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1 Uvod

Vyssi rostliny jsou bohatym zdrojem bioaktivnich sloucenin, které mohou mit
uplatnéni 1 ve farmaceutickém primyslu. Latky pfirodniho charakteru, nebo od nich
odvozené, napt. morfin, kodein, kokain, pilokarpin, digoxin, jsou Vv soucasnosti stale
pouzivany, ale mnoho syntetickych analog a molekul nemé patiicnou UcCinnost

a farmakologické vlastnosti jako vyse zminéné latky.

Chemickd syntéza sloucenin pfirodniho charakteru je Casto ekonomicky
nerentabilni.  Biotechnologicka produkce vhodnych sekundarnich metabolith
v explantatovych kulturdch je tak vhodna a atraktivni alternativa. V komer¢ni sféfe ma
vSak tato metoda jisté limity z divodu nestability kultur, nedostate¢né znalosti prub&hu
syntetickych drah a regulaci sekundarnich metabolitd. Mnoho rostlinnych druhi bylo
kultivovano in vitro, avSak produkce dostateéného mnozstvi pozadovaného
sekundérniho metabolitu nebyla dostatecnd. Metodou, ktera by mohla pfispét ke zvySeni
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vytézkt sekundéarnich metaboliti je elicitace™ .



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo sezndmeni S metodou kultivace kalusovych
a suspenznich kultur Hypericum perforatum L., nasledné sledovani vlivu abiotického
elicitoru kfemiku na produkci sekundarnich metabolitid flavonolovych glykosida
(hyperosid, kvercetin), antrachinonovych derivati (hypericin) a zjisténi pomoci

kapalinové chromatografie, zda elicitor mize ovliviiovat produkci metabolitu.



3 Teoreticka ¢ast
3.1 Trezalka tekovana

Tato 1éCiva rostlina je opiedena mnoha myty a povérami a jsou ji pfisuzovany az
magické ucéinky. Dle legendy udajné vznikla z krve, ktera stekla z dekapitované hlavy
sv. Jana Kititele na zem. Zminky o vyuziti tfezalky jsou dochovany jiz z antického
obdobi, kde nagla vyuziti v 1é¢bé melancholie a hojeni ran. Stafi Rekové a Rimané
umist'ovali ¢asti rostlin do svych obydli na ochranu proti zlym duchiim a démontm.
Slavny starovéky 1ékai Hippokratés z Kosu (460 — 377 pt. n. 1.) jako prvni vyznamné&ji
zdokumentoval terapeutické vyuziti tiezalky. Paracelsus (1493 — 1541) se zminuje
o byliné roku 1525 jako prostfedku k 1é¢bé dusevnich poruch. S rozmachem a nastupem
farmakochemickych oborti dochdzi k lepSimu poznani U¢innych sekundérnich latek
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a jejich vyuziti v konven¢ni medicing™".

Anglosaské pojmenovani St. John's wort vychéazi z faktu, ze rostlina krasné
vykvéta v obdobi svatku sv. Jana, tj. 24. Gervna. Cesky nizev ziejmé pochizi ze
staroslovénstiny. Slovo trjezati znamend rozdrasat ¢i rozpichat a odkazuje na pfitomnost

siliénych nadrzek v listu, které se mohou jevit jako propichané®,

3.1.1 Charakterizace a taxonomické zarazeni

Ttezalka teckovana (Hypericum perforatum, Hypericaceae) je vytrvala bylina se
vzpiimenou dvojité ryhovanou lodyhou. Rostlina dortista do vysky 50 cm’. Vstiicné
listy jsou ptisedlé, tvarem ovalné a podlouhlélo. Celokrajna Cepel obsahuje roztrousené
prasvitné schizogenni sekre¢ni dutiny. Na okrajich listli také nalezneme vicebunécné
7lazky obsahujici Gervené barvivo'!. Kvete v latich vytvaiejici vidlany a $roubely'.
Kvét se sklada z pétiGetného kalichu a koruny. Zluté korunni listky se nam jevi
teCkované, jelikoz obsahuji zlazky s barvivem. Rozemnuty Zluty kvét zbarvuje pokozku
tmavé Cervend'®. Plodem tiezalky je tobolka'’. Bylina kvete od &ervna do srpna. Pro
pfiznivy vyvoj obsahovych latek vyhledava rostlina tepld a slunna stanoviste, nejcasteji
roste na dobfe osvétlenych stranich, susSich loukéch, pastvinach, okrajich lest
a v blizkosti cest. Tiezalka teCkovana roste v celé Evrop¢, zapadni Asii, severni Africe,

ale byla zavletena i do dalSich &asti svéta®.



Lékopis udava rostlinnou nat jako drogu (Herba hyperici), ktera je
charakterizovana celymi nebo fezanymi ususenymi kvetoucimi vrcholky z druhu
Hypericum perforatum sklizené v dobé kveteni. Obsahuje alespon 0,08 % celkovych

hypericint (vyjadieno jako hypericin), po€itano na usuSenou drogulg.

3.1.2 Obsahové latky'* *°

e flavonoidy (rutin, hyperosid, isoquercetin, quercetin, amentoflavon, biapigenin,
kaempferol, luteolin)

e floroglucinoly (hyperforin, adhyperforin)

o naftodiantrony (hypericin, pseudohypericin)

o fenolické kyseliny (kyselina chlorogenova, kyselina kavova, kyselina p-
kumarova)

e tfisloviny proanthokyanidiny (katechin, epikatechin)

e xantony (Kkielcorin, norathyriol)

e aminokyseliny (GABA, cystein, glutamin, leucin, lysin, ornitin) silice (2-
methyloktan, undekan, a — pinen,  — pinen, geraniol)

e nasycené¢ mastné kyseliny (kyselina isovalerovd, kyselina myristova, kyselina

stearova)

3.1.2.1 Floroglucinoly

Velmi vyznamnym zastupcem této skupiny je hyperforin. Hyperforin je
prenylovany derivat, ktery vychazi z floroglucinolového skeletu s lipofilnimi
isoprenovymi jednotkami. Hyperforin je snadno rozlozZitelnd struktura nachylna
k oxidaci vzduchem a ani na svétle neni stabilni'®. Tato skute¢nost dlouho omezovala
vyuziti  slouCeniny v komercnich  produktech. Nakonec se zjistilo, Ze
dicyklohexylamoniové stil je stabilni nejen pfi pokojové teplots, ale i na vzduchu'’.
Mnozstvi této latky se pohybuje od 2 % v kvétech, pies 4,5 % Vv nezralych plodech, az
ke 4,4 % ve zralych plodech®®. Ve srovnani sjingmi antidepresivy ma hyperforin
jedine¢ny farmakologicky profil, protoze inhibuje zpétné vychytavani noradrenalinu,

serotoninu, dopaminu, ale také GABA a glutamitu, timto mechanismem zvySuje



hladiny neurotransmiterd v mozku'. Zvysuje téZ vnitrobundénou koncentraci Na*%.
Ukézalo se, ze hyperforin je jeden z nejsilngjSich, ptirozené se vyskytujicich inhibitora
cyklooxygenasy-1 a 5-lipoxygenasy. ZvySuje pH cytosolu a je schopny regulovat
rozdilné parametry tekutosti v neuronalni membrang in vivo i in vitro®®. Po peroralni
aplikaci obalené tablety, ktera obsahovala 300 mg extraktu tiezalky (odpovida 14,8 mg
hyperforinu) bylo dosazeno maximalni plazmatické koncentrace za 3,5 h po podéani

a eliminacni polocas €inil 9 h?°,

3.1.2.2 Naftodiantrony

Jednou znejvice prozkoumanych tiid sloucenin izolovanych z tfezalky
teCkované jsou naftodiantrony. Nejznaméjsimi latkami patiici do této skupiny jsou
hypericin a pseudohypericin®. Hypericin ma zakladni strukturu velice podobnou
antrachinonu®. Strukturné hovofime o polycyklickém chinonu se &tyfmi hydroxylovymi
skupinami, které jsou umistény v blizkosti dvou karbonylovych skupin®’. Molekula
nema plandrni charakter, postranni fetézce aromatického skeletu se navzajem odpuzuji
a brani molekule ziskat rovinnou konformaci. Je zndmo 16 teoretickych tautomerti
hypericinu®®. Hypericinovy kruhovy systém je pln& aromaticky a kazdy atom uhliku
v kruhu je v hybridizaci sp2. Hypericin obsahuje systém konjugovanych dvojnych
vazeb a absorbuje svétlo ve viditelné oblasti spektra, které se jevi jako jasné Cervené.
Nejsilnéjsi absorpce probiha pii 590 nm a tato absorpce je vyznamna pro roli hypericinu
jako fotosenzibiliza¢ni latky. Hypericin je téméf nerozpustny ve vét§iné organickych
rozpoustédel, ale snadno se rozpousti v pyridinu®’. Byly vsak popsany draselné soli,
které zvySuji rozpustnost a extrahovatelnost z rostliny. Hypericin je labilni latka,
specidlné na svétle. Dal§im faktorem, ktery zptsobuje degradaci naftodiantront je pH23.
Hypericin, stejné tak 1 pseudohypericin se vyskytuji v kvetouci ¢asti rostliny
v koncentracich 0,03 % - 0,3 % Vv zavislosti na vyvojovém stadiu rostliny. Mnozstvi
pseudohypericinu je v&tiinou 2 — 4x vétsi neZ hypericinu®®. Frakce obsahujici hypericin
inhibuji aktivitu monoaminooxidasy A a B, avSak koncentrace nutné k IC50 jsou
100 — 1000x vyssi nez hodnoty, které dosahne Cmax hypericin po perordlnim podani
extraktu z tiezalky”®. Hypericin ma inhibi¢ni efekt na proteinkinasu C, indukuje
apoptozu — programovanou bunécnou smrt’® a téz bylo prokazano, ze ma silnou afinitu

k sigma receptortim, které reguluji hladinu dopaminu“.
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3.1.3 Biologické ucinky, pouziti, klinické studie

Signifikantnim znakem tfezalkovych extraktii je antidepresivni ucinek. Plivodné
byl tento Uc¢inek pfifazen hypericinu, ktery inhibuje monoaminooxidasu. Pozd¢ji doslo
k apravé poznatki a zodpovédnost za antidepresivni efekt extraktu byl pfiznan
hyperforinu®. Jak bylo vySe uvedeno, hyperforin je silny inhibitor zp&tného
vychytavani serotoninu, dopaminu, noradrenalinu, GABA a L- glutamatu ze synaptické
Stérbiny. Na rozdil od syntetickych antidepresiv, které blokuji 5-HT receptory,
hyperforin zfejmé inhibuje vychytavani serotoninu zvysenim intracelularni koncentrace
sodiku a vapniku. Aktivace iontového kanalu pro vapnik TRPC6? hyperforinem, vede
ke zvySenému piijmu sodiku neuronem, coz vede ke snizeni sodikového gradientu mezi
neuronem a synaptickou Stérbinou. Ztrata gradientu snizuje zpétné vychytavani
monoaminovych neurotransmitert. Tento prokazany mechanismus hyperforinu se lisi
od mechanismu znamych syntetickych antidepresiv a mize byt klicem k nové tfide¢

antidepresiv’?".

Vedle antidepresivnich u¢inku tiezalky ziistava moznost dal§iho vyuziti v terapii
topického oSetfeni povrchovych poranéni, jizev, popalenin. Ackoliv byly protizanétlivé
ucinky tiezalky pfipisovany inhibi¢nimu vlivu kvercetinu na prozanétlivé signalni
transdukéni drdhy, neddvny experimentidlni pokus ukazuje na klicovou roli

hyperforinu®.

Klinické studie ukdzaly vyznamny ptinos hyperforinu v topické 1é¢bé mirné az
sttednd t&7ké atopické dermatitidy'®. Hyperforin piisobi jako dudlni inhibitor
5-lipoxygenasy a cyklooxygenasy 1, klicovych enzymi v produkci prozanétlivych
eikosanoidli z kyseliny arachidonové, coZz naznacuje jeho potencidl pii zanétlivych
onemocnénich®®. TéZ mize indukovat expresi 8-interleukinu v epitelu stiev, priméarnich
hepatocytli a monocyti. Vzhledem k tomu, Zze 8-interleukin ma roli v indukci akutni
faze produkce proteinu v jatrech a hlavni roli v zdnétu sttev, mize byt Skodlivy pro
nekteré pacienty uzivajici trezalku te¢kovanou®. Hammer a kol. (2008) zjistili, ze
etanolova frakce extraktu tfezalky s obsahem kyseliny chlorogenové, amentoflavonu,

kvercetinu a pseudohypericinu sniZila zanét zpusobeny prostaglandinem E2 (PGE2).
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Tento cCtyfslozkovy systém fungoval pouze za pfitomnosti svétlem aktivovaného

pseudohypericinu®.

Antibakterialni vlastnosti extraktli tfezalky byly hlaSeny jiz v poloving 20.
stoleti. Za hlavni antibakteridlni slozku byl oznacen hyperforin, ktery inhibuje rtst
gram-pozitivnich bakterii jako je Corynebacterium diphtheriae v koncentracich tak
nizkych jako je 0,1 ug/ml“. Nevykazoval vsSak inhibicni UCinek na rist gram-
negativnich bakterii jako je Euterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, nebo Candida albicans?’. Meticilin — rezistentni (MRSA) a penicilin-

rezistentni (PRSA) Staphylococcus aureus byl obzvl4sté citlivy na hyperforin®’.

Hypericin vykazuje aktivitu i vii¢i obalenym viriim zahrnujici HIV, chiipku typu
A, herpes simplex. Adenoviry a polioviry, které patii mezi neobalené viry, nejsou
hypericinem ovlivnény. K plnému vyuziti antivirové aktivity hypericinu je nutné svétlo
o vlnové délce asi 600 nm. Zpocatku se zdalo, Ze by terapie hypericinem mohla oteviit

cestu k 1é¢bé HIV, avsak klinické studie neprokazaly velky spéch?.

Hyperforin je také nadéjny originalni protirakovinny prostiedek. Inhibuje rast
Sirokého spektra lidskych a krysich nadorovych bun&énych linii'’. Ve viech testovanych
nadorovych bunkach hyperforin aktivoval kaspasy-3. V nékterych také aktivoval
kaspasy-9. Hyperforin u¢inné snizuje stupen proliferace velkého mnozZstvi savcich
rakovinnych bunéénych linii zahrnujici karcinom prsu, melanom, gliom, fibrosarkom,
chronickou myeloidni leukémii a lymfom®™. Jeho antiproliferativni efekt in vivo je
srovnatelny s paklitaxelem. Nespornou vyhodou je absence jakékoliv znamky akutni
toxicity. Hyperforin brani Sifeni rakovinného bujeni, ristu metastdz a inhibuje

angiogenezi in vivo a nékolik klicovych kroki tohoto procesu in vitro'’.

Svoji nezanedbatelnou roli v onkologii mé i hypericin. Je rozsahle testovan jako
fotodynamické ¢inidlo pro 1é¢bu rakoviny. Hypericin jako fotosenzitizér absorbuje
svétlo a pfechazi do excitovaného stavu. Excitovany hypericin miZe reagovat
s molekularnim kyslikem za vzniku singletového kysliku, ktery je velmi reaktivni
a mize oxidovat jiny substrat. Nejvyssi ucinek je dosazen pti ozatfovani hypericinu pii
vlnové délce asi 600 nm. Reaktivni formy kysliku mohou oxidovat lipidy a poskozovat
bunécné membrany. Tento d& se vyuziva pii 1écbé nddorovych onemocnéni. Pii

fotodynamické terapii in vivo se hypericin vstfikuje do nadoru, ktery je ozafovan
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laserem. K poskozovani bunék muze také dochazet z vyznamného poklesu pH, ke

r £ Iy, ’ v sy . .22
kterému dochazi pfi ozareni bun€k obsahujici hypericin™.

Extrakty z tfezalky mohou mirnit fyzické a emo¢ni symptomy premenstrua¢niho
syndromu jako jsou kieCe, podrazdénost a zvysena citlivost prsou. Spole¢né uzivani

s plosti¢nikem poméha zlepsit naladu a uzkost bdhem menopauzy?.

3.1.4 Lékové interakce

Bylinné Iéky jsou v soucasné dobé ve vysoké poptavce a jejich popularita
neustale roste. Jsou oblibené pro 1écbu tady zdravotnich obtizi vzhledem ke své
pfedpokladané ucinnosti, menSim vyskytem nezadoucich u¢inka a relativné pfiznivou
cenou®. Dramaticky nartist pouzivani bylinnych pfipravkl vcetné trezalky vSak
znamena, ze mnohem vice pacientli uzivajicich bézné konvenc¢ni 1éky, je ohrozeno

1ékovymi interakcemi™.

Klinické dikazy naznacuji, Ze extrakt ztfezalky mlze vyvolat jak
farmakokinetické, tak i farmakodynamické interakce. Farmakokinetické interakce
vznikaji pfi sou¢asném uzivani trezalky a 1é¢iv, které jsou substraty cytochromu P450
a P-glykoproteinu. Ttezalka je induktorem forem CYP3A4, CYP2EI a CYP2CI19
cytochromu P450, indukuje téz aktivitu P-glykoproteinu, stievniho efluxniho

k31, 32

transporteru mnoha xenobioti . Konkrétné CYP3A4 je nejrozsifenéjsi formou,

podili se na vétsin€ (52%) znamych ptemén 1éCiv, metabolizuje vice nez 73 molekul
ucinnych latek*"**. Disledkem tohoto typli interakci je snizeni plazmatickych
koncentraci 1é¢iv napt. warfarinu, digoxinu, amitriptylinu, teofylinu, peroralni
kontracepce’® do terapeuticky neucinnych hladin®. V piipadé komedikace tiezalky
s imunosupresivy (cyklosporin) inhibitory HIV proteaz (indinavir) mize dojit k Zivotu

ohrozujicim nasledkiim a je jasnou kontraindikaci®’.

Vliv ttezalky na P-glykoprotein a enzymy CYP jsou obvykle pozorovany po
delsi terapii (10 nebo vice dni). Udaje o 1é¢bé po dobu 4-9 dnti nejsou k dispozici.
Studie ukazuji, ze kratkodobé podani (1 — 3 dny) nezplsobuje z&dné vyznamné

interakce s ostatnimi 16&ivy™.

Mezi farmakodynamické interakce miiZeme fadit spoleCnou terapii extraktl

trezalky a SSRI antidepresiv (blokujici zpétné vychytavani serotoninu) nebo triptany.
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V obou piipadech dochazi k nebezpecnému zvyseni koncentrace serotoninu. Tato
situace muze vyustit vtzv. serotoninovy syndrom s fatalnimi nasledky. Stav je
charakterizovan zmatenosti, neklidem, hyperreflexii, pocenim, tfesem, nevolnosti,

poruchami koordinace®.

3.1.5 Nezadouci ucinky

V porovnani s nezddoucimi u¢inky béznych antidepresiv, jsou vedlejsi projevy
terapie extraktu tirezalkou malé®, Nejcastéji  hlasené nezadouci UcCinky jsou
gastrointestinalni symptomy, alergické reakce, zmatenost, unava, sedace a sucho
v ustech®. Frekvence nezadoucich uginkd u 6 382 pacienti s mirnou depresi, kteii
uzivali tfezalki po dobu 6 tydnt, byla 0,125 %. Metaanalyza randomizovanych
kontrolnich studii tfezalky u pacientd s mirnou az stfedni depresi ukdzala, ze podil
pacientql, ktefi hlasili vedlejsi ucinky, byl ve srovnani s antidepresivy 26,3 % ku 46,7 %
v jejich neprospéch?’. U extrakti nebyl potvrzen genotoxicky potencial a mutagenni
aktivita na zakladg in vivo a in vitro studii’’. Nemame vsak dostate¢né kvalitni studie
o bezpecnosti uzivani tiezalky béhem téhotenstvi a laktace. Studie na bfezich zvifatech
ukazala, ze nedochazi k ovlivnéni kognitivniho vyvoje nebo dlouhodobéjsich defektt

v chovani, ale miZe zpiisobit niz§i porodni hmotnost plodu®.

Topicka, ¢i systémova aplikace piipravkll s obsahem tfezalky a nasledné
vystaveni slune¢nim paprskim mutize zpisobit fototoxickou reakci, ktera se projevuje
koznimi abnormalitami. Symptomy zahrnujici zarudnuti, tvorbu puchyiti a nekroz,
paleni a bolestivost kiize jsou klinickou manifestaci fototoxicity. Povaha postiZeni kiize
koreluje skoncentraci hypericinu ve tkani a absorbované davce dlouhovinného
ultrafialového zafeni. K vyse popsanym stavim dochazi pti ¢tyinasobném piekroceni

doporucené denni davky, ktera ¢ini 900 mg36’37.

3.2 Explantatové kultury

Explantatové kultury se pouzivaji ke kultivaci izolovanych bunék, pletiv
a rostlinnych organti v umélych podminkach v kultivaéni nadobé. Casti rostlin, které

péstujeme in Vvitro, se nazyvaji explantaty. Kulturu lze odvodit z asepticky péstované,
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nebo povrchové sterilizované rostliny. Cely proces kultivace musi probihat za
aseptickych podminek na definovanych kultiva¢nich médiich. Nespornou vyhodou je
minimalizace rizika kontaminace patogennimi organismy a moznost optimalizace
podminek kultivace. In vitro kultury mohou mit riizny stupen diferenciace. Totipotentni
rostlinnd builkka umoziuje vypéstovani kompletniho organismu z jakékoliv buiky

s funké&nim jadrem, které obsahuje celou genetickou informaci®*°.

3.2.1 Typy explantatovych kultur

> Kalusova kultura

Kalus je definovan jako amorfni, neorganizovana hmota parenchymatickych
bunck. Poranénd tkdn produkuje toto tzv. hojivé pletivo jako reakci na posSkozeni.
Kalusy jsou malé, pomalu rostouci a dobie zvladnutelné struktury, a proto jsou

vhodnym prostiedkem pro uchovéni genofondu.

» Suspenzni kultury

Suspenzni kultury nejéastéji ziskavame vlozenim a rozdrobnénim kalusu do
vhodného média. Dulezité je pravidelné michani a tfepani béhem inkubace na
specializovanych pfistrojich. V idedlnim piipadé¢ by se méla suspenze skladat

Z jednotlivych bungk, obvykle v§ak nachazime agregaty 20-100 bunek™.

» Protoplasty

Protoplasty jsou rostlinné buiky, kterym byla odstranéna bunécnd sténa
mechanickou nebo enzymatickou cestou. Mechanické oddéleni je narocné na preciznost
prace, ma casto za nasledek nizké vytézky a Spatnou kvalitu provedeni v dusledku latek
uvoliovanych z poskozené buiiky. Enzymatické odstrannovani bunécné stény se provadi

celulasou, & pektinasou®’,

» Korenové kultury

Kofenové kultury mohou byt zalozeny in vitro z explantatt kofenové Spicky bud’
z hlavniho, nebo z postrannich kofend. Ackoliv zavedeni kotfenovych kultur bylo
jednim z prvnich Uspéchti moderni rostlinné biotechnologie, dosud nenaSly Sir$i

uplatnéni v rostlinnych transformacnich studifch®".
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» Prytové a meristémové kultury

Kultura vznikla kultivaci apikalnich nebo axilarnich meristéma prytu.
Nespornou vyhodou je genetickd stabilita kultury. Vhodnymi poméry koncentraci

.o .o o e v ’ ’ v o o - 42
auxint a cytokininli ovlivitujeme vétveni nadzemnich ¢asti, nebo rast kofene™.

» Embryonalni kultury

Embrya mohou byt pouzita jako explantaty pro ziskadvani kalusovych kultur
nebo somatickych embryi. Nejpopularnéjsi metoda pro regeneraci jednodéloznych

rostlin vyuziva nezrald embrya odvozena z embryogenniho kalusu®.

» Kultury mikrospor a pra$nika®*

3.2.2 Faktory ovliviiujici rist in vitro kultur
3.2.2.1 SloZeni Zivného média

Optimalni rist a morfogeneze tkani se muze liSit pro rizné rostliny dle jejich
pozadavkl na vyzivu. Kromé& toho i tkané z riznych ¢ésti rostlin maji také rozdilné
pozadavky na uspokojivy rust. Tkanova kultivaéni média se vyvinula z Zivnych roztokt
pouzivanych pro kultivaci celych rostlin, napt. kofenové kultivaéni médium dle Whitea
nebo medium kalusovych kultur dle Gauthereta. Mezi zakladni pouZivana media fadime
média Murashigeho a Skooga (MS), Linsmaiera a Skooga (LS), Gamborgovo médium

(B5), dle Nitsche a Nitsche (NN).

Rostlinné tkanové kultury by obecné mély obsahovat nékteré, nebo vSechny
z nasledujicich soucasti: mikroprvky, makroprvky, vitaminy, aminokyseliny nebo
dopliiky dusiku, zdroje uhliku, nedefinované organické dopliky, riistové regulatory
a zelirujici slozky. Podle International Association for Plant Physiology prvky
Vv koncentracich vyssich nez 0,5 mM/1 jsou definovany jako makroelementy a ty, které

se vyskytuji v nizich koncentracich nez 0,5 mM/I se oznacuji jako mikroelementy*®,
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» Makroelementy

Tato skupina zahrnuje dusik, fosfor, draslik, vapnik, hoi¢ik a siru pro dostate¢ny
rust a morfogenezi. Nejcastéjsi formou dusiku je smés dusi¢nanovych iontll z dusi¢nanu
draselného a amonnych iontl z dusicnanu amonného. Pii vySSich koncentracich
amonnych iontl roste riziko zvySené toxicity pro rostlinné bunééné kultury. Nadmérné
vychytavani amonnych iontll zptisobuje okyseleni prostiedi. Kultivaéni média by m¢la
obsahovat alesponl 25-60 mM anorganického dusiku pro rtst rostlinnych bunék. Fosfor
se ptidava ve form¢ draselné, amonné nebo sodné soli kyseliny fosforecné. Nadmérna
koncentrace fosforeCnani muze zpisobit vysrazeni dalSich prvkti média za vzniku
nerozpustnych fosfatd. Dusi¢nanovou nebo chloridovou formu drasliku, ktery je
povazovan za hlavni anorganicky kation a reguluje osmoticky potencial, pfiddvame
Vv koncentracich mezi 20 — 30 mM. Vépnik se podili na syntéze bunécné stény, bunécné
signalizaci a funkci membran. Hoif¢ik je enzymovy kofaktor a slozka chlorofylu. Sira je

soucasti vyznamnych aminokyselin methioninu a cysteinu41'43.

» Mikroelementy

Tyto prvky zahrnujici mangan, jod, méd’, kobalt, bor, molybden, zelezo a zinek
jsou potiebné ve stopovém mnoZstvi a maji rozli¢né tlohy pro riist a vyvoj rostlin. Za
stézejni prvek této skupiny se povazuje Zelezo. PouZivané citratové nebo tartaratové soli
zeleza jsou Spatné rozpustné a mohou se vysrazet pii pripravé media, proto se pouziva
metody chelatace s kyselinou ethylendiamintetraoctovou. Vznikly komplex usnadiuje
uvoliovani Zeleza do media. Kobalt a jod mizZe byt pfidan do né€kterych médii, ale
jejich potieba pro rast nebyla piesnéji definovana. Sodik a chlor se pouziva v urcitych

 qer , v . .. , , o 414
médiich, a to navzdory zpravam, Ze nejsou nijak zasadni pro rist™ 3,

» Uhlik a zdroje energie

Jako zdroj uhliku se v tkanovych rostlinnych kulturach ¢asto pouZziva sacharosa,
ktera je levna, dostupna a pomérné stabilni. Lze ji nahradit laktosou, galaktosou,
maltosou a $krobem, ale byly vyhodnoceny jako méné efektivni nez sacharosa. Glukosa
byla shledana ucinngjsi nez fruktosa Sohledem na moznost piednostniho vyuziti
bunkami kultur v inicialni f4zi. Bylo prok4zano, Ze autokldvovana sacharosa je lepsi nez
sacharosa sterilizovana filtry. Jako vhodna alternativa pro snizeni naklad na médium se

. R VO e 7 v r - ;o 4
jevi pfidani melasy, bandnového extraktu &i kokosové vody do Zivné pady®.
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» Vitaminy a myo-inositol

Vitaminy jsou potiebné pro spravny rast a vyvoj rostlin. Ucastni se
metabolickych procesi jako katalyzatory. Jejich nedostatek pfi in vitro kultivacich mize
zpusobit omezeni ristu a diferenciace bunék. Zcela esencialnim vitaminem pro rast je
thiamin. Dalsi vitaminy jako je kyselina nikotinova, pyridoxin, biotin, kyselina listova,
kyselina askorbova, kyselina panthothenové, tokoferol, riboflavin se pouZzivaji jen

v nékterych médiich pro bunécnou kultivaci, avsak nejsou limitujicim faktorem pro rast.

Myo-inositol je sacharid, ktery se pfidava v malém mnozstvi ke stimulaci rtstu
bunck vétsiny rostlinnych druhti. Podili se na procesu déleni bun¢k, protoze se S$tépi na

kyselinu askorbovou a pektiny, které tvoii malou &4st fosfolipida®.

» Aminokyseliny

Potifebné aminokyseliny pro optimalni riist jsou obvykle syntetizovany vétSinou
rostlin, nicméné pridavek urcitych aminokyselin nebo smési aminokyselin je dilezity
pro zalozeni kultury bunék a protoplastii. Aminokyseliny poskytuji rostlinnym bunkam
zdroj dusiku, ktery je snadno asimilovan tkanémi a bufikami rychleji nez anorganicky
zdroj dusiku. NejcCastéji se pouziva glycin, arginin, asparagin, glutamin. Hydrolyzat

. o v , e, - Ly , . . . . .4
kaseinu mize byt pouzit jako relativng levny zdroj smési aminokyselin®.

» Nedefinované organické zdroje

Néktera media se dopliuji pfirodnimi latkami nebo extrakty. Za zminku stoji
hydrolyzaty bilkovin, vytazky z kvasnic, pomerancovy dZus, rajcatovd $t'dva, nebo

aktivni uhli. Testuje se jejich dopad na posileni rastu®,

» Latky zpeviiujici medium

Tuhost kultivatniho média zna¢né ovlivituje rast péstovanych tkéni. Existuje
Siroké spektrum latek pro tvorbu gelu, napi. agar, agarosa, guma gellan. Agar je
polysacharid ziskany z motskych fas a univerzaln¢ se pouzivé jako gelotvorné €inidlo
pro piipravu polotuhych a pevnych médii rostlinnych kultur. Mezi jeho nesporné
vyhody patii misitelnost s vodou, snadné tani v rozmezi 60 — 100 °C, tuhnuti kolem 45
°C, inertnost vii¢i slozZkdm media a nemoZnost byt St€pen enzymy rostlin. Dochézi téz

k vyhledavani levnéjsich alternativ za i¢elem redukce nakladi kultiva¢nich médii®.
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3.2.3 Rustové regulatory

3.2.3.1 Auxiny

Auxiny podporuji bunécné déleni a rist bunck. V explantitech stimuluji
produkci kalusu, zahdjeni rtstu vyhonku/prytu, tvorbu adventivnich koifenu, indukci
pfirodné se vyskytujicim auxinem je kyselina indolyl-3-octova (IAA), ale jeji vyuziti
Vv kultiva¢nich médiich je limitovéano jeji nestabilitou viici teplu a svétlu. Aminokyseliny
konjugované s IAA castecné fesi tento problém. Nejbéznéji pouzivanym auxinem je
kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D). Za zminku stoji jisté i dalsi auxiny: Kyselina
indolyl-3-maselna (IBA), kyselina naftyloctova (NAA), kyselina 4-chlorfenoxyoctova
(4-CPA) 414344

3.2.3.2 Cytokininy

Cytokininy stimuluji bunééné dé€leni, indukuji tvorbu vyhonku/prytu a zpomaluji
rust kofend. Pfirozené se vyskytujici cytokininy jsou rozsdhla skupina strukturné
podobnych sloucenin, jednd se o purinové derivaty. Z pfirozené¢ se vyskytujicich
cytokininli se pouziva prevazné zeatin a 2iP (2-isopentyladenin). PouZiti je omezené
zdbvodu vysoké ceny a nestability. Syntetickd analoga kinetin a BAP
(benzylaminopurin) jsou vyuZzivana podstatné Castéji. V kultivaénich médiich naleznou
uplatnéni 1 nepurinové slouceniny, konkrétné substituované fenylmocoviny. Tyto

fenylmo&oviny mohou také nahradit auxiny v nékterych kulturach**,

3.2.3.3 Gibereliny

Tato skupina sdruzuje ptirozené se vyskytujici, strukturné ptibuzné slouceniny.
Podileji se na regulaci bunéfného prodluzovani, zvySuji rist kalust. Nejbéznéji

pouzivany giberelin je kyselina giberelova zndma jako GA3*4,
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3.2.3.4 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova inhibuje bunécné déleni, urychluje starnuti a reguluje
dormanci. Nejéastéji je pouzivana v tkanovych kulturach na podporu odlisnych

vyvojovych drah jako je somaticka embryogeneze4l’44.

3.2.3.5 Ethylen

Ethylen je pfirozené se vyskytujici plynny rtistovy regulator, ktery je spojovan
s dozravanim ovoce. Nema Siroké uplatnéni v rostlinnych kulturdch. Nékteré rostlinné
bunécné kultury produkuji ethylen, a pokud je vytvafen v dostatetné mife, muze
inhibovat rist a vyvoj kultury. Typ kultiva¢ni nadoby a uzavéru ma vliv na vyménu
plynti mezi nddobou a vné&jsi atmosférou, a tim ovliviiuje hladiny ethylenu ptitomného

v kultuie*.

3.3 Stres

Bé&hem své ontogeneze se rostliny setkdvaji s rozmanitymi podminkami okolniho
prostiedi, které mohou mit nepfiznivy vliv na jejich vyvoj, nebo vést k odumfeni
rostlinného organismu. Souborné hovofime o problematice stresu a stresovych faktord,
kterd je slozitéjsi a komplexnéjsi nez u zivocichl. Pfisedlost rostlin jim nedovoluje
opustit stresové prostiedi, dilezitou roli hraje i mezidruhové variabilita a riznorodost
vnitiniho prostfedi. V pfirodé je pomémé bézné plisobeni nékolika stresovych faktort
najednou. Rostlina miize navyknout postupnému vystaveni stresovym podminkam.
Takové zvysSeni tolerance ke stresu oznacujeme jako aklimatizaci. Adaptace znamena
geneticky podminénou hladinu tolerance, kterou rostlina ziskd selekci béhem

fylogeneze*#"*®,
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Obecné lze rozliSovat dva zptusoby ochrany pred pusobenim stresoru:

e Pasivni ochrana
— vznika fylogeneticky a je geneticky podminéna
— vyskytuje se nezavisle na aktualnim ptsobeni stresort
— rostlina se brani priniku stresového faktoru do vnitiniho prostredi, napf.

mechanickou barierou v podobé kutikuly, trichomii*"**°.

e Aktivni ochrana

— snaha eliminovat stresové faktory po jejich penetraci k vnitinim

strukturam bunky.

Rostliny maji proti ptisobeni stresovych faktord riznou miru rezistence. Stres je
takova odchylka od optimalniho stavu, kterd ohrozuje integritu rostlinného organismu.
Jakmile hodnoty stresorli vnéjSiho prostredi neptekracuji limity individualni pro kazdy
rostlinny taxon, neni vyvoj rostliny vyznamné ovlivnény. V piipad¢ jejich ptekroceni

1o r v . r S v . , /51
nastava stresova odpovéd rostliny, ktera sestavéa z nékolika fazi>".

1) Poplachovid fize

— nastava thned po zacatku plisobeni stresového faktoru

— dochazi k naruseni bunécnych struktur a funkci

2) Restitucni faze

— mobilizace kompenza¢nich mechanismu

3) Rezistencni faze

— zvySeni odolnosti rostliny vii¢i stresovym faktorim

4) Faze vylerpdni

— pokles odolnosti po dlouhodobé a intenzivni expozici stresoru®*

Vysledek a hodnoceni plisobeni stresového faktoru zavisi zejména na intenzite,
délce expozice, po€tu cykli a kombinaci vice stresort, dale pak na genotypu, stupni

vyvoje a typu organu nebo tkdné rostlinného organismu47.
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Existuje n¢kolik spole¢nych mechanismi fyziologické odpovédi rostlin na stres:

e Tvorba stresovych proteini

Oznacujeme tak proteiny nové indukované, nebo syntetizované ve veétSim
mnozstvi VvV disledku vystaveni stresu®.  Z béznych podminek jsou v buiice

44 ’ v s ’ v v 7 .
nedetekovatelné™. Vyrazné se podili na Gpravé bunééného metabolismu.

Stresové proteiny se nazyvaji a fadi do skupin dle druhu stresu. Pfi nadmérném
suchu hovoiime o DHN (dehydrinech). V pozdni fazi embryogeneze je to skupina LEA
(late embryogenesis abundant) proteinti. Pfi vysoké teplot¢ HSP (heat shock proteins),
pii nizké teploté COR (cold- regulated) proteiny. Pti vyskytu tézkych kovt se hromadi
metalothioneiny a fytochelatiny, patogenni infekce indukuje syntézu PR (patogenesis —

related) proteinﬁSz.

e Tvorba a odstranovani aktivnich forem kysliku

Reakce rostlin na stres vede u rostlin mimo jiné ke zvySené tvorbé aktivnich
forem kysliku. Tyto produkty vSak nemusi vzdy skytat nebezpeci, ale mohou mit funkci
signdli ¢i obrannou pii urCitém typu stresu, a proto je jistd koncentrace téchto latek
Vv rostlinném organismu zadana. Plisobeni stresovych faktori miize zpiisobit zvySenou
tvorbu téchto aktivnich forem dvéma zptisoby. Selektivnim ovlivnénim metabolickych
reakci spjatych sredoxnimi vyménami nebo celkovou destrukci rostlinného

metabolismu, ¢imz se narusi funkénost antioxida¢niho systému obrany.

Aktivni formy kysliku nejvice vznikaji v chloroplastech. Skodlivé uginky
aktivnich forem kysliku se projevuji hlavné peroxidaci lipidd. Nejvice podléhaji
peroxidaci membranové lipidy s vysokym obsahem nenasycenych mastnych kyselin.
Poskozeni mohou podléhati 1 aminokyseliny, proteiny a nukleové kyseliny. Obranu pted
poskozenim aktivni formou kysliku ve vSech cCastech buiniky obstaravaji specializované
enzymy a antioxidani substraty. Enzym superoxiddismutasa katalyzuje pfeménu
superoxidu na peroxid vodiku a ten je nasledné rozkladan katalasou nebo

r : 53
askorbatperoxidasou™.
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e Fytohormony a stres

Fytohormony jsou vyuzivany rostlinou k Sifeni signalli na vétsi vzdalenosti.
Fytohormony vykazuji u¢inky na syntézu enzymua stimulac¢ni (tvorba stresovych
proteind, syntéza hydrolas), ale i1 inhibi¢ni, coz se miize projevit zpomalenim ristu
a zrychlenym starnutim. Kyselina abscisova, ethylen a jasmonaty (kyselina jasmonova,
methyljasmonat) jsou fytohormony, jejichz syntéza se po vystaveni rostliny stresoru
vyznamné zvySuje. Kyselina abscisova je znamé diky zvySovani odolnosti viici
pusobeni sucha a mrazu. Vysledky pozorovani o uplatnéni fytohormoni pfi stresovych

reakcich nejsou vsak stale dostatecné®,

e Osmoregulatory

Rostlina vystavenad suchu nebo mrazu reaguje aktivaci mechanismu syntézy
osmoticky aktivnich latek. Napf. cukri — hexéz ze Skrobu, aminokyselin — prolinu.
Vyhoda spociva vtom, Ze roztoky obsahujici osmoticky aktivnich latky mrznou pii
niz8i teploté nez voda. Tzv. osmoprotektanty snizuji osmoticky potencial cytoplasmy,
a tim se zvySuje rozdil vodniho potencidlu proti vnéjSimu prostiedi. Nasledkem toho
muze bunka vice nasdvat vodu zvné&jSiho prostfedi. Schopnost osmotického
pfizptisobeni uddva hodnota osmotického potencidlu buiiky. Cim je hodnota
osmotického potencialu pii ztraté turgoru zaporngjsi, tim je mechanismus osmotického
prizptsobeni rychlejsi a rostlina se dokaze ucinnéji branit suchu syntézou osmoticky

aktivnich latek a jejich hromadénim v cytoplasm&™.

3.4 Produkce obsahovych latek a jeji ovlivnéni

Rostliny jsou dilleZitou soucasti kazdodenniho Zivota, zdrojem potravy. Rostlinné
slouceniny a jejich vyzivova hodnota je studovana po mnoho desetileti. Kromé
primarnich metaboliti, které jsou nezbytné pro spravné fungovani rostlinného
organismu (cukry, lipidy, aminokyseliny), dokaZou vys$i rostliny syntetizovat také
Sirokou Skalu nizkomolekularnich latek — sekundarnich metaboliti. Sekundarni
metabolity nemaji Zadnou vyznamnou Ulohu pii zachovavéani zakladnich zivotnich
procesu v rostlinach, které je syntetizuji. Maji vSak dulezity pfinos v interakci rostlina —
okolni zivotni prostfedi. Produkce téchto latek je velice nizkd, udava se kolem 1%

susiny a zavisi na fyziologickém a vyvojovém stadiu rostliny™*. Vhodnou, jednoduchou,
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ekonomicky a prostorové nenarocnou metodou zvySeni produkce sekundéarnich

metaboliti je elicitace™.

3.4.1 Elicitace

Rostliny a in vitro kultivované rostlinné bunky vykazuji fyziologické
a morfologické reakce na elicitory rizného ptivodu a povahy. Elicitor je definovan jako
latka, ktera v nizkych koncentracich po zavedeni do zivych bunécnych linii zphsobi
zahajeni, nebo zlepSeni syntéz specifickych sloucenin. Elicitace vyvold, nebo zvysi
syntézu sekunddrnich metabolitd rostlin za ucCelem pieziti, zlepSeni vytrvalosti
a konkurenceschopnosti. Elicitace ve spravné fazi ristu bunééné kultury, koncentrace
elicitoru, vhodna kombinace média a elicitoru patii mezi neopomenutelné aspekty pro
posileni produkce sekundarnich metabolith. Elicitace v pozd¢jsi exponencialni fazi vede
K vy$§im vytézkim biomasy a produkci sekundarnich metabolitt. Elicitace v rané fazi
rustu kultur zvysi produkci sekundarnich metabolitd, ale snizi objem biomasy. Spravné

., C 56
zvoleni elicitorl z&visi 1 na pochopeni signali zapojenych do elicitaéniho procesu™.

3.4.1.1 Elicitory

Déleni dle povahv:l

> Biotické

— pfimo uvolnéné mikroorganismy nebo z rostlinné buniky (enzymy, fragmenty
bunééné stény)

— vytvofené plsobenim mikroorganismi na bunéfnou sténu rostlin (fragmenty
pektinu atd.)

— vytvorené pisobenim rostlinnych enzyma mikrobidlni bunééné stény (chitosan,
glukany)

— endogenni a konstitutivni slouceniny vytvofené nebo uvolnéné z rostlinné bunky

v reakci na riizné stimuly
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» Abiotické
— fyzikéalni nebo chemické povahy plsobici skrz endogenné vytvarené biotické
elicitory

— UV zéfeni

— pusobeni vétru

— denaturované bilkoviny (RNase)

— opakované zmrazovani a rozmrazovani

— nepfirozené slozky v médiu

- tézké kovy

— chemikalie
o s vysokou afinitou k DNA
o latky se schopnosti nic¢it bunéénou membranu
o fungicidy
o herbicidy

Déleni dle piivodu:1

> Exogenni
— vznik mimo buiiku, vCetné bezprostfednich reakci nebo zprostiedkované skrz
endogenni mediatory
— polysacharidy
o glukany, chitosan
— peptidy (polykationty)
o monilicolin, polyaminy, glykoproteiny
— enzymy
o polygalakturonasa, celulasa
— mastné kyseliny

o kyselina arachidonova, kyselina eikosapentaenova
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> Endogenni
— vznikaji prostfednictvim sekundéarnich reakci vyvolanych biotickym nebo
abiotickym signalem v butice
— oligomery alginatt

— hepta - B - glykosidy

3.4.1.2 Faktory ovliviiujici elicitaci

Specifita elicitoru®’

— vVvrliznych bunéénych kulturdch miize dojit k produkci sekundarnich

metabolitil v reakci na jeden stejny elicitor

e Koncentrace elicitoru®®’

— vyznamné¢ ovliviiuje intenzitu odpovédi
— optimdlni hladina se stanovuje se experimentalné

— vysoké davky elicitoru vedou k bunécné smrti

e Doba trvani expozice elicitoru®’

— Je charakteristicka pro kazdy rostlinny druh

— souvisi se zvySenim aktivity metabolickych enzymt

X ’ e 1rr qe 7
e (Casovvy harmonogram piidani elicitoru®

— nejidedIn€j$i moment je exponencialni faze rastu, kdy je enzymaticka

aktivita maximalni

e Pfitomnost rustovych faktort®’

e Slozeni zivného média a kultivaéni podminkv57
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3.4.1.3 Mechanismy elicitace®

Existuje né¢kolik hypotéz popisujicich biochemickou reakci rostlin nebo

rostlinnych bunék na pasobeni elicitord, a to napt.:

e vazba elicitoru na receptor v plazmatické membrané aktivuje proces elicitace

e pronikani vapenatych iontd Ca®* z extracelularniho prostoru a intracelularniho
zasobniku Ca®* do cytoplasmy

e projevem elicitace jsou rychlé zmény fosforylace proteini a aktivace
proteinkinasy

e stimulace a aktivace G-proteinu prostfednictvim mitogenem aktivované
proteinkinasy

e okyseleni cytoplasmy zpiisobené inaktivaci H'-ATPasy

e produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), napt. H,O;

Ptesny mechanismus plisobeni elicitoril je pfedmétem studia. VSechny elicitory
nevyvolavaji stejny sled reakci, maji jiny pivod, specifitu, pasobi v riznych

koncentracich atd, a proto je t&zké zjistit, jak opravdu funguyi.

Je dobfe znadmo, Ze vystavovani rostlin elicitoru nebo napadeni patogenem
zpusobuje celou fadu obrannych reakei, vcetné hromadéni mnoha rostlinnych
sekundéarnich metaboliti v intaktnich rostlinach nebo v explantitovych kulturach. I po
intenzivnim vyzkumu vlivu biotickych a abiotickych elicitorti na produkci sekundarnich

metaboliti v rostlinach je pfesny mechanismus elicitace dosud neobjasnén.

3.5 Kremik

Kiemik byl objeven v roce 1824 Jacobem Berzeliem. Jedna se o tmavy, leskly,
velmi tvrdy polokovovy prvek. Kiemik je po kysliku druhy nejhojnéjsi prvek pfitomny
v zemské kufe, jeho procentualni zastoupeni se zde pohybuje kolem 30 %. V piirodé

vSak nenajdeme volny kiemik, vyskytuje se vyhradné ve formé slouCenin. Nejbéznéji
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kifemen, ktery existuje v riznych odridach liSici se barvou (ametyst, kiist'al, citrin,
zéhnéda, jaspis, opal). Za béznych teplot je znac¢né inertni, odolava vétsiné mineralnich
kyselin az na kyselinu fluorovodikovou. Primyslové je vyuzivan pii vyrob¢ slitin
zeleza — ferosilicium. Cisty kfemik naléza uplatnéni pii vyrobé polovodi¢ovych
elektrotechnickych soucastek, jako jsou diody, tranzistory. Nékterych sloucenin
kiemiku se vyuziva pro jejich tvrdost pfi vyrobé brusnych materiali. Kiemicity pisek

se pouziva pfi vyroba skla a porcelénu58'62.

3.5.1 Kiemik a ¢lovék

Nebyla stanovena doporucend denni davka kiemiku. Odhadovany piijem se
pravdépodobnd pohybuje mezi 20 — 50 mg kfemiku za den®®. Kiemik je hojn&
pfitomen V potravinach rostlinného plivodu jako obiloviny, kofenova zelenina.
Z hlediska vyznamu ho v lidském organismu fadime mezi stopové prvky. Ovliviuje
fyzikalni vlastnosti pojivové tkdné. Vyznamné pfispiva kvalité koznich derivati —

4

vlasy, vousy, nehty. Preventivni uZzivani se doporucuje jako ochrana proti
neurotoxickym vlastnostem hliniku, ktery byl oznacen za moZny rizikovy faktor
Alzheimerovy choroby®®. Nedostatek kiemiku zpiisobuje zpomaleni riistu, zvysenou
lomivost kosti, tfepivost vlasa®. Nadbyte¢ny piijem kiemiku se mize negativné
odrazit u lidi s nedostatecnosti ledvin, protoze slouceniny kiemiku se mohou
spolupodilet na tvorbé ledvinovych kamen@i®. Po dlouhodobém vdechovani &astic
prachu oxidu kfemic¢itého muze vzniknout choroba plic zvana silikdza. Projevuje se
pfedevsim u profesiondlnich pracovnikl v rudnych dolech, kovarnach a keramickém
prumyslu. Onemocnéni se Casto pozvolna rozviji n€kolik desitek let. Morfologicky

dochazi k vazivové piestavbé plicni tkané. Silikoza se vyznacuje expektoraci

e . . Y .66
S pozdé&jsim rozvojem dechové nedostateCnosti .
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3.5.2 Kiemik Vv rostlinach

Ktemik je v pad¢ druhym nejrozsifenéjSim prvkem po kysliku. Role kiemiku na
rust a vyvoj rostlin vSak byla dlouho piehlizena a ignorovana. Dlouhodobé pouzivani
chemickych hnojiv na bazi dusiku a fosforu vsSak zpusobilo pokles kiemiku v pudé.
Povédomi o nedostatku kiemiku v piid€ je v soucasnosti uznany limitujici faktor pro

rostlinnou V}'/robu67.

Kfemik je pfijiman kofenovym systémem ve formé kyseliny kfemicité. Takto je
transportovan xylémem do prytu, kde dochazi k polymerizaci na amorfni oxid kiemicity
a jeho ulozeni v buliformnich bunkach pod kutikulou. Rostliny se velmi lisi ve
schopnosti kumulovat kfemik. Rozpéti saha od 0,1 % az po 10 % kiemiku suché
hmotnosti rostliny . Jednod&lozné rostliny jsou povaZovany za typické akumulatory

kfemiku, na rozdil od dvoudéloinjlch68.

Existuji pravdépodobné dva mechanismy, kterymi kfemik zvySuje rezistenci
stravitelnost, zvySenou tvrdost a hrubost tkani, protoze kiemicité slouceniny vytvaii
tvrdé fytolity. Chemickd obrana je vyvoldvana prostfednictvim zvySené biosyntézy
obrannych enzymu. Pii vnéj$im napadeni je spusSténa signadlni kaskada vedouci ke
vstupu proteinti do jadra, kde reguluje transkripci cilovych gend. Tento mechanismus je
spustén rozpusténym kiemikem. Kiemik ve formé pevného oxidu kiemicitého, nebo

fytolitu nedokaZze ovlivnit rostlinnou biochemii na molekularni trovni®.

Prestoze je kfemik vyzna¢nou slozkou rostlin, jeho nezbytnost byla prokdzana
pouze rostlinam celedi Equisetaceae a Poaceae. Dle Epsteina a Blooma lze kiemik
povazovat za ,kvazi esencidlni“ prvek, protoze jeho nedostatek zplsobuje rtizné
odchylky rtstu, vyvoje a reprodukce rostlin. Pridavek kiemiku zlep$i vzpiimenost

a expozici listil K osvitu, snizi citlivost k patogentim a kofenovym parazitﬁm70.

Studie provedena na Pfirodovédecké fakulté UK v Bratislavé sledovala vliv
kiemiku na aktivitu antioxida¢nich enzymu kukufice (Zea mays L.), kterd byla
vystavena riznym koncentracim kadmia v kultivacnim médiu. Kadmium je kumulativni
toxicky prvek svyrazné negativnim vlivem na morfogeneticky vyvoj rostliny.
Vysledkem bylo zjisténi, ze 5 uM kiemiku v roztoku snizovalo specifickou aktivitu

antioxidac¢nich enzymut pii pouziti 5 uM Cd(NO3).4H,O v testované kultufe. Pii
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koncentracich 250 puM Cd(NO3).4H,O nebyla prospésnost kiemiku dostateéné

o 4 71
prikazna'".

Kolektiv autorti z vySe uvedené¢ho pracovisté¢ zkoumal dvé rizné koncentrace
(200 a 400 puM) ZnS0O,4.7H,0 ptitomné v Hoeglandoveé zivném roztoku Zea mays L.
Takto vysoké koncentrace zinku maji neblahy vliv na fyziologicky rust rostlin. Ze

zavéru vyplyva, 7e kiemik vyrazné neovlivnil negativni u¢inky zinku’.

Dalsi studie provedena Vv jiho¢inském Guangzhou a uveiejnéna v roce 2014 na
rostliné Arachis hypogea L. prokazala pozitivni vliv kiemiku na toxicitu zpisobenou
hlinitymi ionty. Katalasova aktivita v listech a kotfenech zesilila v ptfitomnosti hliniku o
161 % a 149 % v porovnani s 17 % a 19 % v baiikéach oSetfenych kiemikem. K urceni
lipidové peroxidace v listech a kofenech se stanovoval malondialdehyd. Jeho obsah se
zvysil 0 36 % a 42 % vlivem hlinikového stresu a snizil o 26 % a 28 % s aplikaci

v T3
kiemiku'".

Parametry zahrnujici vysku rostliny, suchou hmotnost, listovou plochu, absolutni
délku kofene byly sledovany na sazenicich Solanum lycopersicum Mill., které rostly
Vv zasolené piskové kultufe. Salinita vyvolana 150 mM NaCl markantné sniZila

sledované parametry. Pfidavek 2 mM kiemiku tento stav ovlivnil pozitivna™.

Rostliny pouzivaji dvé odlisné cesty pro transport Zivin z kofene do cévniho
valce. Cesta piijmu se muize liSit v zavislosti na rostlinném druhu a ekologickém
prostiedi. VétSina zivin jako je hoicik, nebo draslik je absorbovéna symplasticky,
zatimco vapnik vyuzivd jak apoplastickou, tak symplastickou cestu. Ke zvySeni
selektivity bylo objeveno nékolik bariér, které omezuji apoplasticky pohyb solutli do
kotene. Kiemik se uklada v exodermis i endodermis a tudiz muze byt rozvinuta vice
efektivnéjsi apoplasticka cesta. Ukladani kifemiku v epidermalni bunécné sténé muize
redukovat apoplasticky pfijem Zzivin, napf. vapniku. Studie zaméfena na tuto
problematiku byla publikovana v roce 2014. Rostliny Gossypium hirsutum L., Triticum
aestivum L. a Brassica napus L., mély v pfitomnosti 1,5 mmol/L kifemiku vyznamné
delsi kofen neZ ty samé rostliny neoSetfené pridavkem kiemiku. Relativni obsah vody
byl zvySen v bavin¢ a je¢menu, ne vSak v fepce. Transpiracni proud byl snizen ve vSech
pozorovanych rostlindch s pfidavkem kifemiku. Dlouhodobé tempo piijmu vapniku
klesalo ve vSech rostlinach, naopak signifikantné rostl piijem drasliku, hot¢iku a zeleza

v elicitovanych kulturach”.
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Studie provedena na univerzit¢ v Guangxi testovala vysokou hladinu kiemiku
v hydroponicky péstované kultute rostliny Oryza sativa L. za G¢elem zvySeni odolnosti
ke skudci Nilaparvata lugens (BPH). Pokus byl provadén na dvou liniich ryze (9311
a BPHR96). Pieziti a doba usazeni Nilaparvata lugens na rostlinach oSetfenych
240 mg/L SiO; klesla z 8 na 4 dny, hmyz byl méné plodny a vylu¢oval méné¢ medovice

ve srovnani s kontrolou’®.

Také byl zkouman vliv kiemiku ve formé kifemicitanu sodného na hydroponicky
péstované rostliny baviniku Gossypium hirsutum L., které byly vystaveny nadmérnym
koncentracim zinku. Vysoké koncentrace zinku v ristovém médiu podnécovaly
bunécéné oxidativni poskozeni, které vychazelo ze zvySenych hodnot peroxidu vodiku,
malondialdehydu a elektrolytového tniku. Pfitomnost kiemiku zmirnila kumulaci zinku
Vv riznych rostlinnych partiich a zlepsila fyziologické parametry, redukovala produkci

o 4 e, 77
markeru oxidativniho stresu’".
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Chemikalie

Ajatin plus roztok 10%, Profarma — produkt s.r.o., CR
Destilovana voda, Katedra analytické chemie, FaF UK v HK, CR
Dihydrogenfosfore¢nan draselny monohydrat p.a., Lachema CR
Dusiénan amonny p.a., Penta, CR

Dusiénan 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, Slovensko

Chlorid kobaltnaty p.a., Lachema, CR

Chlorid véapenaty p.a., Penta, CR

Jodid draselny p.a., Penta, CR

Kyselina borita p.a., Lachema, CR

Kyselina kiemic¢ita p.a., Sigma-Aldrich, USA

Kyselina nikotinova, Lachema, CR

Kyselina a-naftyloctova, Sigma-Aldrich, USA

Methanol HPLC grade, Merck, Némecko

Methanol p.a., Penta, CR

Molybdenan sodny dihydrat p.a., Penta, CR

Myo-inositol, Fluka, Svycarsko

Pyridoxin puriss, Koch-Light Laboratories, Velka Britanie
Sacharosa &ista, Lachema, CR

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

Siran manganaty tetrahydrat p.a., Lachema, CR

Siran méd’naty pentahydrat p.a., Lachema, CR

Siran zineénaty heptahydrat p.a., Penta, CR

Siran Zeleznaty heptahydrat p.ap., Lachema, CR
Standardy: hypericin, hyperosid, quercetin p.a

Thiamin, Sigma-Aldrich, USA
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4.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Sartorius PRLT A13, Némecko
Autoklav PS 20, Chirana, CR

Autosampler Jasco AS-2055 Plus, Japonsko

Box s laminarnim proudénim, Fatran LF

Cerpadlo Jasco PU-2089 Plus, Japonsko

Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko
Horkovzdus$ny sterilizator SVS 9/1, Chirana, CR
Kolona LiChrospher RP-18 250-4, sorbent Li Chrospher Sum, Merck, Némecko
Mikrofiltry (0,20 um), Corning NY 14831, Némecko
Pipetovaci balonek, Filip, Némecko

Piedkolona, Merck, Némecko

Susérna HS 61A, Chirana, CR

Termostat kolony Jetsream 2 Plus, Japonsko

Tésnéni na vialky, Labicom s.r.0., CR

Vialky, Labicom s.r.0., CR

Vodni lazen, typ 1042 GFL

Ttepacka KS 15 A Control, Edmund Biihler, Némecko
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4.3 Rostlinny material

K pokusu byla pouzita suspenzni a kalusova kultura tfezalky teckované z pasaze ¢. 126

—131.

4.4 Priprava a sloZeni Zivného média

Pro ptipravu kalusové a suspenzni kultury se pouzila ptida dle Murashigeho
a Skooga (MS)™ s piidanim 1 ml (10 mg/ml) kyseliny naftyloctové (a-NAO) jako

rustového reguléatoru.

Nejprve jsme do 1000 ml odmérné banky naméfili pomoci pipety pozadovany

objem nésledujicich slozek:

¢ 100 ml makroelementli

e 10 ml Zeleznatého komplexu
e 1 ml mikroelementt

e 1 mlglycinu

e 1 mlvitamina

e | ml kyseliny naftyloctové

Tyto latky byly rozpustény a ziedény zhruba v 500 ml destilované vody. Na

analytickych vahach se dale navazilo a ptidalo:

e 30,0 g sacharosy
e 0,1000 g myo- inositolu
e 1,000 g hydrolyzatu kaseinu

Veskeré vySe uvedené substance se michaly do vzniku homogenni smési.
Nasledovalo doplnéni destilované vody po rysku znacici objem 1000 ml. Odmérnym
valcem bylo odméfeno zhruba 30 ml tohoto roztoku a distribuovdno do
Erlenmayerovych ban¢k, které se nasledné prekryly alobalem a sterilizovaly
v autoklavu po dobu 20 minut pii 121 °C a 100 kPa.
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Konkrétni sloZeni média dle Murashige & Skooga (mg/L)™®

Makroelementy:

KNO3
NH4NO3
CaCl,.2H,0
MgSO4.7H,0

KH2PO,4.H20

Mikroelementy:

MnS0O4.4H,0
ZnS04.7H,0
H3BO3

Kl
Na;Mo00,4.2H,0
CuS04.5H,0

COC|2.6H20

Zeleznaty komplex:

Na,EDTA

FeSO,4.7H,O

Vitaminy:
Pyridoxin
Kyselina nikotinova

Thiamin

1900,000
1650,000
440,000
370,000

170,000

22,300
11,500
6,200
0,830
0,250
0,025

0,025

37,340

27,840

0,500
0,500

0,100
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Dalsi slozky:

Sacharosa 30000,000
Hydrolyzat kaseinu 1000,000
Myo-inositol 100,000
Glycin 2,000

4.5 Priprava kalusovych kultur

Pomoci sterilni pinzety byly pfendSeny drobné ¢asti narostlych kalust z predchozi
kultivace do jiz vysterilizovanych Erlenmeyerovych ban¢k s MS mediem a opatienych
mustky z filtraéniho papiru. Tento d& probihal za aseptickych podminek v boxu
s laminarnim proudénim, vysvicenym UV-lampou. Takto pfipravené kultury se umistily
do kultiva¢ni mistnosti s konstantni teplotou 25 ‘C a frekvenci stéidani svételného
rezimu (16 hodin svétlo, 8 hodin tma). Popsany proces pasazovani kalusovych kultur se

periodicky opakoval kazdé 4 tydny.

4.6 Priprava suspenznich kultur

Mechanicky rozmélnéné ¢asti  kalusovych  kultur byly vloZzeny do
Erlenmeyerovych ban¢k s zZivnym médiem. Banky opatifené ochrannou hlinikovou folii

se umistily na tfepacku (120 ot. /min) a nechaly se 3 tydny kultivovat.

4.7 Priprava elicitoru

K vlastnimu pokusu byl vybran jako abioticky elicitor roztok kyseliny kiemicité.

Ptipravily se 3 roztoky tohoto elicitoru o rizné koncentraci:

Prvni roztok (c;) se pfipravil navazenim 100 mg substance Kyseliny kiemicité, ktery se

rozpustil ve 100 ml odmérné bance v ethanolu.

Roztok o koncentraci ¢, vznikl odebranim 10 ml roztoku c¢; a doplnénim ethanolem po

rysku ve 100 ml odmérné barice.
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Odebranim 10 ml roztoku c; a pfidanim ethanolu do 100 ml odmérné banky vznikl

roztok o koncentraci cs.

Koncentrace pfipravenych roztoku:

c1 = 100 mg/100 ml = 10,4047.10° mol/I
¢, = 10 mg /100 ml = 10,4047.10™ mol/l

¢ = 1 mg/100 ml = 10,4047.10° mol/l

4.8 Elicitace in vitro kultur

Pted vlastnim pokusem byly baiky se suspenznimi a kalusovymi kulturami
desinfikovany roztokem Ajatinu a pieneseny do laminarniho boxu. Sada vzorkt ¢itajici

cca 35 banék byla rozdélena na cast podléhajici elicitaci a ¢ast kontrolni.

Do bané¢k urc¢enych k elicitaci byl pfidan 1 ml elicitoru o dané koncentraci. Do
kontrolnich ban€k bylo pipetovano 1 ml ethanolu. Takto oSetfené banky se uchovavaly
Vv kultiva¢ni mistnosti a po 6,12, 24, 48, 72, 168 h od vystaveni elicitoru se odebiraly
K filtraci. Material zachyceny filtraénim papirem se vysusil pii laboratorni teploté a byl

uchovan pro dalsi zpracovani. Filtrat se jimal do 1ékovek a nechal se zmrazit.

4.9 Stanoveni obsahu

Vzorky kalusovych a suspenznich kultur se peclivé upraskovaly v tfeci misce
a nasledné byly zvazeny na analytickych vahach. Vzorky se ptenesly do 50 ml varnych
ban¢k spolu s 10 ml methanolu. Nasledné probéhla extrakce na vodni lazni pod
zpétnym chladicem po dobu 10 minut. Poté se roztok za horka zfiltroval pres kousek
vaty. Vata se opét vlozila do varné baiky a po pfidani 10 ml methanolu se cela extrakce
zopakovala. Ziskané filtraty se prelily do 25 ml odmérné banky, ktera se doplnila po
rysku methanolem. Vysledny roztok byl zfiltrovan ptes mikrofiltr (0,22um) a ziskany

vzorek se prevedl do vialek a poté se zanalyzoval metodou HPLC.
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Rozmrazené vzorky uschovaného zivného media se odpaftily do sucha na vodni
lazni. Ziskany odparek se rozpustil v 5 ml methanolu a opét zfiltroval pies mikrofiltr.

Produkt se pteplnil do vialek a vyhodnotil metodou HPLC.

4.9.1 HPLC analyza

Ke stanoveni obsahu sekundarnich metaboliti v kulturach byla zvolena
analytickd metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). K vyhodnoceni
byla pouzita HPLC sestava JASCO (Cerpadlo Jasco PU-2089, autosampler AS-2055,
termostat Jetstream 11 plus, kolona MERCK LiChrosper RP-18 250x4 (5um), detektor
MD-2015)

Parametry analyzy hypericinu:

- gradientova eluce, 12 minut
- eluent A: 8% acetonitril, 0,15% kyselina fosfore¢na
- eluent B: 100% acetonitril
- elucni profil:
o 0-12 min: 45 % eluentu A + 55 % eluentu B
o 12 min: 10 % eluentu A + 90 % eluentu B
- detekce vrozmezi vinovych délek pii 200 — 650 nm (obsah stanovovanych

metaboliti vypocten z pikl pii 590 nm)

Parametry analvzy hyperosidu a quercetinu

- gradientova eluce, 23 minut

- eluent A: 8% acetonitril, 0,15% kyselina fosforecna

- eluent B: 100% acetonitril

- elucni profil:
o 0—10min: 90 % eluentu A + 10 % eluentu B
o 10-23 min: 80 % eluentu A + 20 % eluentu B
o 23 min: 75 % eluentu A + 25 % eluentu B

- rychlost pratoku: 1,5 ml/min

- nastiik: 20 pl

- detekce vrozmezi vinovych délek pii 200 — 650 nm (obsah stanovovanych

metaboliti vypocten z pika pii 254 nm)
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Byly porovnany plochy pikii analyzovanych vzorki a standardii a nasledné byly
v programu Jasco software ChromPass vypocteny koncentrace sledovanych

sekundarnich metabolita.

4.9.1.1 Kalibracni kiivky

Obrazek ¢. 1: Kalibracni kfivka hypericinu

Hupericin
Cormpohent :Hypericin
Date : 1.3.201313:43:38

— Results
¥omgHaoml Y Area

Palynom: vy =b x +a

Regression coefficient = 09373

a= ]
b= 726040

Calibration curwe: Hypericin - Hypericin

Area

IStandard Advancedl Weightingl

[ Point o point
¥ ' Palunomialiarder ; =1 ¥ foree through [0.0)

I Unlock model [~ % log scale
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Obrazek €. 2: Kalibrac¢ni kiivka hyperosidu
_— . : : hyperosid
Calibration curve: hyperosid - hyperosid Component :hyperosid
: Date : 20.6.2006 14:29:48
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1 — Results
550 - Xoomghooml Y Area
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Obrazek ¢. 3: Kalibracni kiivka quercetinu

hyperasid
Comparent :quercitrin
Date:: 20.6.2006 14:33:47

Calibration curve: hyperosid - guercitrin

— Results
HomgHOOml Y Area
Palynom: y=h % +a

Regression coefficient =

0
812257

0,3335

IStandard Advancedl Weightingl

™ Foitit b pie
¥ Polprormial arder - aF
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mg! 00ml

farce thratgh [0,0]
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4.10 Statistické zpracovani dat”

Smerodatna odchylka vyjadiuje rozdil naméfenych hodnot od primérné hodnoty.

s - sm&rodatna odchylka
x - hodnota sledované veli¢iny

X - primérné hodnota sledované veli¢iny

n - pocet clenti souboru
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Testovact kritérium se vyuziva ke zhodnocenti statistické vyznamnosti méfeni.

|, — x| % nny(ng + ny — 2)

Js? + nys3 n+ n

t =

t - testovaci kriterium

X, - aritmeticky primér kontrolniho souboru
X, - aritmeticky primér pokusného souboru
s1 - smerodatnd odchylka kontrolniho souboru
s, - smérodatné odchylka pokusného souboru
n, - pocet ¢lent kontrolniho souboru

n, - pocet ¢lenti pokusného souboru

Testovacimu kriteriu odpovida t-rozdéleni se stupném volnosti, ktery se vypocte

dle vzorce:

v=mng+ ny,—2

Vypocitana hodnota testovaciho kritéria se porovnava s tabelovanou kritickou
hodnotou vztaZzenou ke stupni volnosti a hladiné vyznamnosti. V ptipadé piekro€eni

kritické hodnoty se jedna o statisticky vyznamné vysledky.
Pro kazdy vzorek probéhla analyza vZzdy 3krat, tzn.:

e pocet ¢lenti souborun,; = n, =3
e pocet stupiill volnosti v = 4
Uvedenym parametrum pii zvolené hladiné vyznamnosti p = 0,05 odpovida
kritickd hodnota t (v),, = 2,78. Pro vypocet testovaciho kritéria pro odbéry po 6, 12,

24, 48, 72 a 168 hodinach byly jako kontrolni hodnoty pouzity odbéry po 6, 24, 72
a 168 hod.
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5 Vysledky
5.1 Tabulky

Tab. ¢ 1: Obsah hypericinu, hyperosidu a quercetinu [mg/g DW] v kalusové kultuie po
puasobeni elicitoru v riznych koncentracich

A.
Koncentrace elicitoru c, (100 mg/100 ml)
Obsah Smérodatn3 Testovaci kriterium
[mg/g DW] odchylka
Odbér c ° c c h-] c | c =2 £
[hod] o 8 @ |2 8 ? | L 3 @
8| 2 5|38 & 5|8 & |&
£ £ 3| 8|z £ |3
6 0 0 0 0 0 0 0 1,4162 0
6K 0 [001] O 0 |[001] O - - -
12 0 0 0 0 0 0 0 1,4162 0
24 0 0 0 0 0 0 0 0,7081 0
24K 0 [001] O 0 |002]| O - - -
48 0 0 0 0 0 0 0 0,7081 0
72 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72K 0 0 0 0 0 0 - - -
168 0 0 0 0 0 0 0 1,4162 0
168K 0 | 0,01 0 0 [001] O - - -
B.
Koncentrace elicitoru c, (10 mg/100 ml)
Obsah Smérodatna Testovaci kriterium
[mg/g DW] odchylka
Odbér c © c c o c | e T £
[hod] 2| 6 || 2| 6 || & 8 bl
3| 2 | 5|8 8 |&8|8] & |5
| £|5|2| £(8|2| £ |3
6 0 0 0 0 0 0 0 1,4162 0
6K 0 [001] O 0 [001] O - - -
12 0 0 0 0 0 0 0 1,4162 0
24 0 0 0 0 0 0 0 1,4162 0
24K 0 | 0,01 0 0 [001] O - - -
48 0 0 0 0 0 0 0 1,4162 0
72 0 | 0,01 0 0 [002]| O 0 0,7081 0
72K 0 0 0 0 0 0 - - -
168 0 [001] O 0 |003 | O 0 0 0
168K 0 [001] O 0 [001] O - - -
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Koncentrace elicitoru c; (1 mg/100 ml)

Obsah Smérodatna Testovaci kriterium

[mg/g DW] odchylka
Odbér e T = Tel c[ = [ ¢ = | ¢
o] |5\ B | 5| 2| 8 |5 E| B |F

= I ol T I o T b (of
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6K 0 0 0 0 0 0 - - -
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0 0 0,7081 0
24K 00010 0 0,02 | O - - -
48 0 0 0 0 0 0 0 0,7081 0
72 0 0 0 0 0 0 0 0,7081 0
72K 00010 0 0,02 | O - - -
168 0 0 0 0 0 0 0 0 0
168K 0 0 0 0 0 0 - - -

Tab. ¢ 2: Obsah hypericinu, hyperosidu a quercetinu [mg/g DW] v suspenzni kultuie
po pusobeni elicitoru v riznych koncentracich

A.
Koncentrace elicitoru c; (100 mg/100 ml)
Obsah Smérodatna Testovaci kriterium
[mg/g DW] odchylka

Odbér ™" T" = Tel c|[ = || = T £
hed] | S | B |5| S| 8 |5| 2 2 |3
I T gl x I o T I o
6 0,08 0 0 10,01| O 0 | 20004 | 07081 | O
6K 0,10 | 0,01 | O (0,01| 0,02 | O - - -
12 0,21 0 0 10,02 0 0 [6,9585* | 0,7081 0
24 0,17 0 0 10,02| O 0 |[5,0607* 0 0
24K | 0,09 0 0 |10,01| O 0 - - -
48 0,06 | 0,02 | O |0,01| 0,02 | O | 3,0006 | 1,4145 | O
72 0,05 | 004 | O |0,01|001| O | 1,8978 | 5,6580* | O
72K | 0,02 0 0 10,02| O 0 - - -
168 0 001 | O O |001| O |4,2435| 1,4162 | O
168K | 0,03 0 0 ]001] O 0 - - -
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Koncentrace elicitoru c, (10 mg/100 ml)

Obsah Smérodatn3 Testovaci kriterium

[mg/g DW] odchylka
Odbér £ g < £ g g c g g
hod 2 8 ® 2 8 o (= 8 ]
UELEEE[E[E R B

| z|6|2|2|8| £ | |38
6 0,16 | O 0 |10,02| O 0 6,9585 0 0
6K [0,27| O 0 |0,01| O 0 - - -
12 |0,07| O 0 |10,02| O 0 |12,6517 0 0
24 0 0 0 0 0 0 |12,7306 0 0
24K |0,09| O 0 [o01| 0 | O - - -
48 (0,05|0,02|0,01|0,02|0,02|0,01| 2,5303 |1,4145|1,4162
72 |0,01/001| O |0,02/0,02| O 7,0015 |0,7081 0
72K 0,15 O 0 (0,02| O 0 - - -
168 |10,14| O 0 |001| O 0 13,0027 |2,8290 0
168K | 0,01 0,02 O (001|001 O - - -

C.
Koncentrace elicitoru c; (1 mg/100 ml)

Obsah Smérodatna Testovaci kriterium

[mg/g DW] odchylka
Odbér ™" 5 Tel c [= || = T | £
hod] | S | B || S |8 |%| 2 g2 | %
S| g|&g| &|g|ls| & 2 | &
sl 2|s| |28 | £ |3
6 0,03| O 0o001]| O 0 (23,0048 | 1,4162 0
6K 0,26 |001| 0 [(0,01|0,01]| O - - -
12 | 0,17| O 0 o001]| O 0 | 9,0019 | 1,4162 0
24 | 0,08| O 01002| 0 0 | 2,5005 0 0
24K | 0,13 | O 0 (002]| O 0 - - -
48 (006 | O 0 [002]| O 0 | 3,5007 0 0
72 | 006|001| 0 |001|002| 0 | 50010 0 0
72K | 0,110,012 | O |0,01|0,01] O - - -
168 | 0,13 | O 0 [002]| O 0 | 4,5009 0 0
168K [ 0,22 | O 0 [002]| O 0 - - -

K = kontrolni vzorek (bez vlivu elicitoru)
Statisticky vyznamné vysledky jsou v tabulkach zvyraznény tu¢né a hvézdickou.

Nedochazelo k uvolnovani sledovanych sekundarnich metabolitt do Zivného média,
proto nejsou vysledky zpracovany v tabulkach.
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5.2 Grafy

Graf ¢. 1: Obsah hypericinu, hyperosidu a quercetinu [mg/g DW] v kalusové kultufe po

elicitaci kyselinou kiemicitou v koncentraci ¢; (10,4047.10 mol/l)

0,035

0,03

0,025

0,02
Hypericin

0,015 £ Hyperosid

Obsah [mg/g DW]

Quercetin

0,01

0,005

O T i T T T E T T T T T E 1
6 6K 12 24 24K 48 72 72K 168 168K

Cas odbéru (hod)

Graf ¢&. 2: Obsah hypericinu, hyperosidu a quercetinu [mg/g DW] v kalusové kultuie po

elicitaci kyselinou kfemicitou v koncentraci ¢, (10,4047.10™ mol/l)
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Graf ¢. 3: Obsah hypericinu, hyperosidu a quercetinu [mg/g DW] v kalusové kultufe po
elicitaci kyselinou kiemicitou v koncentraci cz (10,4047.10 mol/l)
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Graf ¢. 4: Obsah hypericinu, hyperosidu a quercetinu [mg/g DW] v suspenzni kultuie
po elicitaci kyselinou kiemigitou v koncentraci ¢, (10,4047.10° mol/l)
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Graf ¢. 5: Obsah hypericinu, hyperosidu a quercetinu [mg/g DW] v suspenzni kultuie
po elicitaci kyselinou kiemicitou v koncentraci ¢, (10,4047.10™ mol/l)
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Graf ¢. 6: Obsah hypericinu, hyperosidu a quercetinu [mg/g DW] v suspenzni kultufe

po elicitaci kyselinou kiemicitou v koncentraci cs (10,4047.10™ mol/l)
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Nebylo pozorovéano zadné uvoliiovani sekundarnich metabolitii do Zivného média, proto

nejsou vysledky zpracovany graficky.
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6 Diskuze

Rostliny kromé zZivotné nezbytnych primarnich metaboliti produkuji také
metabolity sekundarni, které nachazeji uplatnéni v Sirokém spektru obort lidské
¢innosti. Produkce téchto latek z plan€ rostoucich rostlin neni vysokd a byva znacné
ovlivnéna mnoha parametry (Sktdci, slozeni pudy, klimatické podminky apod.)
V laboratornich podminkéch existuje moznost zvysit produkci sekundarnich metabolitii
pomoci metody elicitace. Sekundarni metabolity se ¢asto hromadi jako soucast obranné
odpovédi na piisobeni stresoru. Produkci sekundarnich metabolitii 1ze zvysit nalezenim

, . . . o L e .80
vhodného elicitoru o spravné koncentraci a optimalni dob¢ ptisobeni” .

V této experimentdlni diplomové praci jsem se zaméfil na sledovani produkce
vybranych sekundarnich metabolitti v kalusovych a suspenznich kulturach Hypericum
perforatum L. v zavislosti na koncentraci zvoleného abiotického elicitoru kyseliny

kiemidité.

Testovany rostlinny material byl ziskavan z kalusovych a suspenznich kultur
Vv pasazi 126 - 131. Elicitor byl pfidavan ve 3 koncentracich: ¢; = 10,4047.10° molll,
¢, = 10,4047.10* mol/l a cs = 10,4047.10°° mol/l.

Kultivace kalusové a suspenzni kultury probihala na Zivném médiu dle
Murashige a Skooga, které obsahovalo rustovy regulator Kyselinu a-naftyloctovou
v koncentraci 10 mg/ml. Kultiva¢ni mistnost s pravidelnym stiidanim fotoperiody (16

hodin svétlo, 8 hodin tma) byla temperovana na 25°C .

Vzorky byly odebirdny v pravidelnych intervalech 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodin
po expozici elicitoru. Paralelné s elicitovanymi vzorky byly odebrany 1 kontrolni vzorky
po 6, 24, 72 a 168 hodindch. Zaroven bylo odebirano zivné médium kalusovych
a suspenznich kultur pro naslednou analyzu k ovéfeni, zda dochdzi k vyluCovani

sledovanych sekundarnich latek do zivného média.

Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie byl stanoven obsah sledovanych
sekundarnich metabolitd hypericinu, hyperosidu a quercetinu vin vitro kulturach

rostliny Hypericum perforatum L.
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Kalusova kultura

Koncentrace elicitoru c¢; neovlivnila produkci hypericinu, hyperosidu ani
quercetinu v zadném z elicitovanych vzorkt. Nepatrné mnozstvi hyperosidu bylo
detekovano pouze v kontrolnich vzorcich po 6, 24 a 168 hodinach. Obsah hyperosidu
Vv téchto kontrolnich vzorcich dosahoval hodnot 0,01 mg/g DW (viz. tabulka 1A, graf
1).

Produkce sekundarnich metaboliti nebyla také ovlivnéna elicitorem
0 koncentraci c,. Pfitomnost hypericinu a quercetinu nebyla zaznamenana ani
Vv detekovatelném mnoZstvi. Obsah hyperosidu byl zaznamenan v kontrolnich vzorcich
po 6, 24 a 168 hodinach a téz ve vzorcich odebranych 72 a 168 hodin po elicitaci. Ve
vSech zminénych piipadech byl obsah hyperosidu 0,01 mg/g DW (tabulka 1B, graf 2).

Ani  nejniz§i koncentrace elicitoru neovlivnila produkci sledovanych
sekundarnich metaboliti v kalusové kultufe. Analyza HPLC prokazala ptitomnost
hyperosidu v kontrolnich vzorcich po 24 a 72 hodinach. V obou ptipadech dosahoval
jeho obsah shodné¢ hodnot 0,01 mg/g DW. (tabulka 1C, graf 3).

Po zhodnoceni uvedenych vysledkii dochdzim k zavéru, ze kyselina kfemicita
pouzita ve vSech 3 koncentracich, neni vhodnym elicitorem pro produkci sekundarnich

metabolitd v kalusovych kulturach Hypericum perforatum L.

Suspenzni kultura

Koncentrace elicitoru c; v suspenzni kultufe ovlivnila produkci hypericinu
i hyperosidu. Statisticky vyznamny nardst obsahu hypericinu byl zaznamenan ve 2
ptfipadech. Nejvyssi obsah hypericinu byl zaznamenan po 12 hodinéach elicitace pii
koncentraci c; a ¢inil 0,21 mg/g DW, tato hodnota je zaroven prokazatelné nejvyssim
obsahem hypericinu Vv elicitovanych vzorcich V porovnani s ostatnimi testovanymi
koncentracemi elicitoru v suspenznich kulturach. Dalsi vyznamny obsah hypericinu,
a to 0,17 mg/g DW, byl zjistén po 24 hodinach elicitace. Pfi dalSich odbérech byla
pozorovana klesajici tendence produkce hypericinu. Posledni odbér, ktery probéhl po
168 hodinach, jiz nevykazoval ptitomnost hypericinu v elicitované kultuie. Statisticky

vyznamny obsah hyperosidu byl zaznamendn po 72 hodindch od elicitace
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(0,04 mg/g DW). Nasledn¢ obsah hyperosidu poklesl. Quercetin nebyl zjistén

v elicitovanych, ani v kontrolnich vzorcich (tabulka 2A, graf 4).

V porovnani s kontrolnimi vzorky (bez elicitace) nebyl prokazan vliv elicitoru
0 koncentraci c; na produkci sledovanych sekundarnich metaboliti. Za zminku stoji
nevyznamnd hodnota 0,01 mg/g DW quercetinu, kterd byla naméfena 48 hodin po
elicitaci. Jedna se o jediny detekovatelny obsah quercetinu v suspenznich kulturach
(tabulka 2B, graf 5).

Ve vzorcich vystavenych elicitoru o koncentraCi €3 nebyl prokazan narast
produkce sekundéarnich metaboliti. Hypericin byl detekovan ve vsSech elicitovanych
i kontrolnich vzorcich, av§ak vyznamné hodnoty obsahu hypericinu vykazovaly pouze
kontrolni vzorky odebrané po 6,24, 72 a 168 hodinach. Produkce hyperosidu

a quercetinu nebyla pozorovana (tabulka 2C, graf 6).

Pro elicitaci suspenzni kultury se jevi jako nejvyhodnéjsi pouziti elicitoru
kyseliny kiemigité o koncentraci ¢; = 10,4047.10°° mol/l. Po 12 hodinach od elicitace
vzrostl obsah hypericinu 0 210% (0,21 mg/g DW) oproti kontrolnimu vzorku. Pfi této
koncentraci byl také prokazan nejvySsi narlist obsahu hyperosidu. Po 72 hodinéch od
zacatku elicitace c¢inila hodnota obsahu 0,04 mg/g DW oproti nulové detekci

v kontrolnim vzorku (tabulka 2A, graf 4).

Média kalusovych a suspenznich kultur

Pii analyzidch Zivného média nebylo prokdzadno uvoliiovani hypericinu,

hyperosidu a quercetinu.
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Obecné vyssi hodnoty obsahu sledovanych sekundarnich metaboliti nalézdme
v suspenznich kulturach. Tuto skutecnost lze vysvétlit vétsim povrchem rozdrobnénych
bunék v suspenzi a z toho plynouci leps$i interakci bunika — Zzivné médium. Lze tedy
usoudit, ze pro produkci sekundarnich metaboliti bude vhodné&jsi pouziti suspenzni
kultury. Statisticky nejvyznamnéjsi hodnoty nardstu obsahu hypericinu a hyperosidu
byly prokdzany pii pouziti kyseliny kiemicité jako elicitoru o koncentraci
c1 = 10,4047.10° mol/l v suspenzni kultuie a dobé elicitace 12 a 24 hodin v pripads
hypericinu a 72 hodin v ptipad¢ hyperosidu.

Slouceniny kiemiku jako elicitor byly zkoumany na semenech okurky
inokulovanych padlim (Podosphaera fuliginea). Vysledkem studie bylo zjisténi, ze
kifemik zvysil produkci flavonoidu rhamnetinu jako obrannou odpovéd’ na piisobeni

patogenu®.

I u ostatnich in vitro kultur 1é¢ivych rostlin studovanych na Kkatedie
farmakognosie byla zjisténa vyssi produkce sekundarnich metaboliti v suspenznich
kulturéch nez v kalusovych kulturach po abiotické elicitaci roztokem oxidu selenicitého

. ., 2
a chloridu ceritého %%,
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7 Zavér

Vysledkem sledovani pisobeni roztoku kyseliny kifemicité v tfech riznych

koncentracich na produkei sekundarnich metaboliti v explantatovych kulturach trezalky

teCkované (Hypericum perforatum L.) je zjisténi:

V hodnocenych vzorcich byla zjiSténa ptfitomnost naftodiantronu hypericinu
a flavonoidl hyperosidu a quercetinu

Vyssi produkce hyperosidu a hypericinu vlivem elicitoru byla pozorovana
V suspenzni kultufe

Nejvyssi obsah hypericinu V elicitovaném vzorku (0,21 mg/g DW) byl
zaznamenan v suspenzni kultufe po 12 hodindch ptlisobeni elicitoru
o koncentraci ¢; = 10,4047.10°° mol/I

Maximalni produkce hyperosidu cinila 0,04 mg/g DW a byla zplsobena
elicitorem o koncentraci ¢; = 10,4047.10° mol/l po 72 hodindch pusobeni
V suspenzni kultute

Do zivhych médii kalusovych a suspenznich kultur nedoslo k uvoliovani

sekundérnich metabolitl hypericinu, hyperosidu a quercetinu

Z vysledki je patrné, Ze kyselina kiemicita jako elicitor miZe za urc¢itych podminek

zvysit produkci sekundarnich metabolitli Vv suspenznich kulturach Hypericum

perforatum L.
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9 Abstrakt, Abstract

Piedmétem této prace je hodnoceni produkce sekundarnich metabolitd v in vitro
kulturach Hypericum perforatum L. po oSetfeni elicitorem. Cilem bylo zjistit, zda
kyselina kiemicita jako abioticky elicitor zvySuje produkci flavonoidi a hypericinu v in
vitro kulturach Hypericum perforatum L. Pokus byl proveden na kalusovych
a suspenznich kulturach Hypericum perforatum L. za pouziti Zivného média dle
Murashige-Skoog s pridavkem 10 mg. ml' naftyloctové kyseliny jako ristového
regulatoru. Elicitor byl pfidavan ve formé roztoku a o tfech riznych koncentracich (C;
=10.4047-10° mol I, C, = 10.4047-10™ mol I, C3 = 10.4047-10°° mol I'") a nechal se
pusobit 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodin. Obsah flavonoidli a hypericinu byl stanoven
HPLC analyzou. Uvolovani sekundarnich metaboliti do Zivného média bylo také

predmétem studia.

Zvyseni produkce flavonoidii a hypericinu v kalusovych kulturdch po elicitaci
nebylo pozorovano v zadné koncentraci. Maximalni obsah flavonoidii v suspenzni
kultufe byl detekovan po 72 hodinach elicitace u koncentrace elicitoru c;, kde byl
pozorovan hyperosid. Nejvyssi produkce hypericinu v suspenzni kultufe byla
detekovana po 12 hodinach od zacatku elicitace v koncentraci ¢;. Vyznamné zvySeni
hypericinu v suspenzni kultuie bylo i po 24 hodinach ptsobni elicitoru o koncentraci c;.
Uvolnovéani flavonoidd a hypericinu do zivného média nebylo zjiSténo. Elicitor kyselina
kfemicita je schopna zvysit produkci flavonoidi a hypericinu v in vitro kulturach

Hypericum perforatum L.

Tento projekt vznikl v ramci projektu specifického vysokoskolského vyzkumu SVV
260264.
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The subject of this study is the evaluation of secondary metabolites production in
Hypericum perforatum L. cultures in vitro after elicitor treatment. The aim was to find
if orthosilicic acid as abiotic elicitor increases the flavonoid and hypericin production in
Hypericum perforatum L. cultures in vitro. Experiment was carried out in callus and
suspension cultures of H. perforatum using Murashige - Skoog nutrient medium®®
supplemented with 10 mg. ml™ a-naphtylacetic acid as growth regulator. The elicitor
was added in the form of solution in 3 different concentrations (C, = 10.4047-10°
mol I%, C, = 10.4047-10* mol I}, C5 = 10.4047-10° mol I), it was affecting 6, 12, 24,
48, 72 and 168 hours. The content of flavonoids and hypericin was determined by
HPLC. Secondary metabolites release into nutrient medium was also a part of this

study.

The increasing flavonoid and hypericin production in callus cultures after elicitor
application at any concentrations was not observed. The maximum flavonoid content
(0.04 mg g DW) in suspension culture was detected after 72 h of elicitor treatment in
concentration of C; where the maximum hyperoside production was observed. The
maximum hypericin production (0.21 mg g™ DW) in suspension culture was detected
after 12 h of elicitor application in concentration of C; (10.4047-10° mol I*). The
second significant increase in hypericin production (0.17 mg g™ DW) in suspension
culture after 24 h of elicitor treatment in the same concentration was reached. Flavonoid
and hypericin release into nutrient medium was not detected. The elicitor orthosilicic
acid is able to increase the flavonoids and hypericin production in Hypericum

perforatum cultures in vitro.

The study was supported by SVV 260294.
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