvétove
ovliviiujicim rist a produktivitu rostlin. Na rozdil od mineralnich latek je kolobéh vody
v ekosystémech velice rychly, jeji pfijem nepravidelny a n€kdy velice nevyzpytatelny.
Nejmarkantnéj$i vliv ma na rast. Jiz pti malych ztratdch dochazi ke zpomaleni riistu. Je
zasazena funkcnost enzymit. Ke snizeni aktivity dochdzi naptiklad u nitratreduktazy, ke
zvyseni aktivity dochazi u a-amyldzy a ribonukleazy. Tvorba cytokininil se také snizuje
a bunécné déleni se postupné zpomaluje. ZvySuje se koncentrace kyseliny abscisové,
obzvlasté v listech, kde je jeji funkci zavirani praduchd. Pro osmotické pfizptisobeni je

dilezita zvySena syntéza aminokyseliny prolinu.

Nedostate¢né mnozstvi kysliku v ptidé je problém obzvlasté jilovitych ptd nebo
byva dlsledkem zamokfeni. Pfi tomto stresovém stavu ziskavd rostlina energii
fermentanimi procesy, které nejsou z energetického hlediska dobrou strategii, a také

dochazi k tvorbé nebezpecnych kone¢nych produkti, jako je ethanol a kyselina mlécna.

Pudy s vysokym obsahem soli jsou problémem oblasti v okoli mofe, s nadmérnym
vyparem (pousté¢ a polopousté) nebo dlouhodobé zavlahy a okolo komunikaci
oSettenych posypovou soli. Rostlina rostouci v tomto prostiedi se chrani osmoregulaci
(dochazi ke zvySeni osmotického tlaku v bunkdch kofenli) a tvorbou stresovych

proteint.

Kyselé pidy jsou Castym stresovym faktorem, ktery je zpuisoben nerozvaznym
zpusobem hospodaieni (monokultury, nadmérné uzivani dusikatych hnojiv, spotieba
vesSkeré biomasy). V takové pudé neni tak vyznamnym problémem samotna kyselost,

ale neptimy disledek kyselosti piidy, a to je rozpustnost toxickych sloucenin (vysoce
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toxické jsou ionty AI**) a v nadbytku také volné ionty Fe** a Mn?* a vyplaveni kationtd
v diisledku vytésnéni kationti Ca?*, Mg?* a K* ze sorpénich vazeb na koloidech. Dale je

snizena dostupnost fosforu a nitratového dusiku. 33)

Svétlo je pro rostliny esencialni faktor majici vliv na normalni rist. V excesivni
davce vSak mize zplsobit vyrazné bunééné poskozeni, obzvlasté diky ROS. Rostliny se
se proti ROS brani zvySenim peroxidazové aktivity, akumulaci anthokyanti, redukci
komponent anténniho systému k rozptyleni energie absorbovaného svétla. G5 \/ regersi
zabyvajici se abiotickymi i biotickymi faktory doSli k zavéru, Ze svétlo, cirkadianni

rytmus a nabidka cukrii maji vliv na syntézu ligninu. %

V poslednich letech doslo kvzestupu UV-B zafeni (280-320 nm). Rostliny
vyuzivaji k ochrané pted UV zafenim mechanické bariéry jako je tlustsi kutikula a
trichomy. Také syntetizuji protektivni sekundarni metabolity. (%) UV-B zéfeni zvySuje
produkci sloucenin, jako jsou flavonoidy, taniny a lignin, u kterych se zda, ze hraly
vyznamnou roli v pfechodu rostlin z vodniho prostiedi na pevninu, kdyz zacaly byt vice
exponovany UV-B zafeni.®” UV-B zéfeni vyznamné zvysilo produkci isoorientinu,
orientinu, isovitexinu a vitexinu Vv kalusovych kulturich mnoha druhti rodu
Passiflora. ®® Tvorbu sekundarnich metaboliti méize ovlivnit i UV-A a UV-C zafeni.
Dlouhé vinové délky UV-A zéafeni zvysily mnozstvi atranorinu. % Po expozici UV-C
zafeni doslo ke zvySeni fytoalexini u tfi americkych druhti rodu Vitis a téi kultivard
Vitis vinifera. “? Vliv UV zafeni (254 a 366 nm) byl zkouméan i na produkci
sekundarnich metabolitt u kultur G. tinctoria. Produkce jednotlivych isoflavonoidta v
kalusové kultufe se ménila v zavislosti na vinové délce UV zatfeni. Genistin, genistein,
daidzein, biochanin A se tvofil ve vétsi mife po UV ozdfeni v kalusové kultufe ve
srovnani s neoSetienymi kalusy. Maximalni obsah genistinu byl zaznamenan pfi vinové
délce 254 nm po dobu 300 s (vzorkovani po 48 h). Tvorba formononetinu byla

, , Yy oo (41
zaznamenana pouze u kalusovych kultur osetfenych UV zarenim. (41)

Mechanické zranéni, napiiklad po napadeni hmyzem nebo mikrobem, vyvolavaji

PSR . 42
specifické stresové reakce. (42)

Nekteré kovy, jako je Zn, Cd ¢i Pb, se vyznacuji znacnou toxicitou, rostliny
vetSinou nemaji obranné mechanismy a z pudy je neselektivné transportuji s ostatnimi
mineraly. Zptsobuji pfedevsim zpomaleni rtistu primarniho kotfene. Ke hromadéni kovii

dochdzi obzvlasté v kofenech. Odolnost rostlin proti G¢inkiim toxickych kovl se lisi.
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Mezi odolnéjsi patii n€které travy. Vylu€uji totiz do rhizosféry organické kyseliny,
vyuzivaji sorpce na pektinové latky bunéénych stén a vyznacuji se i vyssi selektivitou
transportnich proteini. K obrannym mechanizmim pii expozici toxickych kovl patii
tvorba stresovych proteind, proteazy, ubikvitinu a fytochelatint. Fytochelatiny jsou
latky inaktivujici toxicitu t€zkych kovi, diky své schopnosti vazat je do chelatovych
komplext. Jsou to polypeptidické latky pribuzné tripeptidu glutathionu. Tvorba téchto
latek je indukovand az piitomnosti tézkych kovl v cytozolu. Tézké kovy jsou pak dale
po transportu do vakuoly inaktivovany koncentrovanymi organickymi kyselinami. 33)
T&zké kovy jsou definovény jako kovy s hustotou vyssi nez 5 g cm™. Tézké kovy jako
je Mo, Fe a Mn jsou povazovnany za mikronutrienty. Zn, Ni, Cu, V, Co, W a Cr jsou
toxické prvky. U kovi Hg, Ag, Sb, Cd, Pb se prozatim nezda, ze by mély funkci jako
mikronutrienty, a jsou pro rostliny ruzné toxické. Jako chelatory se Casto uplatiuji
fenolické metabolity, které vychytdvaji ROS béhem oxida¢niho stresu, zptisobeného
tézkymi kovy. S tézkymi kovy reaguji fenolické a karboxylové skupiny. K témto
slouteninam se fadi hydroxyskoficova kyselina a flavonoidy zahrnujici anthokyany. ¥
Expozice suspenzni kultury Panax ginseng vysokou davkou médi vedla k akumulaci
fenolickych slouc¢enin a ligninu. (44) Byl objeven novy fytoalexin danielon, ktery byl

(45)

izolovan zplodi papaji oSetiené solemi médi. Celkovy obsah rozpustnych

fenolickych sloucenin se zvysil u Triticum aestivum po expozici 40 mM Ni. “® Naopak

u Cameliia sinensis o3etfeni Ni vedlo k poklesu fenolickych slougenin. 7

Mezi stresujici faktory fadime i nékteré plynné slouceniny (SO, CO,, ozon). Oxid
sifiCity je nebezpeCny ve vétSich koncentracich, kdy naruSuje pribéh sekundéarnich
procest fotosyntézy prostiednictvim blokace ¢innosti karboxyla¢niho enzymu Rubisco.
Ozon vznika plsobenim ultrafialového zafeni na oxidy dusiku (NO, NO;) a nékteré
plynné organické slouceniny. Ozon jako stresovy faktor podnécuje tvorbu stresovych
hormont, ethylenu, polyamidd a flavonoidéi. ¥ Koncentrace oxidu uhli¢itého ma
Vv budoucnu stéle nartistat a nejspiSe bude mit i dopad na metabolismus sekundarnich
metabolit u rostlin. “® Je znamo, Ze vysoké koncentrace CO; interferuji s biosyntézou

ligninu. ¥

6.3.2 Biotické faktory

K biotickym stresorim fadime bakterie, plisn¢ a viry. Rostlina dostava signal

0 napadeni prostiednictvim specifickych metabolitii, které vylucuje parazit nebo je tento
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specificky metabolit odloucen z poskozené bunééné stény. V rostlin€ se aktivuji vhodné
geny pomoci druhych posli. Obrannymi mechanismy je opét tvorba stresovych
proteinii, syntéza a kumulace sekundarnich metaboliti s antibiotickym ucinkem
(flavonoidy, terpenoidy, fenolické latky, alkaloidy- tzv. fytoncidy ¢i inhibitiny).
Obvykle jsou tyto slouCeniny bézné ptitomny, pii infekci se vSak jejich koncentrace
zvySuje. Specifickymi obrannymi latkami jsou fytoalexiny, které se tvofi az
Vv pfitomnosti patogenu. Chemicky jsou to rGznorod¢ slouceniny, podobné typy
sloucenin se vyskytuji u ptibuznych druha rostlin. V ¢eledi Fabaceae to jsou
isoflavonoidy, u Solanaceae seskviterpeny, u Poaceae diterpeny, u Apiaceae
furanokumariny a u Vitaceae stilbeny. Tyto latky jsou vétSinou lipofilniho charakteru,
to jim usnadiiuje prinik plazmatickou membranou patogenu. Déle se rostlina miize
branit pomoci nekrozy vlastnich bun€k napadenych patogeny nebo tvorbou kaldzy, jez
vyplituje buiiky kolem infikovaného mista. ®® Odpovad’ na utok patogenu se mize také
vyuzivat ke zvySeni produkce urcitych latek. Napiiklad u suspenzni kultury tolice
vojtézky (Medicago sativa) doslo k akumulaci stresovych fenolickych metabolitd. Tato
kultura byla oSetfena elicitorem Colletotrichium lindemuthianum, ktery byl piidan

k vodnému roztoku kultur. “%

Alelopatii, dalSi bioticky stresovy faktor, miZeme rozdélit na pifimou a
neptimou. U piimého pisobeni mohou nekteré rostliny prostfednictvim sekundarnich
metabolitil, které vypousti do pidy, ovliviiovat okolni rostliny. U¢inek miize byt
inhibi¢ni aZz toxicky. Naptiklad u nékterych trav a jetelovin bylo prokazano toto
ovlivitovani ve vodnich kulturach, kde tvoftily rostliny fenolické sekundarni metabolity.
Nepiimé alelopatické puisobeni bylo pozorovano napiiklad jako metabolity uvolnéné
mikrobidlnim rozkladem z odumfelych Casti rostlin. Znamym piikladem muize byt
juglon, diky kterému jsou velice toxické opadané listy ofeSdku kralovského. Mize se
jednat také o rGzné flavonoidni slouceniny a taniny. BéZné jsou vSak pifedevSim

fenolické latky bézné€ se vyskytujici v ptde.

Sem je mozné zahrnout i interakci s bylozravci, diky které se u rostlin vyvinuly
rizné morfologické a morfogenetické adaptace v podobé trni, vysokého obsahu
sklerenchymatickych pletiv nebo rychlé regenerace poskozenych organa. Daéle se
vyvinuly i biochemické adaptace, které mizeme rozdé€lit na tvorbu latek kvalitativniho

charakteru (latky v malych koncentracich, ale pro zivocichy vysoce toxické — alkaloidy,
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glykosidy a glukosinolaty) nebo kvantitativniho charakteru (latky toxické az ve vétSim

mnozstvi). 33)

6.4 Genista tinctoria L.-in vitro elicitace

U vysoce produktivni suspenzni kultury G. tinctoria byly pouzity elicitory methyl
jasmonat a chitosan. Dal byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO) jako permeabilizator.
Maximalni koncentrace isoflavonovych aglykoni (4-6krat vétsi nez u kontrolnich
vzorkll biomasy) byly ziskany ze vzorki, kde byl jako elicitor pouzit chitosan. VSechny
isoflavonoidy byly ulozeny uvnitt bunék. Elicitory nemé&ly Zzadny efekt na akumulaci a
metabolizmus zédkladnich glykosidii isoflavonoidi. Zmeéna zptsobu ukladani
isoflavonoidi byla zaznamenana aZz po suplementaci média DMSO. Oba elicitory
(chitosan v koncentraci 150 mg I a methyljasmonat v koncentraci 100 pmol I'*) byly
piidany v 0. nebo 26. den ristového cyklu. Pfimy permeabilizujici faktor DMSO byl

pfidan v mnoZstvi 20 ml I k aktivng rostouci suspenzni kultufe G. tinctoria. ¥

Ke zvysSeni produkce sekundarnich metabolith se déale pouzivaji i1 rlstové
regulatory. Naptiklad byl zkouman vliv ristovych regulatori na produkci anthokyant
u jahod (Fragaria ananassa), mrkve (Daucus carota), batatu (Ipmoea batatas) a stavele
(Oxalis reclinata). Rustové regulatory, jako je 2,4-D, IAA a NAA, suplementovany
Vv riznych mirach, podporovaly rist stejné jako syntézu anthokyanu. Mezi cytokininy
vykazoval nejvétsi produktivitu kinetin. Nejvyhodnéjsi byla kombinace IAA a kinetinu

V porovnani s ostatnimi kombinacemi. 1)

Vépnik je vSudypfitomna sloucenina ucastnici se signalnich cest v rostlin€. Bylo
objeveno, ze obsah vapniku se zvySuje pii odpovédi rostliny na nektery stresovy faktor,
jako je svétlo, salinita, sucho nebo chlad. Osetfeni bunééné kultury mrkve (Daucus
carota) nizkymi koncentracemi vapniku vyustila ke zvySeni rustu i produkce

anthokyant. G

Vliv rlstovych regulatorti na rust biomasy a akumulaci isoflavont genisteinu a
daidzeinu vcetné jejich aglykonii, glukosidu a jejich esterti byl zkouman také u kalusové
kultury G. tinctoria. V experimentu bylo pouzito 10 auxind a 7 cytokinind a jejich
kombinace. Statistickou analyzou byl zachycen vztah mezi ristem kalusu a akumulaci
isoflavond, V pfipad¢ cytokininli byl tento vztah pozitivni a negativni u auxind. Ve

skupin¢ cytokininii byl nejvétsi obsah isoflavontt (6,436.26 mg/100 g suSiny) a
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nejrychlej$i nartist biomasy byl zaznamenan u kinetinu v koncentraci 0,5 mg I*
spoletn& s 2,4-D v koncentraci 5 mg I™". Ve skupin& auxint kombinace 0,5 mg I"* TIBA
(2, 3, 5- triiodobenzoic acid) a 0,5 mg I"KIN (kinetin) vykazovala nejvétsi narist
biomasy a obsah isoflavont (10,474.23 mg /100 g suSiny), coz je nejveétsi mnozstvi

t&chto metaboliti, kterych bylo dosazeno v kalusové kultufe u vyssich rostlin. 2

V ramci stresovych faktori u kultur G. tinctoria byl pozorovan i vliv
elektrického proudu a roztoku AgNOs. Nejveétsi obsah genistinu byl naméten u suchych
bunék suspenzni kultury po 30 min elicitace proudem 10 V a 6 h kultivace, daidzeinu
po 60 min elicitaci proudem o sile 5 V a 24 h kultivaci. Nejvétsi obsah genistinu byl
naméfen po 48 h u susiny suspenzni kultury pfi pouZité koncentraci 5,9. 10 mol I
AgNO;. Tato stejna koncentrace byla také nejvyhodnéjsi pro nejvyssi tvorbu daidzeinu
po 168 h. Soucasti studie bylo hodnoceni eluce isoflavonoidi do zivného média, ty byly

analyzou v médiu prokazany. 53)

Pomérné¢ novinkou je vyuziti ultrazvuku jako elicitoru zvySujici produkci
sekundérnich metabolitl. Ve studii byl pouZit nizkoenergeticky ultrazvuk. Expozice
ultrazvuku signifikantné zvysila obsah genistinu po 3 min oSetfeni (vzorkovani po

72 h). Nejvétsi obsah daidzeinu byl naméfen po 5 min oSetfeni (vzorkovani po
168 h). ¢4

K elicitaci se mohou vyuzit i jiné latky, které jsou pro rostlinu cizorodé. Byl
napiiklad zkouman vliv pyrazinkarboxylovych kyselin na tvorbu flavolignant,
flavonoidi a isoflavonoidii u kalusovych a suspenznich kultur Sylibum marianum,
Ononis arvensis a G. tinctoria. Tyto latky byly pavodné pfipraveny jako
antimykobakteridlni a antifungalni slouceniny. Byl zji§tén pozitivni vliv na tvorbu

sekundéarnich metaboliti. > ©)
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6.5 Selen

6.5.1 Obecna charakteristika selenu

Slovo selen pochazi z feckého vyrazu pro mésic. Byl objeven Berzeliem v roce
1817. Tento polokov ma protonové Cislo 34, relativni atomovou hmotnost 78,96
a dosahuje oxida¢nich ¢isel -II, 0, +IV, +VI. Vyskytuje se v nékolika vzacnych
mineralech. V minulosti byl ziskavdn z odpadniho prachu pfi zpracovavani rud
obsahujici sulfidy médi. Dnes se selen nejcastéji ziskava ze zbytkového materidlu pfi

elektrolytickém zpracovani rud médi. 57)

Selen existuje v nékolika alotropickych formach, které se lisi strukturou
a barevnosti. Elementarni selen je povaZovan za stopovy prvek télu prospésny, ale ve

©8) Selen se vyskytuje v anorganickych

vysokych davkach miize byt toxicky.
i organickych  slouceninach.  V anorganickych  slouceninach  jako  selenan
a seleniGitan. ®® V organickych slouGeninach se nejéastdji jedna o methylovanou formu
nebo muize Vv aminokyselinach zastupovat misto siry (selenocystin, selenocystein,

selenomethionin a selenomethylselenomethionin). ©”

6.5.2 Vliv selenu na lidsky organismus

Selen je stopovy prvek, ktery se vyskytuje v né€kterych béznych potravinich a
také je soucasti riznych doplnku stravy. Pro spravnou funkci lidského téla je zcela
nezbytny, je totiz soucasti vice jak dvou desitek selenoproteinii, jeZ maji velice
vyznamnou roli pfi reprodukci, metabolismu thyroidnich hormonti, DNA syntéze a

ochrané téla pted infekci a oxidativnim stresem. (59)

Podle nafizeni Evropské Unie by doporuCend denni davka selenu méla

dosahovat do 55 pg (v ramei kazdodenniho stravovani). ©%

Potravinovy pfijem zavisi na obsahu selenu v ptidé a méni se Vv zavislosti na
geografické lokalité. Prijem selenu je v Evropé daleko niz§i ve srovnani s USA,
Kanadou, Japonskem a Venezuelou. Ve zminénych zemich dosahuje pfijem dokonce az
hodnot 300 pg den™. © Nizké hodnoty selenu v evropské pidé zapfigifiuji, 2
potraviny vypéstované a konzumované v clenskych statech Evropské Unie nemaji
potifebny obsah tohoto stopového prvku. Suplementace timto prvkem je v tomto piipadé

moznym feSenim nedostate¢ného piijmu selenu ve strave. (62)
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Selen se po absorpci vaze na Cervené krvinky, albumin a globuliny krevni
plazmy. Mezi 28 % a 46 % selenu je ulozeno v kosternim svalstvu. Selen je také
antioxidantem chranicim bunky proti volnym radikalim, které jsou pfirozenym
vedlejSim produktem metabolismu a spoluucast na redukénich procesech je podminéna

vznikem funkénich vazeb s aminokyselinami (selenocystein a selenomethionin). ¢

Nékteré studie ukazuji negativni korelace mezi hladinami selenu a rizikem
kolorektalniho karcinomu, rakoviny prostaty, mocového méchyte, kiize, zaludku a
jicnu. (63) (64) Objevily se také urcité naznaky, ze suplementace selenem muze zvysit

frekvenci nékterych druhii rakovin, ovlivnénych popularizaci doplitkd se selenem. ©°

Dale studie naznacuji, ze vysoké davky selenu ve stravé snizuji riziko rakoviny
031 % a riziko umrti je o 45 % niZ§i. Riziko rakoviny prostaty je snizeno o 22 % a
rakoviny mocového méchyie také 0 22 %. S nedostatkem selenu je spojovan rozvoj
rakoviny ¢astéji u muzi nez u zen, coz muze poukazovat na mozné rozdily v distribuci

selenu u muzd a zen. ¢

Studie zkoumajici vliv selenu a vitaminu E neodhalily Zadny vztah mezi
suplementaci selenu (200 ug selenu na den) s vitaminem E (400 Ul vitaminu E na
den) nebo bez vitaminu E a rizikem vzniku rakoviny prostaty. ©® Dlouhodobgjsi
sledovani po dobu osmnacti mésicli po skoneni studie neprokazalo Zadné vyznamné

spojeni mezi suplementaci selenu a rizikem rakoviny prostaty. ©”

6.5.3 Biologicka dostupnost, toxicita a rozdilné vlastnosti jednotlivych
forem

Z hlediska biodostupnosti se zda, ze nejvice vyhovuji organické slouceniny. (62)

(68) (75) Organické slouceniny jsou vstiebavany v priméru z 85-95 % ve srovnani
s anorganickymi formami, kterych se vstfebava okolo 40-50 %. (62) Biologicka
dostupnost neni podminéna pouze tim, jestli je latka podana ve formé organické ¢i
anorganické slouceniny, nebo podanym mnoZstvim, ale obzvlaSt¢ u organickych
slouCenin zalezi na form¢ zdroje selenu, na stravitelnosti a dostupnosti seleno-

aminokyselin. ©®

Toxicita anorganickych forem jako jsou seleniCitany a selenany ve vodnych

vzorcich je GtyFicetkrat vy3si neZ u organickych sloudenin a toxicita Se'” je vétsi nez
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SeV!. ©9 7 predbéznych dat vyplyva, Ze anorganicka forma selenu muze zvySovat

cytotoxicitu vanadylu dosud neznamym mechanismem. (70)

Nejlepsi biodostupnost selenu zarucuji pfirodni zdroje selenu, jako jsou para
ofechy (Bertholletia excelsa, Brazil Nuts) a zapukajské ofechy (Lecythis ollaria). ™ (2
Po né¢kolikadennim uzivani zapukajskych ofechii byla ovSem pozorovdna masivni
alopecie zpiisobend toxickymi ucinky vysokych davek selenu. ® Nedostatek selenu se
naopak projevuje onemocnénim zvané ,,Kashin—Beck Disease”. Je to endemicka,
chronicka, degenerativni osteoarthropatie charakterizovana vaznymi skeletalnimi
deformacemi a nanismem, kterd se obvykle vyskytuje v obdobi dospivani. Nejvyssi
incidence této nemoci je v Ciné. Diivéj§i studie naznaluji, Ze prevalence tohoto
onemocnéni vyplyva z genetické interakce mezi genetickou vnimavosti a vlivy prostiedi

(nedostatek selenu a/nebo jodu, T-2 toxin — trichotecenovy mykotoxin). %

Diky vysledkiim nékterych studii poukazujicich na vznik rakovinného bujeni
v souvislosti s nadbytecnym pfijmem selenu a také diky jeho potencialné skodlivému
pusobeni na DNA se snazili ncktefi védci téchto efektd vyuzit. Zkoumali tudiz
antimikrobialni efekt této sloucCeniny a popifipadé moZnost zcitlivéni nékterych
mikrobidlnich kment,, napiiklad MRSA (methicilin-rezistentni zlaty stafylokok).
Samotné vyuzitelné antimikrobidlni uCinky se neprokdzaly, ale byl zaznamenan efekt

pii zcitlivéni vici jinym antibiotikiim, nejspiSe diky interakci s proteazami proteazomu.
(75)

Teheransti védci zkoumali antimikrobidlni efekt probiotickych kultur
obohacenych nanocasticemi selenu proti Candida albicans. Byl pouzit Lactobacillus
plantarum a Lactobacillus johnsonii — oba redukuji oxid seleniCity na bunécné
elementarni selenové nanocastice. Laktobacily oSetfené oxidem seleniCitym i jejich
bezbunécna média inhibovali rist Candida albicans a podle védct by mély byt dale

zkoumény pro mozné pouziti u anti-Candida probiotickych smési v budoucnu. ®

Také byly nasyntetizovany monodisperzni nanocastice selenu za pouziti
chitosanu a karboxymethylchitosanu, které funguji jako stabilizator a tzv. ,,capping
agent”. Touto jednoduchou metodou se daji ziskat funkéni nanokompozity selenu
s vysokou stabilitou, biokompatibilitou a biodegradabilitou, které mohou byt vyhodné

vyuzity v potravinovych dopliicich a farmaceutickém primyslu. V porovnani se
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seleni¢itanem sodnym byla schopnost vychytavani volnych radikalt téchto sloucenin

mnohem vétsi, 7

6.5.4 Selen jako elicitor

Ve studii, zkoumajici brokolici jako potencionalni zdroj antikancerogennich
latek s potencialni antiproliferativni aktivitou, pouzivali ke zvySeni produkce
sekundarnich metaboliti selen ve formé seleni¢itanu. Tato kombinace se selenem ma
nékolik vyhod. Jednak selen muze doplnit potencidlni deficit tohoto mineralu, dale se
navySuje antioxidacni aktivita smési, zvySuje se obsah fenolickych sloucenin
a antiproliferativni aktivita. Nejvetsi vliv na zvySeni produkce sekundarnich metabolitt
m¢él selen u sazenic brokolice, nikoli u klickl. K oSetfeni byla pouzita destilovana voda
a roztok selenanu sodného o koncentraci 50 uM a byl aplikovan patnacty den kliceni

sazenic. ®

Obecné u brukvovité zeleniny nebyl pozorovan Zadny negativni efekt selenu na
obsah antikancerogennich glukosinolatii, a proto mize byt doporuc¢ovano obohacovani

klicki selenem, ktery i podporuje chemoprotektivni aktivitu téchto ¢innych latek. (79)

V jiné studii pii biofortifikaci selenem a jinymi elicitory nebyl pozorovan zadny
statisticky vyznamny efekt na obsah a syntézu fenolickych slouéenin. Zde se zkoumal
ale pouze vliv na klicky brokolice. K oSetfeni byl pouZit roztok selenanu sodného
Vv koncentraci 10, 40, 90 umol 1. Ke statistickému zpracovani dat byla pouzita metoda
faktorialniho designu 3? ve dvou blocich, jako faktory byly pouzity — typ elicitoru

a koncentrace elicitoru (10, 40, 90 pmol 1), €%

Vliv selenu byl také zachycen ve studii, kdy po aplikaci selenu na klicky tii
kultivard brokolice byl pozitivné ovlivnén glutathionovy metabolismus a tvorba

sekundarnich metaboliti. &

V dalsi studii byla zkouména kovy a selenem indukovana akumulace a exkrece
u kofent sazenicek piskavice fecké seno (Trigonella foenum-graecum). Cilem pokusu
bylo zjistit, zda se isoflavonoid medicarpin ucastni detoxifikace kovi. Sledovan byl vliv
tfi kovl (médi, kadmia a hliniku) a selenu na syntézu a exkreci medicarpinu z kotenil
sazenic piskavice fecké seno. Finalni koncentrace roztok téchto elicitorti byla 10 uM.
Obsah medicarpinu byl sledovan RP-HPLC (Reverse Phase - High Performance Liquid

Chromatography) a genova exprese byla sledovana pomoci RT-PCR (Reverse
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Transcription — Polymerase Chain Reaction). Veskera oSetfeni vyznamné indukovala
zvySeni exprese biosyntetického genu pro medicarpin a soucasné Se zvysil obsah
medicarpinu v kofenech a mediich kultur. Paraleln¢ se zvysila exsudace citratu, jenz je
také povazovan za obecny detoxikacni prostfedek kovu, jako odpovéd’ na pouziti
elicitort. Vyse uvedené vysledky spolu s mirnymi efekty elicitord na rist kofent a
integritu plazmatické membrany naznacuji, ze medicarpin, stejn¢ jako exsudace citratu,

se mize udastnit detoxifikace kovi a selenu.

Také byl studovan vliv rizné trovné intenzity UV-B zafeni na distribuci selenu
a fenolickych latek v rostliné pohanky obecné (Fagopyrum esculentum), ktera byla
vypéstovana ze semen oSetfenych riznymi roztoky selenu. Semena byla macena ve
vodg, v roztoku selenanu (5, 10 nebo 20 mg Se¥' I'") a roztoku seleniéitanu (10 nebo 20
mg Se'” I'"). Rostliny vypéstované z téchto semen byly vystaveny riiznym trovnim UV-
B zafeni. Obsah selenu v listech byl mnohem vyss$i u rostlin vypéstovanych ze semen
macenych v roztoku selenanu (az k 185ngg’) ve srovnani se seleniditanem (aZ
k 103 ng g™t). U rostlin, ziskanych ze semen méagenych ve vodé nezavisle na UV-B
zafeni, byla nalezena nejvyssi koncentrace selenu v listech, kde se obsah selenu
pohyboval mezi hodnotami 45 a 66 ng g*. V pohankovych listech bylo namé&feno
mnozstvi fagopyrinu 44,5-63,6 mg/ 100 g suSiny, ve stoncich 14,3-26,4 mg/ 100g
suSiny. Zde nebyl nalezen Zadny efekt mac¢eni semen v roztocich nebo vystaveni UV-B
zéteni. ®
Podle vysledkli ¢inské studie se zdd, Ze selen ve formé listového postiiku
zlepSuje fotosyntézu a ochranuje fotosystém II u hrusné¢ (Pyrus bretschneideri),
hroznového vina (Vitis vinifera) a broskve (Prunus persica). ¥ Taktéz sprejovani
rostlin pohanky roztokem selenu nejspiSe zpusobuje obohaceni pohankového zrna

cennymi slou¢eninami selenu v nutriéné vyznamnych koncentracich. (85) (86)

V jiné studii byl zkouman efekt kadmia (ve formé& CdCl,), selenu (ve formé
Na,SeOs3) a jejich smési na tvorbu fenolickych sloucenin a antioxidacni aktivitu
u fefichy seté (Lepidium sativum). Kultury oSetfené koncentraci Cd" az 5 mg I*
vykazovaly vys$si antioxidacni aktivitu ve srovnani s kontrolnimi vzorky. Toto zvySeni
bylo spojeno s nartstem glykosidicky véazanych fenolickych sloucenin. Pfi oSetfeni
roztokem Se' byl nartst antioxida¢ni aktivity mensi a byl spojovan se zvyienim
volnych fenolickych slougenin. P¥i simultanni expozici Cd" a Se'Y (0,5-2 mg I™* kazdy)

byly hodnoty antioxidacni aktivity relativné konstantni a niz$i, nez byly nalezeny
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v piitomnosti samotného Se' nebo Cd", coz poskytuje dalsi dikaz protektivniho u¢inku

Se' proti stresu vyvolaného Cd" u tohoto rostlinného druhu. ")

V zeméd€lstvi jihovychodni Asie je velkym problémem kontaminace ryze
arsenem. Proto se studuje vliv selenu na zmirnéni oxidativniho stresu vyvolaného
arzenem skrze modulaci antioxida¢nich enzymii a thiold v ryzi. Srovnavala se
samostatnd suplementace jednim prvkem (As nebo Se) a jejich simultdnni suplementace
(As + Se). Dle ziskanych vysledka se da soudit, Ze pfitomnost selenu (25 A mu M)
snizuje akumulaci arzenu trojndsobné v kofenech a dvojnasobné ve vyhoncich ve
srovnani s rostlinami exponovanych samotnym arzenem (25 A mu M). Oxidativni stres
v kofenech a vyhoncich indukovany pfitomnosti arzenu byl vyrazné snizen
suplementaci Se. U rostlin exponovanych obéma prvky byla ve srovnani s expozici
pouze arzenem pozorovana zvySena aktivita nékterych enzymu- glutathion-peroxidazy,
katalazy a askorbat peroxidazy a dalSich latek typu neproteinovych thiold, glutathionu a
fytochelatinti. Analyza genové exprese citlivych genti na metaloidy (metalloid
responsive gen-LOX, SOD and MATE) ukazala upregulaci béhem stresu vyvolaného
arzenem, ale naopak signifikantni downregulaci béhem expozice arsenem a selenem
zaroven. Nalezen¢ hodnoty naznacuji, Ze suplementace Se by mohla byt efektivni

strategii k redukci akumulace a toxicity arzenu u ryze.

Selen byl jako elicitor také zkoumdan pii oSetfovani tkan€ a organli Cesneku
kuchyniského (Allium sativum) in vitro. Pozornost byla soustiedéna na fytochemickou a
biochemickou aktivitu. Bylo zji§téno, Ze in vitro oSetfeni tkané Cesneku koncentracemi
2 a4 mg I Se prokazatelng zvysilo obsah aminokyselin, proteind a alliinu. Obsah
prolinu se zvySoval v zavislosti na davce, ackoli pii davee 4 mg I™* bylo zvyseni obsahu
prolinu velmi vyrazné. Aktivita antioxidacnich enzymi byla také zvySend v kultuie
s médiem obsahujici koncentraci 4 mg I'* Se. Selenem obohaceny &esnek vykazoval
zvySeny obsah alliinu, coZ naznaluje, ze Setfeni selenem nezvySuje pouze nutri¢ni

hodnotu, ale také medicinalni hodnotu ¢esneku. ®9)

Zkouman byl i vliv selenu a salicylové kyseliny (SA) na zmirnéni u¢inka
salinity na exponované rostliny soji. Sazenice byly oSetieny tfemi koncentracemi selenu
(0, 25 and 50 mg 1) a dvéma koncentracemi kyseliny salicylové (0 a 0,5 mM) a/nebo
dvéma koncentracemi NaCl (0 and 100 mM). Se a/nebo SA vyznamné zvysily hladinu
chlorofylu a obsah karotenoidu, stejné G¢inky mély i na chlorofyl a/b, ale neptiznivy
efekt na koncentraci chlorofylu b. Utilizace Se a/nebo SA vedla k vylepseni obsahu
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prolinu a hoif¢iku v porovnani s kontrolami. Suplementace Se a/nebo SA, obzvlasté
jejich smes, vedla k signifikantnimu poklesu Na/K poméru, dale byl pozorovan
induk¢ni GCinek na enzymatické (peroxidaza, katalaza a superoxidismutaza)

I neenzymatické (askorbat) antioxida¢ni systémy. (%0)

6.5.5 Jiné vyuziti selenu

Selen je vyznamny i v jinych védeckych odvétvich, naptiklad byla provedena DFT
(Density Functional Theory) studie kyanoethenselenolu. Na zakladé domnének, ze selen
mohl byt zapojen do vzniku a evoluce Zivota na nasi planeté, se stal kyanoethenselenol
molekulou astrobiologického zajmu. O v soucasné dobé se selen hojné vyuziva pii
vyrob& fotoclankd. ©” Vedle biofortifikace selenem, byl také zkouman vliv
endophytické bakterie vyskytujici se na selenem suplementované pSenici. Tato bakterie
muze byt prospésnd nejen pro rust rostlin, ale 1 pro biofortifikaci, jelikoZ rostliny maji
V jeji pfitomnosti vétsi toleranci tohoto prvku a dale také pro biokontrolu houbového
patogenu Gaeumannomyces graminis. Inhibice ristu tohoto patogenu byla potvrzena

v této studii in vitro. ©?
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Pomicky a pristrojové vybaveni

Autoklav PS 20 A, Chirana, CR

Box s laminarnim proudénim Fatran L-F, Vyrobné druzstvo Pokrok, SR
Germicidni lampa UVR-Mi, Biosan LtD, LotysSsko

Horkovzdusny sterilizator SVS 9/1, Chirana, CR

Laboratorni analytické vahy PRLT A 13, Sartorius, Némecko

Laboratorni tfepacka Heidolph- Promax 2020, Heidolph Instruments, Némecko
Mikrofiltry (0,20 pm), Corming NY 14831, Némecko

Pipetovaci balonek, Filip, Némecko

Tésnéni na vialky, Labicom s.r.0, Olomouc, CR

Vialky, Labicom s.r.o0., Olomouc, CR

Vodni lazen KL, Laboratorni piistroje Praha, CR

Kapalinovy chromatograf:

Autosampler Jasco AS-2055, Japonsko
Cerpadlo Jasco PU-2089, Japonsko
Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko

Kolona LiChroCART RP-18 250x4 (5 um), Merck Darmstadt, Némecko (s ochranou
ptedkolonkou a ptedkolonovym filtrem)

Termostat kolony Jetstream 2 Plus, Japonsko
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7.2 Chemikalie

Ajatin plus- 10% roztok, Profarma-Produkt s.r.o., CR
Destilovana voda, Katedra analytické chemie, FaF UK v HK, CR
Dihydrogenfosfore¢nan draselny monohydrét p.a., Lachema, CR
Dusi¢nan amonny p.a., Penta, CR

Dusi¢nan draselny p.a., Lachema, CR

Edetan sodno -zeleznaty p.a., Sigma — Aldrich, USA
Ethanol 96%, Lachema, CR

Glycin p.a., Penta, CR

Hydrolyzat kaseinu, Imuna, SR

Chlorid kobaltnaty hexahydrat, Fluka, Svycarsko
Chlorid vépenaty p.a., Penta, CR

Jodid draselny p.a., Penta, CR

Kyselina borité p.a., Lachema, CR

Kyselina fosfore¢na, Penta, CR

Kyselina nikotinova, Sigma — Aldrich, USA
Molybdenan sodny dihydrat p.a., Penta, CR
Methanol HPLC grade

Methanol, Penta, CR

Myo-inositol, Sigma — Aldrich, USA

Oxid seleni¢ity, Sigma — Aldrich, USA

Pyridoxin, Sigma — Aldrich, USA

Ristovy stimulator o — NAO, Sigma — Aldrich, USA
Sacharosa p.a., Lachema, CR

Siran hote¢naty heptahydrat p.a., Penta, CR

Siran manganaty tetrahydrat p.a., Lachema, CR

Siran mé&d’naty pentahydrat p.a., Lachema, CR

Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Penta, CR
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Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lachema, CR
Standardy - Biochanin-A p.a., Sigma, USA
- Daidzein p.a., Fluka, gvycarsko
- Formononetin p.a., Fluka, §Vycarsk0
- Genistein p.a., Sigma, USA
- Genistin p.a., Fluka, gvycarsko
Superéista voda, Katedra analytické chemie FaFUK v HK, Ceska republika

Thiamin, Sigma — Aldrich, USA
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7.3 Kultivace kultur Genista tinctoria L.- in vitro

7.3.1 Rostlinny material

Rostlinny material byl ziskan z pasazi 23. az 31. kalusovych a suspenznich kultur.

7.3.2 Zivné médium

Kultivace suspenznich i kalusovych kultur Genista tinctoria probihala v zivném

médiu dle Murashigeho a Skooga. ®3) Slozeni zivného média je uvedeno v mg I'™.

makroelementy: CaCl, 332,50
KNO; 1900,00
MgSQO,4.7H,0 370,00
NH;NO3 1650,00
KH,PO4.H,0O 170,00
mikroelementy: MnSQO4.H,0 16,90
ZnS0,4.7H,0 11,50
H3BO;3 6,20
KI 0,83
CuS04.5H,0 0,025
Na;M00,.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
zeleznaty komplex: FeS0O,.7H,0 27,84
Na,EDTA 37,34
vitaminy: kyselina nikotinova 0,50
pyridoxin 0,50
thiamin 0,10
glycin 2,00
sacharosa 30000,00
myo-inositol 100,00
hydrolyzat kaseinu 1000,00
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Dale byl pouzit 1 ml roztoku rustového regulatoru a-NAA (kyselina a-naftyl
octova). Tento roztok byl o koncentraci 1,00 g a-NAA na 100 ml ethanolu.

Kazda slozka média byla navaZena na analytickych vahach nebo odpipetovéna
ze zasobniho roztoku a kvantitativné prevedena do odmérné banky. Navazené slozky
byly poté v odmérné bance doplnény destilovanou vodou do objemu 1 1. Po kompletnim
rozpus$téni a fd&dném promichani bylo médium rozdéleno do Erlenmayerovych ban¢k po
30 ml. Hrdla ban¢k byly nasledné piekryty hlinikovou folii a vSechny banky byly
vysterilizovany v autoklavu pii teploté 121 °C a tlaku 100 kPa po dobu 20 minut.

7.3.3 Priprava kalusovych a suspenznich kultur

Pouzité Erlenmayerovy banky byly vzdy pfedem fadné umyté horkou vodou a
saponatem, vyplachnuté destilovanou vodou a vysusené ve sterilizatoru pti 200 °C. Po
zavedeni papirovych mustka a naliti Zivného média bylo s hrdly ptekrytymi hlinikovou
folii vSe opét sterilizovano v autoklavu pfi teploté 121 °C a tlaku 100 kPa po dobu 20
minut. K pfenaseni inokula (Casti kalusu z ptede$lé kultivace) se vyuzivalo pinzet
oplachnutych ethanolem a vysuSenych ve sterilizatoru 2 hodiny pfi teploté 200 °C a

dal$iho sterilniho laboratorniho nadobi.

Kalusové kultury byly =ziskdny pasdZzovanim za aseptickych podminek
V laminarnim boxu. Ten byl vzdy pfedem vytien 10% roztokem Ajatinu a vyzatfen
germicidni zafivkou. Inokulum se pfeneslo na mistek z filtraéniho papiru, ktery byl
uvnitf Erlenmayerovy baniky o objemu 100 ml, obsahujici uZ 30 ml Zivného média.
Kultivace probihala po dobu 30 dnil v uzaviené mistnosti pii teploté 25°C pfi svételném

rezimu 16 hodin svétlo a 8 hodin tma.

Suspenzni kultury byly ziskany pfenesenim kalusu a jeho naslednym
mechanickym rozdrcenim v Erlenmayerové bance obsahujici zivné médium. Hrdla
ban¢k byla opét prekryta hlinikovou folii. Kultivace probihala po dobu 21 dnt na
rotacni tfepacce (121 otacek za minutu) v uzaviené mistnosti pfi teploté¢ 25°C pfi

svételném rezimu 16 hodin svétlo a 8 hodin tma.
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7.4 Elicitace

7.4.1 Priprava elicitoru

Jako elicitor byl pouzit oxid seleniCity (SeO,), ten byl ve formé roztoku o tfech
riznych koncentracich ptidan ke kalusovym i suspenznim kulturam G. tinctoria. Roztok
0 koncentraci C; byl pfipraven navazenim 100 mg ¢isté latky a nafedénim supercistou
vodou na 100 ml roztoku. Roztok o koncentraci C, byl ziskan nafedénim 10 ml roztoku
C1 Vv odmérné bance na 100 ml supercistou vodou a roztok o koncentraci Csz byl ziskan
nafedénim 10 ml roztoku C; v odmérné baiice na 100 ml supercistou vodou. To vse za
aseptickych  podminek. Veskeré pouzité laboratorni nadobi bylo piedem

vysterilizovano. Vysledné koncentrace roztoki byly nasledujici:
C;=9,012.10" mol I*=100 mg/ 100 ml
C,=9,012.10" mol I'*=10 mg/ 100 ml

Cs=9,012.10" mol I"=1 mg/ 100 ml

7.4.2 Elicitace in vitro kultur u Genista tinctoria L.

Ke kazdému pokusu bylo pouzito 36 ban¢k s kalusovymi nebo suspenznimi
kulturami. Hlinikové folie na hrdlech banék byly oSetieny pted aplikaci elicitoru a
supercisté vody Ajatinem a prace probihala v aseptickych podminkach v lamindrnim
boxu, ktery byl nejméné hodinu pied zapocatou praci vysvicen germicidni UV-lampou.
K 30 bankam se ptidal 1 ml elicitoru ptislusné koncetrace. Ke zbylym 6 bankam se
pfidal 1 ml supercisté vody. Tyto banky slouZzily jako kontrolni vzorky. Hrdla ban¢k se
zakryla hlinikovou folii a oznacila poc¢tem hodin, za ktery byl proveden odbér vzorku.
Vzdy 5 ban¢k s elicitorem bylo ozna¢eno pro odbér po 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h
al68 h. 2 banky bez elicitoru slouzici jako kontrola byly oznaceny pro odbér po 12 h,
dalsi 2 banky byly oznaceny pro odbér po 48 h a posledni 2 banky bez elicitoru byly
oznaceny pro odbér po 168 h.

Poté byly barky s kalusovymi kulturami pfemistény zpet do kultiva¢ni mistnosti

a suspenzni kultury na tfepacku.

Po 6, 12, 24, 48, 72, 168 hodinach se kalusy vyjmuly ze vSech 5 ban¢k pomoci

pinzety na jeden filtraéni papir a nechaly se ususit za laboratorni teploty. Zivné médium
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z téchto péti banck se slilo do jedné lahvicky a dalo se zamrazit. Podobné byly
odebirany i1 vzorky ze suspenznich kultur stim rozdilem, ze byly filtrovany pftes
filtracni papir, pevny podil zachyceny na filtracnim papiie se opét ususil za laboratorni
teploty a médium slilo do jedné lahvicky a dalo zamrazit. Takto ziskané vzorky poté
slouzily k dalsi ¢asti pokusu. Z kontrolnich 2 ban€k se odebiral kalus i médium stejnym

zptisobem po 12, 48 a 168 hodinach.

7.5 Stanoveni obsahu

7.5.1 Priprava vzorku k analyze

K extrakci z vysuSeného kalusu a suspenze byla vyuzita dvoustupiiova digesce.
VysuSeny vzorek se nejprve rozdrtil v tfeci misce s tlouckem kvili zvétSeni povrchu
materialu a zlepSeni extrakce. Rozetieny kalus ptislusné kultury a koncentrace elicitoru
se zvazil na analytickych vahach a kvantitativn¢ pfevedl do Erlenmayerovy banky
s varnymi kaminky. Do kazdé baiiky se piidalo 10 ml MeOH R 80%. Radné oznadené
banky se vafily na vodni lazni pod zpétnym chladicem 10 minut. Kapalny obsah
Erlenmayerovy banky se po vychladnuti zfiltroval pies kousek vaty do 25 ml odmérné
banky. PouZity kousek vaty se 1 se zbytkem kalusu v Erlenmayerové baiice opét
extrahoval s dals$imi 10 ml MeOH R 80% za stejnych podminek 10 min. Extrakt se opét
slil pfes kousek vaty do odmérné baiky a dolil se MeOH R 80% po rysku 25 ml.
Z odmérnych ban¢k se odebral 1,7 ml extraktu pomoci injekéni stiikacky a preplnil se
ptes mikrofilm (0,20 um) do vialek slouzici k HPLC analyze. Tyto vialky se pted

analyzou uchovavaly v lednici.

Extrakce z media nasledovala po jeho rozmrazeni. Kalibrovanou pipetou se
zm¢étil objem média a prevedl do odpafovaci misky. Médium se odpafilo do sucha na
vodni lazni a poté se do misky ptidalo 10 ml MeOH R 80%. Smés se nechala macerovat
za obCasného promichani 10 minut. Poté bylo injekéni stiikackou odebrano 1,7 ml
extraktu pomoci injekéni stiikacky a preplnil se pfes mikrofiltr do vialek slouzici

k HPLC analyze. Tyto vialky se pied analyzou uchovavaly také v lednici.
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7.5.2 HPLC analyza vzorki

K analyze vzorkii byla pouzita metoda HPLC (vysokoucinnd kapalinova
chromatografie), coz je analyticka separa¢ni metoda slouzici jak ke kvantitativnimu, tak
kvalitativnimu stanoveni. ®¥ Konkrétng byla pouzita sestava Jasco vybavena Cerpadlem
PU-2089, detektorem MD-2015, autosamplerem AS-2055, piedkolonovym filtrem a
kolonou LiChrospher RP-18 250 x 4 (5 um) s ochranou ptfedkolonkou.

Nejprve probehla eluce mobilni faze gradientove, z 30% methanolu v ¢ase t = 0
do 80% methanolu v ¢ase t = 9 min. Nasledovala isokraticka eluce 80% methanolem do
¢asu t = 15min. Pritok byl 1,1 ml min. 0,15% kyselina fosfore¢na slouzila v mobilni

fazi vzdy jako pufr.

Detekce byla provedena pomoci DAD detektoru v rozmezi vinovych délek

190 — 450 nm. Z pikt pii vinové délce 260 nm byl vypocten obsah sledovanych latek.

Jako standardy byly pouzity tyto isoflavonoidy: genistin, genistein, daidzein,

formononetin, biochanin A.
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7.5.3 Ukazka chromatogramu

Obrazek 6 Ukazka chromatogramu HPLC analyzy kalusové kultury

30003 mAU

‘genistein

1 biochanin A

RT [min]
16 17 18 18 20

7.5.4 Kalibra¢ni krivky

Tvorba kalibra¢ni kiivky se fidila dle rovnice y = bx+a
y= plocha

x= koncentrace v mg/ 100 ml

a=0

b= rozli¢né hodnoty dle konkrétniho sekundarniho metabolitu
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Calibration curve: isoflavonoidy - genistin
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Obrazek 7 Kalibra¢ni kiivka — genistin
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Obrazek 8 Kalibra¢ni kiivka — genistein
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Calibration curve: isoflavonoidy - daidzein

kiivka — daidze
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Obrazek 11 Kalibraci kiivka — biochanin A

Calibration curve: isoflavonoidy - biochanin &
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7.6 Statistické zpracovani dat

Vyznamnou charakteristikou pro statistické zpracovani dat je smérodatna
odchylka. Sdéluje tedy, v jaké mife se 1isi hodnoty od primérné (stfedni) hodnoty

V daném souboru.

Smérodatnou odchylku definuje tento vztah:

_ fZ(x—z;F
. n -1

S — smérodatna odchylka
x — hodnota sledované velic¢iny
¥ — pramérna hodnota sledované veli¢iny

n — pocet clent souboru

Pro urceni statistické vyznamnosti dvou primérd, tudiz uréeni vlivu elicitoru na tvorbu

sekundéarnich metabolitii, se pouziva T-test.

Testovaci kritérium definuje tento vztah:

T = | 720 — 47y _\/”1-”3—2-[”1+”2 -2]
Jm.sf + .5 o

T — testovaci kritérium

M, — aritmeticky primér kontrolniho souboru
My — aritmeticky primér pokusného souboru
S1 — smérodatné odchylka kontrolniho souboru
S, — smérodatnd odchylka pokusného souboru
Ni — pocet €lent kontrolniho souboru

N, — pocet ¢lenti pokusného souboru

Testovacimu kritériu nélezi t- rozdéleni se stupném volnosti.
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Nasledujici vztah vyjadiuje pocet stupiiti volnosti:
V=n;+n, -2

Ptislusna kriticka hodnota t(v), pro ziskany stupeii volnosti v a nalezitou hladinu
vyznamnosti P se porovna s vypoctenou hodnotou testovaciho kritéria ziskané z T-testu.
Byla provedena tfi paralelni stanoveni pro pfesnou detekci obsahu sekunddrnich
metaboliti. Pocet ¢lenti kontrolniho a pokusného souboru je n; = ny = 3, tudiz plati
Vv = 4. Pii daném poctu stupiili volnosti vV = 4 a hladiné vyznamnosti p = 0,05 je kriticka
hodnota testovaciho kritéria t(v), = 2,78. Statisticky vyznamné jsou ty vysledky, u

kterych je hodnota testovaciho kritéria vyssi nez kritickd hodnota.

Jako kontrolni hodnoty k vypoctu testovaciho kritéria pro odbéry po 6, 12, 24,
48, 72 a 168 h byly vyuzity hodnoty odbéru v ¢ase 12, 48 a 168 h.

Hodnoty byly zpacovany pomoci statistického programu SigmaStat 4.0.
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8. VYSLEDKY

Metodou HPLC byly zanalyzovany ziskané vzorky a byla stanovena pfitomnost
I kvantitativni obsah nasledujicich péti isoflavonoidii: genistin, genistein, daidzein,
formononetin, biochanin A. Ve vzorcich ze susiny kalusovych kultur byla zaznamenana
ptitomnost predevsim genistinu. U suspenznich kultur pfedevsim genistinu a daidzeinu.
Procentudlni zastoupeni jednotlivych isoflavonoidii je zachyceno v nasledujicich
tabulkach a grafech. Médium podrobené analyze neobsahovalo zadné isoflavonoidy,

tudiz kultury sekundarni metabolity v tomto ptipad€ nevylu¢ovaly do média.
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8.1 Tabulky

Tabulka 1 Obsah jednotlivych isoflavonoidi (v mg g"DW) v kalusové kultufe Genista tinctoria pii koncentraci elicitoru Cs

Koncentrace Genistin Genistein Daidzein Formononetin Biochanin A
elicitoru Pocet hodin
[mg I'] S+s T-test S+s T-test S+s T-test S+s T-test S+s T-test
6 7,35 0,10+ 0,02 0 8,66 8,66 8,66
12 1,70 £ 0,16 1,84 8,66 8,66 8,66 8,66
12 K 1,40+ 0,16 X 0,10 £ 0,02 X 0,10 £ 0,02 X 0,10 £ 0,02 X 0,10 £ 0,02 X
24 1,40+ 0,16 0 8,66 8,66 8,66 8,66
C1 48 3,06 0,10+ 0,02 0 8,66 0 2,60 8,66
48 K 1,50+ 0,16 X 0,10 + 0,02 X 0,10 + 0,02 X 0,30+ 0,16 X 0,10 + 0,02 X
72 490 6,12 0,10+ 0,02 0 0,10+ 0,02 1,72 8,66
168 31,23 8,66 8,66 0,10 £ 0,02 0 0 0
168 K 6,20+ 0,16 X 0,10 + 0,02 X 0 X 0,10 + 0,02 X 0 0

statisticky vyznamné hodnoty
zvysené statisticky vyznamné hodnoty
snizené statisticky vyznamné hodnoty
nulové statisticky vyznamné hodnoty
S+s obsah [mg g™ + smérodatna odchylka
T-test hodnota testovaciho kritéria
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Tabulka 2 Obsah jednotlivych isoflavonoidi (v mg g "DW) v kalusové kultufe Genista tinctoria pii koncentraci elicitoru Cy

Koncentrace Genistin Genistein Daidzein Formononetin Biochanin A
T:::;t(l)_rl; Pocet hodin S+s T-test S+s T-test S+s T-test S+s T-test Sts T-test
6 2205 | 030002 | 260 | 020=0,106 | 173 |HONOE0NN 866 0 0
12 6,74 0,30 + 0,02 2,60 0 0 0 0 0 0
12 K X 0 X 0 X 0 X 0 0
24 1531 0 0 0,10 + 0,08 1,73 0 0 0 0
C2 48 1,60 £ 0,16 0,61 0 8,66 0,10 = 0,08 1,73 0 0 0 0
48 K 1,50 £0,16 X 0,10+ 0,02 X 0 0 0 X 0 0
72 1,10+0,16 2,45 0,10 + 0,02 0 0 0 0 0 0 0
168 30,01 0 8,66 0 0 0 1,73 0 0
168 K 1,30 £ 0,16 X 0,10+ 0,02 X 0 0 0,10 + 0,08 X 0 0
statisticky vyznamné hodnoty
zvySené statisticky vyznamné hodnoty
snizené statisticky vyznamné hodnoty
nulové statisticky vyznamné hodnoty
S+s obsah [mg g'] + smérodatna odchylka

T-test hodnota testovaciho kritéria




1%

Tabulka 3 Obsah jednotlivych isoflavonoidi (v mg g "DW) v kalusové kultufe Genista tinctoria pti koncentraci elicitoru Cs

Koncentrace Genistin Genistein Daidzein Formononetin Biochanin A

e[:::;t?rl; Pocethodin} g, T-test Sts T-test | Sts | Tetest | Sks | T-test |  Sis | T-test

6 4164 | 0,10=+0,08 0 0,10 = 0,08 1,73 0,10 = 0,08 0 0 0

12 34,29 0 1,73 0 0 0 1,73 0 0

12 K 740+ 0,16 X 0,10 = 0,08 X 0 X 0,10 = 0,08 X 0 0

24 3429 | 0,10+ 0,08 0 0 0 0 1,73 0 0

C3 48 31,84 | 0,10+0,08 0 0 1,73 0 1,73 0 0

48 K 6,30+ 0,16 X 0,10+ 0,08 X 0,10 + 0,08 X 0,10 + 0,08 X 0 0

72 3,06 0,10 + 0,08 0 0 1,73 0,10 = 0,08 0 0 0

168 29,39 29,39 0 0 0 1,73 0 0

168 K 3,50+ 0,16 X 0,20+ 0,16 X 0 X 0,10 = 0,08 X 0 0

statisticky vyznamné hodnoty
zvySené statisticky vyznamné hodnoty
snizené statisticky vyznamné hodnoty

nulové statisticky vyznamné hodnoty

S+s obsah [mg g'] + smérodatna odchylka
T-test hodnota testovaciho kritéria
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Tabulka 4 Obsah jednotlivych isoflavonoidi (v mg g "DW) v suspenzni kultufe Genista tinctoria pii koncentraci elicitoru Cy

Koncentrace Genistin Genistein Daidzein Formononetin Biochanin A
elicitoru | Poget hodin
[mg I']

T-test S+s T-test S+s T-test

30,31 0 0 8,66
0 8,66
X
5

S+s

| x | 0 |

0,10+£0,16 X
0,86

0,20 + 0,02

24
C1 48

X 0 X
0 0 0
8,66 030+0,16 2,60

X 0

0
X 020+0,16 X

5,50+0,16

statisticky vyznamné hodnoty
zvySené statisticky vyznamné hodnoty
snizené statisticky vyznamné hodnoty
nulové statisticky vyznamné hodnoty

S+s obsah [mg g™'] + smérodatna odchylka
T-test hodnota testovaciho kritéria




TG

Tabulka 5 Obsah jednotlivych isoflavonoidi (v mg g "DW) v suspenzni kultufe Genista tinctoria pii koncentraci elicitoru C,

Koncentrace Genistin Genistein Daidzein Formononetin Biochanin A

e[:::;t?rl; Pocethodin} g, T-test Sts T-test | Sts | Tetest | Sks T-test | Sis T-test

6 |CE0R0NeN 2205 0 0 [o0l0x002 | 0 0 0 0 0

12 1,70+ 0,16 | 1,837 0 0 0,10 + 0,02 0 0 0 0 0

12 K 2,00+ 0,16 X 0 X 0,10 + 0,02 X 0 X 0 0

24 4,90 0 0 8,66 0 0

C2 0 0 0 0

X 0,10 £ 0,16 X X 0 X 0 0

551 | 0,10£0,16 0 3,46 0 0 0 0

5695 | 0,10+016 | 1,72 | 030=0,16 0 0 0 0 0

020+ 0,16 X 030 £ 0,02 X 030+ 0,16 X 0 X 0 0

statisticky vyznamné hodnoty
zvySené statisticky vyznamné hodnoty
snizené statisticky vyznamné hodnoty

nulové statisticky vyznamné hodnoty

obsah [mg g'] + smérodatna odchylka
hodnota testovaciho kritéria

S+s

T-test




[4S

Tabulka 6 Obsah jednotlivych isoflavonoidi (v mg g "DW) v suspenzni kultufe Genista tinctoria pii koncentraci elicitoru Cs

Koncentrace Genistin Genistein Daidzein Formononetin Biochanin A
e[::;t(:rll; Pocet hodin Sts T-test S+s T-test S+s T-test S4+s T-test
6 0 0 0 0 0 0
97,86 0 0 0 0
 830+016 | x | 010£016 | x | 0 | x 0 X 0 X
953 | 020016 | 173
C3 866 | 470+016 | 061 862 | 0,10£002 | 259
0 | 1 010£016 | x | 480016 | x 040+ 0,16
5,20 346
168 090+0,16 | 123 0 0 8,66 0 0
168 K 0,70+ 0,16 X 0 X 6,70 £ 0,16 0,10+ 0,02 X 0 X

statisticky vyznamné hodnoty

zvySené statisticky vyznamné hodnoty
snizené statisticky vyznamné hodnoty
nulové statisticky vyznamné hodnoty
obsah [mg g™*] + smérodatna odchylka
hodnota testovaciho kritéria

S+s

T-test




8.2 Grafy

Graf 1 Tvorba isoflavonoida v kalusové kultuie pii koncentraci elicitoru Cy
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Graf 2 Tvorba isoflavonoida v kalusové kultuie pii koncentraci elicitoru C,
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Graf 3 Tvorba isoflavonoida v kalusové kultuie pii koncentraci elicitoru Cs
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Graf 4 Tvorba isoflavonoidi v suspenzni kultute pii koncentraci elicitoru Cq
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Graf 5 Tvorba isoflavonoidi v suspenzni kultufe pii koncentraci elicitoru C,
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Graf 6 Tvorba isoflavonoidii v suspenzni kultufe pii koncentraci elicitoru C;
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9. DISKUSE

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv selenu ve formé& SeO, na produkci jednotlivych

isoflavonoidu v in vitro kulturach G. tinctoria.

Jako rostlinny material byly pouzity kalusové a suspenzni kultury z pasazi 23. az 31.
kultivovanych v zivném médiu dle Murashigeho a Skooga s ptidavkem rdstového

regultarou a-NAA v koncentraci 1,00 g na 100 ml ethanolu.
Elicitor SeO, byl ke kulturam pfidavan ve tfech koncentracich:
Cy =9,012.10° mol I'*=100 mg/ 100 ml
C,=9,012.10" mol I"'=10 mg/ 100 ml
Cs=9,012.10" mol I"=1 mg/ 100 ml

K 5 baitkkdm byl vzdy pfidan 1 ml elicitoru a oznacily se k odbéru po 6, 12, 24, 48,
72 a 168 h. 2 banky po 12, 48 a 168 h slouzily jako kontrola (misto elicitoru pfidan 1 ml

supercisté vody).

Vzorky k analyze se po zpracovani materialu ziskaly pomoci extrakce a nasledné

byly vyhodnoceny pomoci HPLC metody.

Ke statistickému zpracovani dat se pouzila metoda T-testu prostfednictvim

statistického programu SigmaStat 4.0.

V kalusové kultufe byl zaznamenan statisticky vyznamny nardst obsahu genistinu
po 6 a 48 h pulsobeni elicitoru o koncentraci Ci, dale po 6, 12, 24 a 168 h pii
koncentraci elicitoru C, a po 168 h pii koncentraci elicitoru C; (Tabulka 1, 2, 3; Graf 1,
2, 3). K nejvyrazn&jsimu zvyseni produkce genistinu doslo v Gase 168 h (6,2 mg g™ a
8,3 mg g DW) pii koncentraci elicitoru C, a C3.V porovnani s kontrolnimi vzorky byla
tudiz koncentrace vétsi 0 13,2 % a 12,9 %. O néco nizsi, ale piesto vyznamny byl nartst
v Case 6 h (5,2 mg g DW) 09,7 % a po 24 h (4,1 mg g* DW) 0 6,7 % pii koncentraci
elicitoru C, (Tabulka 2, 3; Graf 2, 3). Také byl vyhodnocen i statisticky vyznamny
pokles tvorby tohoto isoflavonoidniho glykosidu oproti kontrolnim vzorktim. Konkrétné
to byly vzorky odebrané po 72 a 168 h pfi pouziti elicitoru v koncentraci C; a po 6, 12,
24,48 a 72 h pti koncentraci elicitoru C3 (Tabulka 1, 3; Graf 1, 3).

Produkce genisteinu v kalusové kultufe nebyla vyznamné zvysSena oproti kontrolni

kultufe, byla naopak piedevsim nulova. Obsah genisteinu nebyl patrny u vzorka
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odebranych po 12, 24 a 168 h pti koncentraci elicitoru C;. Po 48 a 168 h pii koncentraci
elicitoru C, a po 168 h pii koncentraci C3 byl zachycen nevyrazny pokles produkce
genisteinu (Tabulka 1,2,3; Graf 1,2,3). NavySeni obsahu genisteinu bylo zaznamenano
pouze v Case 72 h pti koncentraci C;, ktery ale taktéz nebyl vyrazny (Tabulka 1;
Graf 1).

Obsah daidzeinu v kalusové kultufe byl statisticky vyznamné zvySen pouze v Case
168 h pti pouziti elicitoru v koncentraci C1, produkce tohoto isoflavonoidu nebyla vSak
znacn¢ zvysena. V Casech 6, 12, 24 a 48 h pfi koncentraci elicitoru C; byl zaznamenan
opét statisticky vyznamny pokles tohoto isoflavonoidu na nulové hodnoty (Tabulka 1;

Graf 1).

Mirné, ovSem statisticky vyznamné navySeni obsahu formononetinu v kalusové
kultuie bylo zachyceno pouze po 6 h pisobeni elicitoru v koncentraci C,. V ¢asech 6,
12, 24 h pii koncentraci elicitoru C; byl zaznamenédn rovnéz statisticky vyznamny

pokles obsahu na nulové hodnoty (Tabulka 1,2; Graf 1,2).

Obsah biochaninu A v kalusové kultufe pti odbéru po 6, 12, 24, 48 a 72 h pfi
koncentraci elicitoru C; byl také statisticky vyznamné snizen na nulové hodnoty
(Tabulkal; Graf 1).

U suspenzni kultury byl statisticky vyznamny nartst produkce genistinu
vyhodnocen ve vzorcich odebranych po 24, 48 a 168 h pti koncentraci elicitoru Cq, dale
v Case 6, 72 a 168 h pfi koncentraci elicitoru C, a v Case 6, 24, 48 a 72 pii koncentraci
elicitoru Cs. Pii koncentraci elicitoru C; bylo nejvyraznéjsi navySeni obsahu v ¢ase 24 h
(15,2 mg g™*) 0 29,4 %, pii Cz v Gase 168 h (9,5 mg g™ DW) 0 25,1 % a pfi C3 v &ase
48 h (10,7mg g™ DW) 0 28,8 % (Tabulka 4, 5, 6; Graf 4, 5, 6). Statisticky vyznamny
pokles tvorby genistinu oproti kontrolnim vzorkiim byl zaznamenidn u vzorkl
odebranych po 6, 12 a 72 h pii koncentraci elicitoru C; (Tabulka 4; Graf 4). Pii aplikaci
elicitoru v koncentraci C, doslo k statisticky vyznamnému poklesu produkce u vzorku
odebraného po 24 h a k poklesu produkce na nulové hodnoty u vzorku odebraného po
48 h (Tabulka 5; Graf 5). U koncentrace elicitoru C; byl zaznamenan statisticky

vyznamny pokles pouze u vzorkii odebranych po 12 h (Tabulka 6; Graf 6).

Dle analyzy byla produkce isoflavonoidu genisteinu v suspenzni kultufe nulova
oproti kontrolnim vzorktim. Konkrétné to byly statisticky vyznamné hodnoty ziskané u

vzorkd odebranych po 6, 12, 24, 48 a 72 h u koncentrace elicitoru C1, po 48 hodinach
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u koncentrace elicitoru C, a po 6, 12, 24, 48 a 72 hodinach u koncentrace elicitoru Cs
(Tabulka 4, 5, 6; Graf, 4, 5, 6).

U vzorki odebranych za 6, 12, 24, 48 a 168 h bylo zaznamenano statisticky
vyznamné navySeni tvorby daidzeinu po aplikaci elicitoru v koncentraci C;. Z toho
velice vyznamny nartst byl v &asech 12 h (11,3 mg g* DW) o 30,5 % a 24 h
(37,1 mg g'1 DW) o0 100% (Tabulka 4; Graf 4). Pti koncentraci elicitoru C, probéhl
statisticky vyznamny narast obsahu tohoto isoflavonoidu v ¢asech 24, 48 a 72 h, ale ne
prili§ ztetelny (Tabulka 5; Graf 5). Pfi koncentraci elicitoru Cs bylo zaznamenano
statisticky vyznamné navySeni produkce daidzeinu po 12, 24, 72 a 168 h. Velmi
vyznamny nartst produkce o0 30,5% (11,3mg g™ DW) se uskutecnil po 12 h a po 24 h
elicitace (37,1 mg g* DW ) 0 100 %. (Tabulka 6; Graf 6).

Minimélni nérGst obsahu formononetinu v suspenzni kultufe byl pozorovan po
kultivaci 24, 48, 72 h s elicitorem v koncentraci C;, po 24 h s elicitorem v koncentraci
C, apo 24, 48 h s elicitorem v koncentraci C3 (Tabulka 4, 5, 6; Graf 4, 5, 6). Po aplikaci
koncentrace elicitoru C3nebyla u vzorkll odebranych v ¢ase 72 a 168 h zachycena zadna

produkce formononetinu (Tabulka 6; Graf 6).

Tvorba biochaninu A v suspenzni kultufe byla opét pfevazné nulova v porovnani
s kontrolni kulturou. Nulové produkce se tykala vzorkl ziskanych po 6 a 12 h plisobeni
elicitoru v koncentraci C; a po 72 h s koncentraci elicitoru C3. Mirné zvyseni produkce
bylo zaznamenano pii pouziti elicitoru v koncentraci C; po 48 h (Tabulka 4, 6; Graf 4,
6).

Suspenzni kultura v porovndni s kalusovou kulturou reagovala na piitomnost
elicitoru mnohem efektivnéji. K navySeni produkce doSlo u dvou isoflavonoida
(genistinu a daidzeinu) oproti kalusové kultufe, u které doslo k navySeni obsahu pouze

U genistinu s jednozna¢né niz§imi hodnotami. (Tabulka 2, 3, 4, 5, 6; Graf 2, 3, 4, 5, 6)

Analyzovana byla taktéz i média, u kterych nebylo uvoliovani isoflavonoida
prokazano. Kalusova ani suspenzni kultura tudiz po aplikaci tohoto elicitoru nevylucuje

isoflavonoidy do média.

Selen byl jako elicitor také zkouman ve studii KAPOOR et al. pfi osetfovani tkané
a organu Cesneku kuchynského (Allium sativum) in vitro. Obsah aminokyselin, proteint

a alliinu byl prokazateln¢ zvySen po oSetfeni in vitro tkan¢ Cesneku koncentracemi 2
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a4 mg It Se. Obsah prolinu se zvySoval v zavislosti na davce, ackoli pii davee 4 mg 1™

bylo zvyseni obsahu prolinu velmi vyrazné. (89)

Vliv selenu ve formé seleni¢itanu sodného o koncentraci 50 uM byl testovan také
u brokolice. ZvySena produkce sekundarnich metaboliti byla zaznamenéana u sazenic

brokolice nikoli u klickd. 78

Zadny statisticky vyznamny efekt na obsah a syntézu fenolickych slouéenin nebyl
zaznamenan ve studii zabivajici se biofortifikaci selenem a jinymi elicitory. Zkoumal se
zde ale vyhradné vliv na kli¢ky brokolice. Kli¢ky byly oSetfeny roztokem selenanu

sodného v koncentracich 10, 40, 90 pmol 1L, 60

Ve studii TIAN et al. byl zkouman efekt selenu na glutathionovy metabolismus a
tvorbu sekundarnich metaboliti u klicka tfi riznych kultivart brokolice. Z vysledku
studie vyplyva, Ze ma selen pozitivni vliv na glutathionovy metabolismus i tvorbu

sekundarnich metaboliti. &

K elicitaci se mohou vyuzit i jiné latky, které jsou pro rostlinu cizorodé. Ve studiich
TUMOVA et al. byl napiiklad zkouman vliv pyrazinkarboxylovych kyselin na tvorbu
flavolignant, flavonoidi a isoflavonoidi u kalusovych a suspenznich kultur Sylibum
marianum, Ononis arvensis a G. tinctoria. Byl zjistén pozitivni vliv na tvorbu

sekundéarnich metaboliti. > ©)

Nové se jako elicitor zvySujici produkci sekundarnich metabolitd vyuziva

ultrazvuk. ¥

V ramci stresovych faktor u kultur G. tinctoria byl ve studii KUBES et al.
pozorovan i vliv elektrického proudu a roztoku AgNOs; na pozitivni ovlivnéni tvorby

sekundarnich metabolitt a jejich eluci do Zivného média. %3)

Studie LUCZKIEWICZ et al. vyhodnotila vliv elicitori — methyl jasmonatu a
chitosanu na tvorbu sekundarnich metabolitii U vysoce produktivni suspenzni kultury G.
tinctoria a na eluci isoflavonoidd do Zzivného média. Maximalni koncentrace
isoflavonovych aglykont (4-6krat vétsi nez u kontrolnich vzorkt biomasy) byly ziskany
ze vzorki, kde byl jako elicitor pouzit chitosan. Chitosan v koncentraci 150 mgI™ a
methyljasmonat v koncentraci 100 pmol I byly piidany v 0. nebo 26. den ristového
cyklu k suspenzni kultufe G. tinctoria. U tohoto typu kultury byla zaznamenana
nejvyssi produkce isoflavonoidi. Vylucovani isoflavonoidii do média nebylo zachyceno

navzdory tomu, Ze tento jev je Casto pozorovano u in vitro kultur exponovanych
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stresovym faktorim. Dle autord prozatim neni zalezitost eluce isoflavonoidd u in vitro
kultur G. tinctoria pln¢ objasnéna a je pfedmétem dal§iho zkoumani. Eluce mize byt
ovlivnéna pomoci permeabilizujiciho faktoru — zde vyuzit 2% DMSO, po jehoz uziti
doslo k vylouceni isoflavonoidi do média. Ani jeden z elicitori neovliviioval

Y Lors 10 , 1. (50
uvoltiovani isoflavonoidti do média.®”

Ze ziskanych vysledkd Ize usoudit, ze SeO, mize slouzit jako vhodny elicitor ke
zvySovani produkce urcitych isoflavonoidi. Neni ale schopen ovlivnit vylucovani

isoflavonoidd do zivného média.
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11. ZAVER

V této praci byl sledovan vliv SeO, na obsah isoflavonoidii v in vitro kultuie G.

tinctoria.

— Byl zaznamenan pozitivni vliv na produkci isoflavonoidniho glykosidu
genistinu v kalusové a suspenzni kultute a na produkci aglykonu daidzeinu v suspenzni

kultute.

— K nejvyznamnéjSimu nartstu doslo v suspenzni kultufe u daidzeinu pii
koncentraci elicitoru 9,012.10° mol I 2 9,012.10°° mol I po 12 a 24 h, dale u genistinu
I-l

pfi koncentraci elicitoru 9,012.10° mol po 24 h, pii koncentraci elicitoru

9,012.10"* mol I'po 168 h a pii koncentraci elicitoru 9,012.10° po 48 h.

—Kontrolni vzorky vykazovaly v néckterych ptipadech nizky nértst
isoflavonoidd, ve vzorcich s elicitorem pak byla ¢asto produkce nulova — k tomuto jevu
dochézelo v kalusové kultufe u genisteinu p¥i koncentraci elicitoru 9,012.10° mol I*
a9,012.10* mol I*. U daidzeinu, formononetinu a biochaninu A pfi koncentraci
elicitoru 9,012.10° mol I™". V suspenzni kultufe u genisteinu pii koncentraci elicitoru
9,012.10° mol I |, 9,012.10” mol I a 9,012.10° mol I*, u formononetinu pfi
koncentraci elicitoru 9,012.10° mol I* a biochaninu A pii koncentraci elicitoru
9,012.10° mol I* a9,012.10° mol I,

— Analyza nepotvrdila vyluovani isoflavonoidi do média.
Ze ziskanych vysledkil 1ze usoudit, ze selen ve formé oxidu selenic¢itého mize byt
vyuzivan jako ucinny elicitor obzvlasté ke zvySeni obsahu daidzeinu a genistinu v
suspenzni kultufe a déale 1 ke zvySeni obsahu genistinu v kalusové kultufe. Tyto

poznatky lze dale vyuzit pfi aplikaci v bioreaktoru nebo polni kultute.

V ramci této studie byla prohloubena znalost prace s explantatovymi kulturami a
vyhodnocen vliv selenu na tvorbu sekundarnich metabolitt v in vitro kulturach G.

tinctoria. Cile prace byly tudiz naplnény

61



12. POUZITE ZKRATKY

2,4-D — 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

BAX — BCL 2 associated X protein

BCL 2 — B-cell lymphoma 2

BPA — Bisfenol A

DAD — Diode Array Detector

DFT — Density Functional Theory

DMSO — Dimethylsulfoxid

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

DW — Dry Weight — susina

FCV — Feline calicivirus

GC-MS — Gas Chromatography-Mass Spektrometry
GPx — Glutathionperoxidaza

GT — Extrakt z Genista tinctoria

HPLC — High Performance Liquid Chromatography
IAA — Indol-3-octova kyselina

KIN — Kinetin

LOX — Lysyl oxidase

LPS — Lipopolysacharid

MATE — Multidrug and Toxin Extrusion

MCF-7 — Michigan Cancer Foundation-7 - buiiky lidského karcinomu prsu
MDA — Malondialdehyd

MNV — Murine norovirus

MP — Methylparaben

MRSA — Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
NAA — a-naftyloctova kyselina

NADPH — Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

ROCK — Rho-associated protein kinase

ROS — Reactive oxygen species — reaktivni formy kysliku

RT-HPLC  — Reverse Phase - High Performance Liquid Chromatography

RT-PCR — Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction
SOD — Superoxid dismutaza
T-2 toxin — Trichotecenovy mykotoxin
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TIBA — 2, 3, 5- trilodobenzoic acid

uU20s — Bunééna linie lidského osteokarcinomu
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