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1. UVOD

ey

Jiz na pocatku své historie poznali lidé, zijici v tésném styku s pfirodou a
Vv piimé zavislosti na ni, Ze n¢které rostliny pomahaji navracet zdravi, jiné Ze je naopak
mohou ohrozovat. [1]

Pisemné doklady o vyuzivani bylin k léCeni se dochovaly na lékaiskych
papyrech ze starovékého Egypta, kolem 3 000 let pfed Kristem. Pfiblizn¢€ ve stejné
dob& byl sepsan takzvany bylinai na dvofe ¢inského cisafe Sen Non. Z pozd&jsi
literatury je také znamy herbai krale Salamouna (10. stoleti pied nasim letopoétem),
ktery idajné obsahuje popisy tfi tisic bylin. Nejvétsi zasluhu o poznéni 1é¢ivych ucink
n&kterych rostlin méli 1ékafi, zejména Rek Galenos. Mnohymi poznatky o 1é&ivych
ucincich bylin (pfedev§im orientalniho puvodu) pfispéli arabsti 1ékati. Nejvice z nich
se proslavil Ibn Sina, ktery zil v letech 980 az 1037 a je pravem pocitan za nejvétSiho
ucence té¢ doby. V soucasnosti je znam pod jménem Avicena. Ve stiedovéku prosluly
bylinafstvim pifedev§im klastery. Vyznamnou osobnosti byl v 16. stoleti lékar
Paracelsus. Jeho zasluhou se zdokonalila vyroba 1é¢iv a do popiedi zdjmu se dostaly
domaci evropské byliny. Kromé predstaviteli starovékého a sttedoveékého Iékarstvi ma
velkou zésluhu na bylinafstvi fada dalSich ptfirodovédcil, naptiklad Mattioli. Z roku
1517 pochazi nejstarsi Eesky herbat, jehoz autorem byl ¢esky lékai Jan Cerny. Viechny
sttedoveéké herbare vychazely ze zakladnich spisii feckych a fimskych ptirodovédci.
Kazdy spis vSak pfinasel nové druhy rostlin a nové poznatky o jejich 1é¢ivych ucincich.
Prvni l1ékérna vznikla zfejmé roku 850 n.l. v Bagdadu a tam také byl poprvé vydan
skute¢ny lékopis. Vznik prvni 1ékarny v Cechéch je spojen se jménem Karla IV., ktery
pozval z Florencie vynikajiciho znalce rostlin Angela. Ten zalozil v Praze rozsahlou
zahradu na péstovani 1é¢ivych rostlin. [2]

Péstovani léCivych rostlin mé dlouhou tradici. Béhem doby se samoziejmé
ménil jak vybér l1écivych rostlin, tak 1 zpisoby jejich vyuziti. Vyvoj sméfoval od
ritualnich obtadd, pii nichz se pomoci rostlin zafikavalo a vykufovalo, ptes obdobi, kdy
se ucinky urcovaly podle charakteristick¢ho tvaru rostliny nebo jejich €asti, k dnesni
dobé, kdy vyuzivame latek obsazenych v rostlinach a schopnych ovliviiovat Zivotni
pochody v lidském téle. [1]

Rada rostlinnych latek je pro ¢lovéka nenahraditelna jako farmaka a pozadavky

na tyto latky rychle stoupaji. Proto kromé zemédélské produkce jsou stiedem zdjmu



jiné alternativni zdroje jako napiiklad explantatové kultury. Rychly rozvoj technik
explantatovych kultur dosahl takové urovné, ze je mozné seridzné hodnotit jejich

biotechnologické aplikace pro vyrobu farmaceuticky dilezitych rostlinnych produktt.

[3]



2. CIL PRACE

Seznameni s metodikou kultivace rostlinnych kultur in vitro. Déle zjistit vliv
oxidaéniho stresu na kalusovou a suspenzni kulturu Silybum marianum. Na zakladé
stanoveni obsahu flavonolignant HPLC metodou v této kultuie zjistit, zda oxidacni

stres zvySuje tvorbu téchto obsahovych latek.



3. TEORETICKA CAST

3.1. EXPLANTATOVE KULTURY

3.1.1. Charakteristika

Jako explantaty se oznacuji rizné typy in vitro kultivovanych organt vynatych
zrostlin, jejich casti, meristematickych pletiv, bunck, protoplasti a kalust.
Explantatové kultury rostlin vznikaji aseptickou kultivaci izolovanych ¢asti rostlin za
umélych podminek. Oddélenim urcité Casti ze sterilné napéstované nebo povrchove
sterilizované rostliny a umisténim této Casti rostliny do sterilniho prostiedi, kde se
kultivuje. Vegetativni mnozeni rostlin v explantatovych kulturach je mozné diky
totipotenci rostlinné buiiky, coz znamena, ze 1 diferencované rostlinné buiiky obsahuji

veskery geneticky material potiebny pro regeneraci celé rostliny. [3, 4, 5]

3.1.2. Rozdéleni kultur rostlinnvch explantata

Kultury rostlinnych explantati lze podle morfologické, resp. anatomické
charakteristiky fadit do ¢tyf kategorii:

1. Kultura organova — organové systémy, organy resp. jejich zaklady ¢i cCasti,
péstované v podminkach in vitro zptsobem, ktery umoziuje jejich diferenciaci a
Vv celku zachovava jejich stavbu a funkci.

2. Kultura tkanova resp. k. pletivova — do rizného stupné soudrzné, morfologicky
desorganizované mnohobunétné¢ komplexy tkané (pletiva), pomnozované bud’
na polotuhych ¢i pevnych nosicich, nasycenych zivnym médiem nebo vyjimecné
v tekuté Zivné pude.

3. Kultura suspenzni — volné buiikky a bunécné shluky spolecné pomnozované,
suspendované v tekuté zivné pad¢, promichavané a provzdusinované.

4. Kultura bunééna resp. kultura volnych bunék - volné jednotlivé a
identifikované buiiky, resp. jejich nejbliz§i potomstvo, pomnozované v tekuté ¢i

polotekuté piidé nebo na nosi¢i nasyceném pudou.



5. Kultura protoplasti — buiikky zbaveny bunécnych stén, kde bunéény obsah je
obalen nikoliv pevnou bunéénou sténou, ale jen pruznou, elastickou

plasmolemou. [54]

3.1.3. Odvozeni explantatové kultury z rostliny

Prvym tkolem je ziskat stabilni vysokoproduk¢ni explantitové kultury
sestavajici z jednotlivych bun€k nebo jejich nékolikacetnych agregati. Explantova
kultura se ziskava z kterékoliv ¢asti rostliny, nadzemni nebo podzemni, explantaci
parenchymatické tkan€, jejim pfenesenim na tuhou zivnou pidu a inkubaci v teplotnim
rozmezi 23 az 28°C. Po naristu dostatecného mnozstvi bun¢k ve formé kalusu je mozné
je opakovang ptenaSet na Cerstvé zivné pudy a udrzovat tak ziskanou kulturu v aktivnim
stavu. Obsah rustovych latek a vitamint v zivné pidé ma rozhodujici vyznam nejen pro

rust kalusové kultury, ale i pro prevadéni kalusu do suspenzni kultury.

3.1.4. Vyuziti explantatovych kultur

— jak pfi slechténi rostlin, tak pfi produkeci rostlinnych metabolit

— umoziuji téZ konzervovat genetickou stabilitu materidlu a vyuzit metod
genového inzenyrstvi ve Slechténi rostlin

— ziskavani novych latek v disledku zmén metabolismu explantatovych
rostlinnych bunék, z explantatovych kultur byly izolovany latky, které nebyly
zjiStény v matefskych rostlinach, z nichZ byly kultury odvozeny

— produkty biotransformaci, kdy z pomérné levnych a dostupnych substrati lze
ziskat farmaceuticky vyznamné latky, protoze pfislusné enzymy se u
mikroorganizmil nevyskytuji

— ozdravovani rostlin a produkce bezvir6zniho materialu

— masova produkce geneticky identického materidlu cestou mikropropagace
(produkce okrasnych druhii rostlin, mnozeni ovocnafsky vyznamnych druh
rostlin a zeleniny)

— rychlé namnozeni nové vyslechténych odrid

— uchovani genobanky jednotlivych druha, kultivari atd.

— produkce haploidnich rostlin jako vychoziho materidlu pro Slechtitelské

programy
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somatickd hybrydizace, somaklonalni variabilita
maji své uplatnéni také v biochemickych, fyziologickych, morfologickych a
genetickych studii. [3, 5]

3.1.5. Metodologie explantatovvch kultur

V podstaté vyuziva mikrobiologickych technik a biotechnologickych procest

zalozenych na mikroorganizmech. Existuji vSak rozdily mezi kultivacemi

mikroorganizmi a rostlinnych bunék. Kultivace explantatovych kultur probihaji delsi

dobu (bunéény cyklus u explantatovych kultur se pohybuje od 15 h vyse), jsou citlivejsi

na stfizné sily pfi mechanickém michani, pro selekci a stabilizaci urcitych genotypt se

pouzivaji komplikovanéjsi postupy a zivné pudy jsou drazsi. [3]

3.1.6. Vvhody explantatovvch kultur

1ze dlouhodobé¢ a pomérné v malém prostoru kultivovat velké populace bunék, a
z kazdé lze vypéstovat novou plnohodnotnou rostlinu

vyuzivané slozky mohou byt produkovany za kontrolovanych podminek a
Vv prostiedi nezavislém na klimatickych zménach nebo ptidnich podminkéach
péstované buniky mohou byt zbaveny mikrobii a hmyzu
buiiky jakékoliv rostliny, bez ohledu na jeji geograficky ptvod, mohou byt
snadno péstovany k ziskani jejich specifickych metaboliti

automatickd kontrola bunééného ristu a raciondlni regulace metabolickych
procestt muze prispét ke snizeni pracovnich nakladi a zvyseni produktivity. [3,
6]

3.1.7. Kultivaé¢ni podminky

Rust a vyvoj explantatovych kultur umoziuji kultiva¢ni podminky:

kultiva¢ni médium - zdroj energie, vyZzivy a regulacnich latek

svételny rezim - intenzita a kvalita svétla a fotoperioda
teplota

11



— vihkost

Za urcitych podminek mohou byt z explantatovych kultur dopéstovany nové
rostliny (cil vétSiny manipulaci in vitro).

Tento proces je uskutecnén podle nasledujiciho cyklu: rostlina — explantat —

kultura in vitro - organogeneze nebo embryogeneze — intaktni rostlina. [4]

3.1.8. Ostatni kultiva¢ni faktory

Uspésnost kultivace explantatovych kultur je ovlivnéna Eetnymi faktory.
— organ, ze kter¢ho byl izolovan explantat
— fyziologické a ontogenetické stddium rostliny
— obdobi odbéru explantatu
— velikost explantatu
— zdravotni stav donorové rostliny
— genotyp
— orientace explantatu

— inokulaéni hustota

3.1.9. Kultiva¢ni média pro explantatové kultury [4]

Mezi nejcastéji pouzivana média patii
o MS (podle Murashigeho a Skooga)
o White
o B5 (podle Gamborga)
o SH (podle Shenka a Hildebranta)
o Lloyd-McCown

vvvvvv

a morfogenezi v explantatovych kulturach rostlin.
Média pouzivand pro kultivaci bunck, pletiv a orgdnti obsahuji obvykle
nasledujici slozky:
» makroelementy

= mikroelementy

12



= sacharidy

* vitaminy

= aminokyseliny
= zpeviujici latku

* ristové regulatory

Makroelementy

— dusik, fosfor, draslik, vapnik, hot¢ik, sira

Koncentrace jednotlivych prvki je zavisla na rostlinném druhu.

Mikroelementy

— nezbytné - zZelezo, mangan, zinek, bor, méd’ a molybden.

— nemusi byt nezbytné - kobalt, jod, sodik a chlor

Sacharidy
— zdroj uhliku a energie — sacharéza
Z dtivodu prevazné heterotrofni vyzivy explantatl, schopnost autotrofni vyzivy

je velmi omezena.

Vitaminy
— nejcastéji pouzivané vitaminy - thiamin, kyselina nikotinova,
pyridoxin a myo-inositol
— ostatni - biotin, kyselina listova, kyselina askorbova, kyselina
pantotenova, riboflavin
Normalni rostlina sama syntetizuje vitaminy nezbytné k jejimu rdstu a vyvoji.
Jsou pro rostliny nezbytné jako Katalyzatory metabolickych procest a limitujici faktor

rustu explantatovych kultur.
Aminokyseliny

— dodéavany ve smési aminokyselin (napi. kasein hydrolyzat), Casto se

pouziva také L-glutamin, L-asparagin a glycin

13



Slouzi bunkam jako bezprostiedni zdroj dusiku v organické formé& nebo mohou

byt pfimo vyuzivany K syntéze proteintl.

Latky pro zpevnéni média

— nejcastéji pouzivanou latkou pro zpevnéni média je agar

— dalsi - syntetické latky Phytagel a gerlit.

3.1.10. Rustové regulatory [4]

Rostlinné hormony jsou pfirozené 1 syntetické regulatory rastu. Pfirozené
regulatory jsou syntetizovany rostlinou samotnou (fytohormony). Rostlinny hormon je
organicka sloucenina syntetizovana v jedné Casti rostliny a translokovana do ¢asti jiné,
kde wvyvolavad fyziologickou reakci. Pfirozené 1 syntetické rustové regulatory
rozliSujeme na reguldtory povahy stimulaéni (stimuldtory) a povahy inhibi¢ni
(inhibitory).

Riistové latky (stimulatory) lze rozdélit do tii zékladnich skupin:

Auxiny, cytokininy a gibereliny
zabranné latky (inhibitory) - kyselina abscisova
etylen

latky s rtistové regulaénim pisobenim - brassinosteroidy, kyselina jasmonova,

polyaminy, oligosacharidy, turgoriny, benzolinon a dalsi.

Q auxiny
» stimuluji v kultivaénim médiu rast kalusu a bunék
* stimuluji tvorbu adventivnich kofenli na segmentech stonkd 1 u
explantatt

* vyznamny prostfedek pro vyvolani somatické embryogeneze
= spolu s cytokininy zakladni slozkou médii pro explantatové kultury
* nejcastéjl pouzivanymi auxiny jsou:

kyselina indolyl-3-octova (1AA) - ptirozeny

kyselina indolyl-3-mdselna (IBA) - synteticky

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) - synteticky

kyselina a-naftyloctova (NAA) — synteticky

14



Q cytokininy

stimuluji bunééné déleni a tvorbu axilarnich pryti
iniciace diferenciace pupenii a kofenii v explantatovych kulturach
(v interakci s auxinem)
pro rast explantatové kultury, tvorbu kofent a pryti (organogenezi) je
dilezity vzajemny pomér stimulatort
0 pfi vysokém poméru auxinu k cytokininu je stimulovana iniciace
tvorby kofenil, embryogeneze a iniciace tvorby kalusu
0 je-li tento pomér nizky, dochazi k indukci tvorby adventivnich a
axilarnich pryta
cytokininy jsou vyuzivany v rostlinnych biotechnologiich jako slozka
kultivaénich médii pfi odvozovani a udrzovani rostlinnych
explantatovych kultur a dale pfi regeneraci rostlin in vitro
uplatiiuji se pii kultivaci vyvijejicich se somatickych embryi a hraji
klicovou tulohu pfi vytvareni apikalniho meristému u somatickych
embryi

cytokininy pouZzivané v kultiva¢nich médiich:

benzylaminopurin (BAP) - synteticky

6-dimetylaminopurin (IPA) - ptirozeny

furfurylaminopurin (kinetin) - syntetické

zeatin — ptirozeny

Q gibereliny

stimuluji dlouzivy riist (pouze nadzemnich ¢4sti rostlin)

stimuluji bunécné déleni (déleni je stimulovéano v piechodu z faze G1 do
S a faze S je obvykle zkracena)

pro vétsinu explantatovych kultur nejsou tyto latky nezbytné

gibereliny pouzivané v kultiva¢nich médiich:

GA3, GA7

O kyselina abscisova (ABA)

zpusobuje inhibici ristu, navozuje dormanci pupenti a semen

exogenn¢ aplikovand ABA puisobi inhibi¢né€ na kliceni semen

15



= jeji hladina v semenech se snizuje pii vystupu z dormance ucinkem
nizkych teplot, resp. svétla

* ABA je dillezita pro maturaci somatickych embryi

Q etylen
* jediny dosud znamy plynny hormon
» stimuluje dozravani nékterych plodu
* inhibuje dlouzivy rist a stimuluje rtst radialni

* inhibuje rast kofent

Q latky s rGstoveé regulaénim ptisobenim
* nejsou fazeny mezi fytohormony z divodu jejich vyskytu ve vysSich
koncentracich nez je tomu obvyklé pro hormonalni latky
= brassinosteroidy
- vyznamn¢ zvysuji rezistenci rostlin ke stresim
* polyaminy (PA)
- zpusobuji v systémech in vitro rastovou stimulaci
- dochézi k intenzivnimu bunéénému déleni
- PA hraji vyznamnou tlohu v obrané rostlin proti strestim
= glukosaminové oligosacharidy
- UCastni se odezvy rostlin na napadeni patogeny
- aktivuji syntézu fenylalaninamoniaklyazy (PAL), kli¢ového enzymu syntézy
fenolickych obrannych latek, fytoalexint

- aktivuji syntézu stresového hormonu etylenu

Organické extrakty
— protein hydrolyzat
— kokosové mléko
— sladovy extrakt
— banénovy extrakt

— pomerancova a rajéatova $t’ava
p 1

16



Jejich pouziti se vSak pftili§ nedoporucuje pro jejich nedefinovatelné slozeni.
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3.2. FYZIOLOGIE STRESU [7]

3.2.1. Stresové faktory

Neprtiznivé vlivy vnéjsiho prostfedi zdvazné ohrozujici rostlinu oznacujeme jako
stresové faktory (stresory).
Problematika stresu u rostlin je komplikovanéjsi nez ve fyziologii Zivo¢ichi. Je to dano
nejen prisedlym zpiisobem Zivota, ktery neumoziuje tnik pfed pisobenim stresort, ale
také tim, Ze u rostlin je mnohem vétsi mezidruhova variabilita 1 heterogenita vnitiniho

prostiedi (bun€k, pletiv).

Stresové faktory délime na:

Abiotické:

fyzikalni
— mechanické ucinky vétru
— nadmérné zéteni (UV, viditelné)

— extrémni teploty (horko, chlad, mraz)

chemickeé
— nedostatek kysliku (hypoxe, anoxie)
— nedostatek Zivin v ptid¢, nedostatek iontt soli a vodiku v padé

— toxicke plyny ve vzduchu

Biotické:
— herbivorni Zivo€ichové (spasani, poranéni)
— patogenni mikroorganizmy (viry, mikrobi, houby)

— vzajemné ovlivilovani (alelopatie, parazitizmus)

Stresové faktory, at’ uz fyzikalné-chemické ¢i biotické, mohou pronikat do

vnitiniho prostiedi rostlin riznych druht nestejn€ snadno, a to pfedevsim v dasledku
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rizn¢ vyvinutych ochrannych struktur. Tento zplisob ochrany ma pfevazné pasivni a
dlouhodoby charakter (napf. tlusta kutikula na listech). Z fyziologického hlediska jsou
mnohem zajimavéj$i mechanizmy aktivni odolnosti (stress tolerance), omezujici
negativni dopad stresorti az po jejich proniknuti k plazmatické membrané bunék a do
symplastu. V takovém piipadé dochazi ke spusténi fetézce zmén, ktery byva oznacovan

jako stresova reakce.

3.2.2. Priubéh stresové reakce

Bezprostredné po zacatku pusobeni stresového faktoru dochdzi k naruseni
bunéénych struktur a funkci (poplachova faze). Pokud intenzita plsobeni stresoru
neptekracuje letalni uroven, dochazi zahy k mobilizaci kompenza¢nich mechanizmu
(restitucni faze), které sméfuji ke zvySeni odolnosti rostliny vici psobicim faktordm
(faze rezistence). Pii dlouhodobém a intenzivnim pusobeni stresového faktoru mize byt
vystfidano dal$im poklesem (fdze vycerpani). Pribéh stresové reakce a jeji konecny
vysledek zavisi jak na intenzité a délce plisobeni stresového faktoru na danou rostlinu,
tak 1 na geneticky vazanych ptedpokladech odpovédi, souhrnné oznaCovanych jako
adaptacni schopnosti. Pfechodné zvySeni odolnosti ziskané pod vlivem stresoru a
nazyvané jako aklimace mize byt zalozeno jak na zménach rychle pomijivych (tvorba
specifickych metabolitll), tak i na zménach trvalejSich (zmény v tvorbé novych orgént

a Vv jejich vnitini struktufe).

3.2.3. Mechanizmy stresovvch reakci

K nej€astéjSim spoleCnym zménam, které vedou ke zvySeni odolnosti viici
nékolika stresovym faktoriim soucasné patii:
— tvorba stresovych protein,
— tvorba a odstranovani aktivnich forem kysliku,
— tvorba ,stresovych® fytohormont (kyseliny abscisové, ethylenu, kyseliny
jasmonové, metyljasmonatu a polyamin),
— tvorba osmoregulacnich slou€enin (cukrii, polyalkohold a jednoduchych

dusikatych latek).

19



3.2.4. Toxické latky v prostiredi

Stale vyssi obsah toxickych latek v prostfedi je spojen hlavné s priimyslovou a
zemédelskou Cinnosti ¢lovéka (spalovani toxickych paliv, pouzivani umélych hnojiv,
pesticid, detergenti atd.). Tak se dostavaji do prostiedi i slouceniny, které se v ptirode

nikdy diive nevyskytovaly (xenobiotika).

Oxid siFicity

Oxid sificity se sice v atmosféfe Zemé vyskytoval i pied industrialni érou (z
vulkanickych emisi), ovSem v soucasné dobé se jeho koncentrace mnohonasobné
zvysila, hlavné v disledku spalovani uhli s velkym obsahem siry. Po jeho proniknuti
bunécnou sténou se rychle rozpousti a méni na sifi¢itanové aniony, jejichZ naprosté
vétSina vstupuje do chloroplastii a ve vyssi koncentraci blokuji ¢innost karboxyla¢niho
enzymu Rubisko, a tim je inhibovan i pribéh sekundarnich procesti fotosyntézy.
Nejvice ohrozeny byvaji druhy s dlouhovékymi listy, zejména jehli¢naté stromy, a také

nekteré stélkaté rostliny s ristovou aktivitou v zimnim obdobi.

Ozon

Naprosta vétSina ozonu vznikd fotolyzou oxidi dusiku (NO, NOy) a také
nékterych plynnych organickych sloucenin (uhlovodikil). K rozkladu téchto latek
dochéazi Uc¢inkem ultrafialového zéareni. Velké koncentrace ozonu se proto vytvareji
V hornich vrstvach znecisténého ovzdusi vystavenych intenzivnimu slune¢nimu zateni,
zvIasteé je-1i inverzni typ pocasi s malou turbulentni vyménou. Nejvice poskozené byvaji
druhy s intenzivni vyménou plynt V listech. Ozon vstupuje do listd vyhradné pruduchy
a jiz vintercelularach v kontaktu s vlhkymi bunéfnymi sténami se velmi rychle
rozklada. Pii rozkladu ozonu vzniké nejen molekularni kyslik, ale jako meziprodukty i
vysoce reaktivni superoxid (O%) a hydroxilovy radikal (OH). Ty jsou &astecnd
zneSkodnény jiz v bun&tné sténé pieménou na peroxid vodiku a pak na vodu, ale
nekteré pronikaji 1 do buniky, kde jsou postupné deaktivovany. Ozon indukuje tvorbu
etylenu, polyamint a flavonoidu, které jsou také soucéasti obrannych mechanizmi. Pii
vysSich koncentracich ozonu a pfti jeho delSim plsobeni nejsou ochranné antioxidacni

systémy dostatecné a dochazi k poskozeni bunéénych soucasti.

Toxické kovy
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Zejména zinek, olovo a kadmium, se dostavaji do pidy ve vétSich mnozstvich
usazovanim prachu z primyslovych procest, z vyfukovych plynd, z kontaminovanych
odpadnich vod a hnojiv. Ionty téchto kovil jsou velmi snadno pfijimany kofeny, nebot’
selektivita transportnich proteinil je zfejmé nedostatecna pro jejich rozliSeni od téchto
prvkl, které jsou pro zivot rostliny nezbytné. Po vstupu do bunck inaktivuji nckteré
enzymy a redoxni systémy. Inhibice déleni a dlouzivého ristu bunék, ktera se projevuje
zejména zpomalenim rastu primarniho kofene, byva jednim z prvnich ptiznaki jejich
toxického pusobeni. V kotfenech také dochazi k nejvétsimu hromadéni tézkych kovu.
Cast toxickych iontii je presto translokovana i do nadzemnich organt, kde nejvice

ovliviluje fyziologické procesy v listech, v prvé fadé fotosyntézu.

3.2.5. Alelopatie
Kazda rostlina obsahuje velké mnozstvi sekundarnich metabolitli, z nichz
nékteré mohou piisobit inhibicné az toxicky na jiné rostliny vyskytujici se v jejich tésné
blizkosti. Pokud dojde skute¢né k prenosu ucinné latky a k ovlivnéni sousedni rostliny,

pak hovotime o alelopatii.

3.2.6. Interakce s bvlozravymi zZivoéichy

Rostliny jsou vystaveny stalému nebezpeci poskozeni svych organti mnoha
druhy zivocichli zejména z pocetnych skupin fytofagniho hmyzu, ale 1 pastvou evolu¢né
vyspélejSich bylozravel. Kromé mnoha morfologickych a morfogenetickych adaptaci
k omezeni herbivorie (napt. ostré trny ¢i trichomy) jsou také velmi ¢asté rozmanité
biochemické adaptace. Z velkého mnoZstvi sekundarnich metabolitd, které se syntetizuji
Vv rostlinach, mnohé pisobi odpudivé az toxicky na herbivorni organizmy. Z hlediska
mnozstvi, v jakém se vyskytuji, 1ze je rozdélit do dvou kategorii. Prvni z nich zahrnuje
latky kvalitativné vyznamné, které se sice vyskytuji jen v malych koncentracich, ale
zato jsou pro zivoCichy velmi toxické. Patii sem nejriznéjsi alkaloidy, glykozidy
uvolnuyjici kyanovodik, glukozinoldty a mnoho dalSich. Do druhé kategorie tfadime
kvantitativné vyznamné metabolity, které sice nejsou tak toxické, ale ve véEtSim
mnozstvi (Casto tvoii vice jak 10% suSiny!) zptisobuji $patnou stravitelnost, nechutnost

az toxicitu (napf. lignin, taniny a fenolické latky).
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3.2.7. Reakce na patogenni organizmy

Na pocatku vSech obrannych reakci musi byt podnét k jejich spusténi, kterym
obvykle byva specificky metabolit (elicitor, exogenni elicitory = nékteré metabolity
vylucované patogeny, endogenni elicitory = uvoliluji se z porusenych bunéénych stén
obou organizml) uvoliiovany pfi pocatecni interakci buinky s patogenem a
identifikovany vhodnym receptorem hostitelské rostliny. VétSina obrannych reakci
rostliny je zavisla na aktivaci vhodnych genii. Elicitory obvykle neovlivituji genovou
aktivitu pfimo, ale zprostiedkované¢ pomoci prenaSecii signalu (oznaCovanych také
jako druzi poslové). Pienos od aktivovanych receptort elicitorti (obvykle v plazmatické
membran¢) k DNA v jadfe je mozny vice systémy, pfedevSim fosfoinozitidovym
systémem, pii kterém hydrolyzou lipidii plazmatické membrany jsou generovany dvé
signalni slouceniny (inozitol-1,4,5-trifosfat a diacylglycerol), které za ucasti iontl
vapniku aktivuji proteinkinazy a posléze i expresi gend. Velmi Castym a neobycejné
rychlym zpuisobem pienosu signalu a aktivace genové exprese je tvorba superoxidu a
dalsich aktivnich forem kysliku vyvolana elicitory. ZvySené mnozstvi peroxidu vodiku
je mozné zjistit po 5 az 10 minutdch pusobeni elicitoru. Kromé mozného piimého
ucinku peroxidu vodiku na expresi genl existuje jesté nepiima cesta, pii které nejprve
peroxidaci lipidi v membranach vznika kyselina jasmonova a methyljasmonat a ty pak
teprve ovliviiuji transkripci.

Vlastni obranné reakce zahrnuji jednak tvorbu specifickych stresovych proteint,
jednak syntézu a hromadéni chemicky jednodusSich sloucenin s vyraznym
antibiotickym uc¢inkem. Mezi sekundarni metabolity s ochrannou funkci patfi
nejriznéjsi flavonoidy, terpenoidy, fenolické latky a alkaloidy, které byvaji souhrnné
oznacovany jako fytoncidy ¢i inhibitiny.

Zvlastni skupinu specifickych nizkomolekuldrnich obrannych latek tvofi
fytoalexiny, které se za normalnich okolnosti v buikach nevyskytuji, ale za¢nou se
vytvaret aZ po napadeni patogenem. Je zndmo vice nez 300 fytoalexint. Napiiklad
isoflavonoidy u rostlin c¢eledi Fabacae, seskviterpeny (Solanaceae), diterpeny
(Poaceae), furanokumariny (Apiaceae), stilbeny (Vitaceae). Vétsina z téchto sloucenin
je lipofilni povahy, coz jim usnadiiuje pronikdni pifes plazmatickou membranu
patogent. PoSkozeni membranovych funkei patii také k nejcastéjSim mechanik
toxického pilisobeni fytoalexinli. Fytoalexiny maji vysoce toxické ucinky jiz

v koncentracich 10°az 10° mol I™* hlavné na patogenni houby, mén& pak na bakterie.
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Pomérné Casta a piekvapiveé ucinna reakce na prinik patogenti je fizena tvorba
ochrannych nekréz. Jinym typem obrannych reakci rostlin je rychlé¢ zvySeni tvorby
polysacharidu kalézy (1,3-D-glukan), ktery pak vypliiuje buniky v okoli infikovaného

mista.
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3.3. OXIDACNI STRES

Bézny molekularni kyslik v nasi atmosféfe je pomeérné malo reaktivni, ovSem
nékterymi procesy v rostlindich muize byt pfeménén na mnohem aktivngjsi formy
(singletovy kyslik a superoxidovy aniont Oy") ¢i siln€¢ oxidacni slou¢eniny (hydroxilovy
radikal OH", peroxid vodiku H,0,). Uloha t&chto latek ve stresovanych rostlinach je
znacn¢ rozmanita a do jisté miry rozporna. Jednak vznikaji jako nebezpecné produkty
pfi pasobeni fady stresovych faktorti a rostliny musi mit ucinné systémy na jejich
deaktivaci, jednak mohou mit kladnou ulohu jako signaly ¢i ochranné latky pfi

nekterych typech strest, a je tudiz zddouci jejich koncentraci udrzovat na jisté urovni.

3.3.1. Tvorba aktivnich forem Kysliku

V bunkéch probiha né€kolika zplsoby. Pomineme-li jiz dfive zminénou interakci
bun¢k s atmosférickym ozonem, pak hlavni zdroje vnitrobunééné produkce musime
hledat v procesech probihajicich v organelach (chloroplasty, mitochondrie) a v jejich

membranach.

3.3.2. Mechanizmy ochrany pred oxidaénim poskozenim

Lze rozdélit do nékolika skupin. Do prvni patii systémy piimé deaktivace. K tém
patii predev§im karotenoidy, které velmi rychle odstranuji singletovy kyslik z protein-
pigmentovych komplexii chloroplastu. V membranach se také vyskytuje lipofilni
sloucenina oa-tokoferol (vitamin E), ktera je schopna deaktivovat singletovy kyslik a
chranit membranové lipidy pifed peroxidaci. Nejuniverzalnéj$i ochranu pred
poskozenim aktivnimi formami kysliku ve vSech ¢astech buiky poskytuji nékteré
specializované enzymy a enzymatické systétmy. Ktém patii predevSim
superoxiddismutidza (SOD), ktera katalyzuje pfeménu superoxidu na peroxid vodiku a
ten je dale rozkladan bud’ katalazou ( predevsim v peroxizomech a glyoxyzomech),
nebo askorbatperoxidazou (AP) (v chloroplastech nékdy i v cytozolu). K reakci
katalyzované AP je nutny askorbét a k regeneraci vznikajiciho dehydroaskorbatu také
glutation spoleéné senzymy dehydroaskorbatreduktdzou a glutationreduktazou.
Askorbat navic mlZe reagovat se superoxidem a singletovym kyslikem 1 pfimo, bez

ucasti enzymul.
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3.3.3. Protistresova iloha aktivnich forem kysliku

Zcela zasadni roli maji nepochybné v hypersenzitivni reakci pii napadeni rostliny
patogenem. Peroxid vodiku je zapojen i do dalSich obrannych reakci rostliny pii
napadeni patogeny. V soucinnosti s kyselinou salicylovou (ktera je schopna inaktivovat
katalazu, a tim docCasné zvysit koncentraci peroxidu vodiku) indukuje tvorbu nékterych
stresovych proteinti. Funkce peroxidu vodiku jako ptenaSeCe signdlu pro expresi
nekterych gentli je ostatné dobfe znama i u zivoCichli a bakterii. Regulovana tvorba
aktivnich forem kysliku mize mit ovS§em i pfimy antimikrobidlni uc¢inek a muze také
vyznamné prispivat ke zpevnéni bunécné stény, a tim i k vétsi odolnosti vii¢i riznym
stresovym faktoram. Peroxid vodiku je totiz jednak nezbytnym cinidlem pfi tvorbé
ligninu z fenylpropanoidnich alkohold, jednak se podili na vzniku pevnych vazeb mezi

proteiny v bunécné sténé a na zvyseni jejich nerozpustnosti.

Rostlinné sekundarni metabolity jsou jedine¢nym zdrojem lé¢ivych piipravkd,
potravinovych doplikl, aromat a dalSich primyslovych latek. Akumulace takovych
metabolitii se ¢asto déje v rostlinach vystavenych stresu (véetné riznym elicitorim a
signalnim molekulam). Porozuméni signalnim transdukénim draham véetné elicitorem
navozené produkce sekundarnich latek je dulezité pro maximdalni vyuziti jejich

obchodni produkce. [27]

Naptiklad polsti védci hodnotili citlivost rajcatové tkané a spor z nekrotrofické
izolace Botrytis cinerea na H,0,; vliv exogenniho H,O; a B. cinarea na rostlinou tkan a
aktivitu peroxidazy, kataldzy a superoxiddismutazy v apoplastické rajcatové listové
frakci. Hostitelské buniky byly poskozeny 40 mM H,0, a doslo k inhibici kli¢eni spor B.
cinerea in vitro. Uplna inhibice kli¢eni byla pozorovana po pouziti 100 mM H,0s.
V ptitomnosti spér byl peroxid vodiku rozloZzen na H,O a O%. V roztoku, ktery byl
pouzity pro inokulaci spor se zjistila stopa aktivity katalazy. Po oSetfeni listd 40 mM
H.O, se objevila nekroza, ktera se podobala hypersenzitivni reakci. Na listech
oSetfenych touto koncentraci byla pozorovana infekce. Pro tkan¢ Skodliva koncentrace
peroxidu vodiku stimulovala aktivitu peroxiddzy, méfenou NADH odpovédnou za
tvorbu O, stejné tak syringaldazinem a ferulovou kyselinou, coZ jsou charakteristické
substraty pro dfevnaténi a zpevnéni bunécné stény. V apoplastu byl pozorovan jasny
rust katalazové aktivity vyplyvajici z infekce a Casného oSetfeni peroxidem vodiku.

Superoxiddismutdza nebyla aktivovana. Pfedpoklada se, Ze kliCici spory produkuji
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enzymy, které rozkladaji H,O, tvofeny v apoplastu, a tak je mala pravdépodobnost
schopnosti B. cinerea ptimo inhibovat reaktivni kyslikové formy béhem pocatecni faze
infekce. Nekrotické 1éze se podobaji hypersenzitivni reakci zplsobené exogennim
peroxidem vodiku, stejn¢ tak indukce aktivity apoplastickych rostlinnych enzymd,
zejména peroxidazy spojené se zesilenim a dfevnaténim bunécné stény nebyly

dostacujicimi faktory k inhibici houbové expanze. [28]

Peroxid vodiku produkovany nektarovym redoxnim cyklem se ukazal jako
hlavni faktor piispivajici k inhibici mikrobidlniho ristu v kvétnim nektaru tabaku, avsak
tato piekazka muize byt zdolana kvétnim patogenem Erwina amylovora. Superoxidova
produkce lokalizovana blizko nektarového priduchu, pomoci obarveni tetrazolinovou
modii, byla inhibovana difenyljodidem, ale nebyla inhibovana kyanidem ani azidem,

coz svéd¢i o tom, ze NADPH oxidéza je zdroj superoxidu.

Dalsi hybridizaéni studie v in situ indikovaly expresi NADPH oxidazy v ¢asné
fazi kvétniho vyvoje, ackoliv superoxid byl tvofen v pozd¢jsi fazi (po desaté fazi).

NADPH oxidaza v nektarové Zlaze je zapletena do posttransla¢ni regulace. [29]

V Irdanu se védci zabyvali programovanou bunéénou smrti zndmou jako
apoptoza, kterd je doprovazena specifickymi morfologickymi znaky. Konkrétné pouzili
kyselinu fusarovou (FA) a fusariovy mykotoxin k zkouSeni bunécné smrti v kofenech
Safranu (Crocus sativus Linnaeus) pouzitim nékolika apoptotickych kvantitativnich
rozbort. Mirné davky FA (50-100 mu M) indukovaly apoptotické znaky (kondenzace
chromatinu, od bunky se odStépuji apopticka téliska, fragmentace nukleosomalni DNA
do podobnych fragmentd o nasobcich 180 bazi, unik cytochromu ¢ do cytosolu, tvorba
H20,), zatimco vysoké davky FA (>200 mu M) stimulovaly nekrézu. V piitomnosti
serinproteazy, kaspazy-linhibitor nebo kaspazy- 3 inhibitor nebyly apoptotické zmény

Vv kofenovych burnikach pozorovany. [30]

Naockovani primarnich listi papriky (Capsicum annuum) avirulentnim kmenem
Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria indukovalo systematickou ziskanou odolnost
(SAR) v neockovanych sekundarnich listech. SAR odpovéd byla doprovazena
systematickou expresi ochrannych gend, systematickym mikro-oxidativnim stresem

tvotici HyO; a systematickd indukce iontového tiniku a deposice kaldzy v neockovanych
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sekundarnich listech. Nékteré obranné geny zahrnujici chitindzu, osmotin, peroxidazu,
thionin byly zfetelné indukovany v systematickych listech. Ziejma systematicka
akumulace H;0, a silny rist peroxidazové aktivity v paprikovych listech hraje roli
V bunééné smrti v systematické mikro-hypersensitivni reakci vedouci k indukci SAR.
Osetfeni primarnich listi difenyljodem, inhibitorem oxidativniho stresu podstatné
redukovalo indukci nékterych obrannych gent a snizilo aktivaci oxidativniho stresu
v systematickych listech odloucenych z mista inokulace a podstatné SAR. Celkové tyto
vysledky ukazaly, ze indukce nckterych obrannych genti stejné tak rychly rust
oxidativniho stresu je nezbytny pro zaloZeni SAR v paprikach. [32]

Cilem dalsi studie bylo odhalit pfispéni aniontového kanalu v obrannych
reakcich spusténych elicitorem kryptogeinem v tabdku. Kryptogein indukoval rychly
(NO*) eflux, ten byl citlivy na blokatory aniontového kanélu a regulovan fosforylaci a
Ca®" influxem. (NO*) eflux ptisobi proti proudu kryptogenem vyvolaného oxidativniho
stresu a 40-kD proteinkindzy, jejichz aktivace se zda byt kontrolovana dobou a
intenzitou aniontového efluxu. Mimo to inhibitory (NO*) efluxu zmensily a zpozdily
hypersensitivni buné¢nou smrt spusténou Kkryptogeinem v tabaku. Toto bylo
doprovazeno zpozdénim nebo kompletni supresi indukce nékolika ochrannych gent,
vcetné hsr203J genu, jehoz exprese silné souvisi s programovanou bunéénou smrti
Vv rostlinach. Vysledky této studie indikovaly Uzkou souvislost aniontovych kanali ve

zprostfedkovani ochrannych reakci a hypersensitivni bunécné smrti. [33]

Etiolované mungbean semendCky byly pfevedené do ¢ist¢é vody k
rekonvalescenci po 10 hodindch osmotického stresu v polyethylenglykolovém roztoku
(-1,8 MPa) pii 25°C ve tmé. Béhem rekonvalescence se zkoumala rychlost uvolnéni
ethylenu a stupen aktivnich forem kysliku vetn¢é superoxidového radikalu a peroxidu
vodiku. Rychlost produkce ethylenu a mnozstvi aktivnich kyslikovych forem
dramaticky vzrostly po osmotickém stresu. Inhibitory biosyntézy ethylenu,
aminoethoxyvinylglycin nebo aminooxyoctova kyselina mohly redukovat rychlost
uvolnéni ethylenu, ale nemély vyznamny vliv na obsah 0% a H,0,. Stejné tak inhibitor
thiosulfat sttibrny nemél vliv na koncentraci aktivnich forem kysliku (ROS), stres

vyvolany ethylenem nebyl pfi¢inou K rastu stresu vyvolaného ROS. Vnéjsi

puvodce superoxidového radikalu (methylviologen nebo dithionan sodny) evidentné
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mohly zvysit ethylenovou produkci, kterda mohla byt inhibovana exogennimi scavengery

superoxidového radikalu (Superoxiddismutaza nebo 1,4-diazabicyklo(2,2,2)oktan). [34]

Na univerzit¢ v Japonsku hodnotili fyziologicky potencial obranného systému
proti peroxidaci membranovych lipidi zplsobené ekologickym stresem u vysSich
rostlin, vytvorili transgenni rostliny tabaku vyjadiené gluthationperoxidazovym
proteinem (GPX) v cytosolu (TcGPX) nebo chloroplastech (TpGPX). Aktivita peroxidu
vodiku v TcGPX a TpGPX rostlinach smétovala k alfa-linolenové kyseliné a byla 47,5-
75,3 a 32,7-42,1 nmol min(-1) mg(-1) protein, zatimco u divoce rostoucich rostlin
nebyla detekovana zadna aktivita. Transgenni rostliny ukazaly rostouci toleranci
k oxidativnimu stresu zpusobeného aplikaci methylviologenu (50 mum), mirnou
svételnou intensitou [200 mUE m(-2) sec(-1)], chladem za vysoké svételné intenzity
[4°C, 1000 muE m(-2) sec(-1)], soli [250 mM NaCl]. Za téchto stresii peroxidace lipidi
[produkce malondialdenydu (MDA)] listt TcGPX a TpGPX rostlin byla jasné
potlacena v porovnani s divoce rostoucimi rostlinami. /Jednotka mug, milimikroeinstein
predstavuje 6,023 x 10 fotond/.

Mimoto kapacita fotosynthetického a antioxidativniho systému u transgennich
rostlin zlstala vy$$i nez u divoce rostoucich rostlin vystavené chladu nebo soli. Tyto
vysledky jasné indikovaly, Ze vysoky stupeit GPX proteinu v rostlinach (tabaku) slouzil
K odstranéni nenasycenych mastnych kyselin, peroxid vodiku generovany v bunéénych
membranach za stresovych podminek vedouci k zachovani membranové integrity a

zvyseni tolerance na oxidativni stres vyvolany riznymi stresovymi podminkami. [36]
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3.4. ELICITACE AELICITORY

Problémem in vitro kultur je velmi nizkd nebo nulovd koncentrace
pozadovanych metabolitd. Jednim =z efektivnich zplsobd jak zvySit produkci
sekundéarnich metaboliti v rostlinnych tkanich je vyuziti metody elicitace. Strategie je
zalozena na faktu, ze akumulace vétSiny sekundarnich latek v rostlinach je soucasti
obrannych mechanizmti vyvolanych bud’ patogeny, nebo vlivy prostiedi. Jako piiklad
obranné reakce rostlin zalozené na produkci sekundarnich metaboliti vyvolané elicitory
je mozné uvést produkci fytoalexint.

Elicitory jsou slouceniny biologického plvodu, které piisobi jako aktivatory

enzymi v pletivech rostlin nebo stimuluji syntézu téchto enzymd. [8,5]

Rozlisujeme biotické a abiotické elicitory:
biotické elicitory — kompletni homogenaty inaktivovanych kultur mikroorganizmu, a to

hub, bakterii, ptipadné jejich frakce

abiotické elicitory — UV zareni, ionty tézkych kovi, zmény osmotického tlaku, zmény
pH a dalsi. [6]

Pouziti abiotickych elicitori je vyhodnéjsi pro jejich snadnéj$i dostupnost a ¢asto
1 niz$i cenu. V nékterych pripadech vSak nemohou dokonale nahradit biotické elicitory.
Naptiklad pro zvySeni hladiny peroxidazy V transformované kotfenové kultute
Armoracia lapathiofolia byly pouzity abiotické elicitory AgNOsz a CuSO, a
z biotickych elicitorii extrakty z hub Verticillium sp., Monodyctis cataneae a Aspergillus
niger. Stoprocentni narust peroxidazové aktivity byl dosazen vSak pouze po elicitaci
extraktem z Verticillium sp. [16]

Houbovy elicitor byl také pouzit k oSetieni bunéénych kultur Catharanthus
roseus, kde tvorba idolovych alkaloidi nasledovala po oxidativnim stresu a peroxidaci
lipidi. U téchto kultur houbovy elicitor téz aktivoval ochranné enzymy
(superoxiddismutazu, katalazu, a peroxidazu) zapojené do H,O, metabolismu a
fenylalaninamoniolyazu. Samotny H20, mohl napodobovat oxidativni stres a stimulovat
produkci idolovych alkaloidi a ptedoSetteni NADPH podporovalo elicitorem
vyvolanou biosyntézu alkaloidl. Oxidativni stres a H,O, produkce, proto tésné souvisi

s produkci idolovych alkaloidd. [17]
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V dalsi tkani byl studovan vliv na akumulaci silymarinu v suspenzni kultuie
Silypum marianum a pouze kvashicovy extrakt stimuloval produkci silymarinu. Efekt
kvasnicového extraktu potencovala kyselina jasmonova. Metyljasmonat silné
podporoval akumulaci silymarinu. [18]

Nové syntetické derivaty jasmonatu vykazuji velmi silné stimulacni u¢inky na
biosyntézu taxuyunnaninu C u bunéénych kultur Taxus chinensis. Jednim z derivatd,
ktery byl pouzit je 2-hydroxyethyljasmonat. [19]

Ultrazvuk jako fyzikalni elicitor mize ve vhodné intenzité stimulovat biologické
pochody a zpusobit dokonce vyrazné zvySeni produkce sekundarnich metaboliti
Vv bunéénych kulturach, jako bylo prokazano naptiklad v rostlinach Panax ginseng a
Lithospermum erythrorhizon. [31, 35, 49]

Jako wvelice vyhodna se jevila kombinace elicitace pomoci ultrazvuku ¢i
chemického elicitoru metyljasmonatu s in situ rozpoustédlovou extrakci na produkci
taxolu v suspenzni kultufe Taxus chinensis. Bylo dosazeno zvyseni produkce taxolu na
33-35 mg/l, coz je piiblizné 17 nasobné zvétseni produkce oproti kontrole — 1,9 mg/I.
[50]

Produkci taxolu vyvolaly Ce*" ionty v suspenzni kultuie Taxus cuspidus. [20]

U kultury Salvia miltiorrhiza Ag ionty ve formé¢ AgS,03 v koncentracich 15-
40uM zvysSovaly tvorbu diterpenoidt (tanshionin I, tanshionin IIA, cryptotanshion).
Narast produkce téchto latek byl dvojnasobny 12. a 22. den piisobeni tohoto elicitoru.
[51]

Rtutnaté ionty stimuluji produkci kumarinti v kultufe Angelica archangelica.
[22]

Biotické elicitory, kyselina salicylovda a kyselina jasminovd zase stimuluji
produkci anthracenovych derivati v kultufe Rheum palmatum. [25, 26]

Zvyseni produkce flavonoidl bylo také pozorovano po aplikaci NiCl,, CoCl,,
CrClz, CuSO, a CdCl,, Hg(Cl),. Také v kalusové kulture Glycyrrhiza glabra bylo
zaznamenano zvysSeni obsahu glycyrrhizinu a glycyrrhetinu po elicitaci CrCl; a
Pb(NOs3),. [21]

Dusi¢nan stfibrny vyznamné zvySoval uvoliovani skopolaminu a akumulaci
skopolaminu a hyoscyaminu u Brugmansia candida, za tento ucinek je pravdépodobné
zodpoveédny inhibi¢ni efekt AgNO3 na ethylen. CaCl, nemél Zadny efekt na uvoliiovani

nebo akumulaci alkaloidii, CdClI; pozitivné ovliviioval uvoliovani alkaloidu. [52]
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U suspenzni kultury Sussurea medusa byl testovan vliv glutathionu ¢i AgNO3 na
produkci sekundarnich latek. Pridavek glutathionu ¢i AgNOs; zvySil produkci
jaceosidinu a hispidulinu (z 32,01 na 51,25 mg/l a z 3,11 na 5,13 mg/l). Ptidani obou
latek soucasné v koncentracich 0,1 a 1,0 mmol/l dosahla produkce jaceosidinu a
hispidulinu hodnot 84,3 a 7,9mg/l. Pozitim obou elicitori soucasné¢ bylo dosazeno
lepsich vysledkt v produkci latek nez pouzitim kazdého elicitoru samostatné. [53]

Eliminaci vapnikovych iontli z média bunéénych kultur Silybum marianum (L.)
Gaerten vzrostla produkce flavonolignant. Osetfenim kultur kalciovym ionoforem
A23187 nebyla zménéna akumulace silymarinu. Specificky Ca®" chelator EGTA zvysil
obsah silymarinu v buiikach 0 200% a jeho sekreci 3-4 krat. Anorganicky iont La®
stejn¢ tak blokator vapnikového kandlu verapamil také stimulovaly produkci. Nékolik
¢inidel zndmych blokaci intraceluldrniho vapnikového pohybu takovych jako Cervené
ruthenium, thapsigargin znateln¢ zvysilo akumulaci silymarinu. Hodnoceni ukazalo na
roli externiho a interniho vapnikového toku v metabolismu flavonolignanti bunéénych

kultur S. marianum. [47]

31



3.5. OSTROPESTREC MARIANSKY

Silybum marianum (L.) Gartn., Asteraceae
Lidové: volce, podstiel, podjedové koteni, kotlacka, jmeli panny Marie,

mariansky bodlak, bodlak, bejli panny Marie.

Historie

Pocatky rostliny jako 1é¢ivky se datuji z dob antickych 1ékaiti a neztratila na své
popularité¢ ani dnes. Dfive se tento atraktivni bodldk jmenoval ostropes a nebo také
bodlak mariansky. Teprve v roce 1879 Celakovsky a Jungmann upravili jeho jméno na
ostropestiec maridnsky. Usoudili, ze jeho zakladni vlastnosti ,,ostry* a ,,pestry“ jsou
vystiznym a napaditym znakem pro jeho jméno.

V antice byl zndmy, mnoho se vSak o ném nedozvime. Dioskurides uvadi pouze
pouziti jako davivy prostfedek, Plinius ptidava zlucopudny ucinek. Do Evropy se
pravdépodobné dostal s mnichy a v klasterni 1é¢bé se pouzival hojné. Hildegarda
Z Bingenu jej oznacuje jako ,,bodlak na boleni* a doporucuje proti pichani v boku, ¢imz
byly dfive minény zanéty plic a pobfisnice. V 18. stoleti byl uz pouzivan i na jaterni

choroby. [9]

Vyskyt

Domorodou rostlinou je v Severni Africe, Stfedni Asii, jizni Evropé a jizni
Ruské federaci. Zdomacnéla v Severni a Jizni Americe, Australii, Cing a Stfedni
Evropé. U nas se péstuje v zahradkéach, nékdy roste divoce na ndvsich, rumistich a

kamenitych stranich. [10, 13]

Ve studiich provedenych v Aznalcollar area v jiznim Spanélsku bylo
identifikovano nékolik rostlinnych druhti schopnych nejen riist na znecisténych ptidach,
ale také akumulovat vysoké mnozstvi polutantl v jejich vyhoncich. K experimentu bylo
pouzito Pb [500 mg Pb kg(-1)] a Zn [130 mg Zn kg(-1)], expozice trvala 6 tydni. Po
vyhodnoceni biomasy rostlin bylo Silybum marianum zafazeno do skupiny rostlin vice

efektivnich v odstranéni Pb a/nebo Zn z kontaminované pady. [39]
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Popis

Jednoletd nebo dvouletd prezimujici bylina s vietenovitym kofenem a s ptfimou
vétvenou lodyhou, dortstajici vysky az 2 m. Listy jsou stiidavé, v obrysu podlouhle
eliptické, lesklé, bélavé skvrnité, na okraji ostnité zubaté. Velké ubory vyristaji
jednotlivé na dlouhych stopkach. Maji kulovity zakrov a stfechovité usporadané, ostnité
zubaté listeny. Kvéty jsou oboupohlavné, nachové, ziidka bledé fialové nebo bilé.
Rostlina kvete od ¢ervence do zafi. Plody jsou Sedohnédé lesklé nazky s chmyrem. Plod
uzavira velké svétlé semeno bez endospermu, jehoz tenké osemeni je srostlé s oplodim.

Rostlina je nepiijemné ostnita. [11, 12]

UZivana cast

K 1é¢ebnym tcelim se sklizeji plody — nazky, zbavené chmyru ( Silybi mariani
fructus).
Nespravné je za drogu ozna¢ované semeno. [11, 12]
Silybi mariani fructus je monografii v Ceském lékopisu 2005.
Lidov¢ se uziva i list (Folium cardui mariae), ziidka koten (Radix cardui mariae).
Mladé vyhonky a listy jsou jedlé, v arabskych zemich povazované za pochoutku.
Kofeny lze vafit jako pastinak, zdkrovy kvétenstvi stejné jako artyCoky. Stonky lze

oloupat a vafit jako zeleninu. Semenacky se konzumuji syrové v salatech. [9]

Sbér a uprava

Ostropesttec se sklizi v dob¢, kdy dozravaji ibory na hlavnich lodyhéch, coz
byva ke konci srpna. Sklizeni porostu se provadi sklizeci mlatickou, zpravidla po
ptedchozi desikaci (umélém vysuSeni) porostu. Po vymlatu se plody vycisti, dosusi a
zbavi chmyru. Droga mé Sedohnédou barvu, je bez pachu a chutna nahotkle. Skladuje se

V suchu, je tieba ji zabezpecit proti Skiidctim. [11]

Obsahové latky

Nazky obsahuji pfedevsim flavonolignany oznacované jako silymarin (Silybinin,
silydianin a silychristin), flavonoidy (taxifolin, kvercetin, kemferol), olej s vysokym
podilem nenasycenych mastnych kyselin (20-30%; kyseliny linolova, olejova,
palmitova), aminokyseliny se znaénym podilem zastupcli obsahujicich siru, cukry
(glukdza, fruktdza a blize neurCend pentdza), hoiciny, silice, tokoferol (0,6%), steroly

(kampesterol, stigmasterol, beta-sitosterol). Pro obsah biogennich amini (tyramin,
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histamin) se droga kdysi doporucovala jako nahrazka za namel (Secale cornutum), jeho
¢innosti viak nemohla dosahnout. U¢inné latky jsou bezprostfedné pod osemenim

(tyramin, histamin, silybin), a proto se pouziva semeno i se slupkou. [11, 12]

Obrazek ¢ 1 Hlavni obsahové latky Silybum marianum

_.CH20H
OCHj;
OH
OH OCH3
0
o
CH,0H

Silychristin

OH 0
Sitydianin Taxifolin
2,3-Dihydroquercetin
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Flavonolignany

V roce 1968 nalezl Wagner v plodech Silybum marianum skupinu flavonoidnich
sloucenin. Byl jim dan ndzev sylimarin. Dalsi studie ukézaly, ze sylimarin se sklada ze
tfi izomerickych sloucenin — silybinin (silybin), silydianin a silychristin (molekulovy
vzorec CoysH22010). Izomericky pomér silybinu kizosilybinu, silychristinu a
k silydianinu je 3:1:1:1. Hlavnimi obsahovymi latkami Silybum marianum je tedy
skupina flavonolignanti komplexné nazyvana silymarin (1,5-3%). Flavonolignany jsou
adi¢ni slouceniny flavanoll s koniferylalkoholem. Dalsi flavonolignany identifikované
v Silybum marianum jsou 2,3-dehydrosilybin; 2,3-dehydrisilychristin.

Silymarin a jedna zjeho strukturalnich komponent silybinin jsou substance
s dolozenymi hepatoprotektivnimi vlastnostmi. Jejich mechanizmus u¢inku je nicméné
malo jasny. Udaje v literatufe naznaéuji, Ze silymarin a silybinin ptisobi &tyfmi riiznymi
cestami:

a) jako antioxidanty, zhaSeCe a regulatory intracelularniho obsahu glutathionu

b) jako stabilizator buné¢né membrany a regulator permeability, ktery zabrafiuje
hepatotoxickému agens vstupovat do hepatocytu

c) jako promotor rRNA syntézy, stimuluje jaterni regulaci

d) jako inhibitor pfemény hvézdicovitych hepatocitii na myofibroblasty — tj. proces
odpovédny za depozici kolagenovych vlaken, coz vede k cirhoze.

Klicovym mechanizmem, zajiStujicim hepatoprotekci se jevi zhaSeni volnych

radikald. [12]

Na Slovensku byly testovany antioxida¢ni vlastnosti silymarinu a jeho
flavonolignanovych slozek (silybin, silychristin a silydianin). Silymarin, silychristin a
silydianin  vykazovaly relativné dobré antioxidacni W¢inky proti radikalim
fenylglyoxylového ketylu a DPPH. Nejvice efektivnimi zhase¢i radikalt
fenylglyoxylového ketylu byly silymarin a silychristin, zatimco silydianin byl 5 krat
mén¢ aktivni neZ prvni dvé slozky, kdeZto silybin byl netc¢inny. ZhaSeci vlastnosti
studovanych slozek proti DPPH radikdlim byly ve stejném potfadi silymarin >
silychristin > silydianin > silybin. [37]

Utinky a uZiti

Plod ostropestice marianského Fructus Cardui mariae je dulezitou drogou

S hepatoprotektivnimi ucinky. Jeho hepatoprotektivni ptisobeni je potvrzeno celou
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fadou klinickych studii. Proto je vyuzivéan k 1écb¢ akutnich a chronickych zanétl jater a
cithoze indukované alkoholem, Iéky nebo jedy. Silymarin vykazuje i
hypocholesterolemickou aktivitu s LDL oxidacnim uc¢inkem a u silybininu byla
prokazana ucinnost pii 1é¢bé androgenné dependentni rakoviny prostaty. Silymarin je
schopny u zvifat neutralizovat hepatotoxicitu nékolika agens vcetné Amanita
phalloides, ethanolu, paracetamolu, tetrachlormetanu. Komplex obsahovych latek

zvysuje vylucovani zIuci a uvolnuje kiece. [11, 12, 13]

Silybin a silymarin se ve vétsiné piipadd pouzivaji jako hepatoprotektiva, ale
ukdzalo se, ze maji dalsi zajimavé aktivity napf. antikarcinogenni a kanceroprotektivni a
také hypocholesterolemickou. Tyto aktivity byly prokazany u mnoha onemocnéni
rozdilnych organt napft. prostaty, plic, CNS, ledvin, pankreatu a také kize. Navic byla
objevena cytoprotektivni aktivita silybinu zprostfedkovana jeho antioxidativnimi
vlastnostmi a schopnosti zhaset volné radikaly a nové funkce zalozené na specifické
receptorové interakci. Proapoptoticka aktivita silybinu v pre- a/nebo kancerogennich
bunkach a antiangiogeni aktivita silybinu jsou dalsi vyznamné ucinky, a to pfinasi
moznost aplikovat silymarinové preparaty v onkogeni 1é¢bé. Objev inhibice a modulace
1ékovych transportérii, P-glykoproteinli, estrogenich receptorti, jadernych receptorti
silybinem a nékterymi jeho novymi derivaty pfispivaji k lep§imu porozuméni aktivity
silybinu na molekularni urovni. Byla také posuzovana aplikace silymarinu ve
veterinarni mediciné. Posledni prace pouzivaji opticky Cisté diastereoizomery a jasné
ukazuji extrémni vliv uZiti opticky aktivniho silybinu, a to v receptorovych studiich.
Vyznamnost silymarinu a jeho slozek v mediciné jasné vyplyva z naristajiciho poctu

publikaci — pies 800 v poslednich 5 letech. [40]

Silybinin prokazal antineoplastickou aktivitu na nékolika in vitro a in vivo
nadorovych modelech, v¢etné nadoru prostaty. Silybin-fytosom je komeréné hodnotnou
formulaci obsahujici silybinin. Tento experiment byl navrhnut k posouzeni toxicity
vysokych davek silybin-fytosomu. Silybin-fytosom byl podan oraln€ pacientim s
rakovinou prostaty; 2,5-20 g denn¢ ve tfech davkach. Kazda kira trvala 4 tydny. Tfinact
pacientd dostalo celkem 91 kar. Zakladni pacientovy charakteristiky: primérny veék 70
let, sttedni hodnota prostatic specifického antigenu (PSA) z 4,3 ng/ml. K nejvice
vyraznym nepiijjemnym ucinkim patfila hyperbilirubinemie se stupném 1-2

bilirubinové elevace u 9 ze 13 pacientl. Pozorovany byl pouze tieti stupen toxicity
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elevace alaninaminotransferazy (ALT) u jednoho pacienta. Ctvrty stupefi toxicity nebyl
registrovan. Nebyly pozorovany objektivni PSA odpovédi. Védci v USA vyvodili, ze 13
g oralng uzitého silybin-fytosomu denn¢ ve trech davkach se jevi jako dobfe tolerovany
u pacientli s rozvinutou rakovinou prostaty. Nejvice béznym nezadoucim ucinkem je
asymptomaticka jaterni toxicita. [41]

Silymarin byl prvné ocenén pro jeho protektivni efekt proti UV zareni
zpusobujici apoptézu malignich melanomovych bunék (A375-S2 bunky) u clovéka.
Osetfeni silymarinem 500 mum po 12 hod se projevuje inhibici UV zatfeni zpusobujici
apoptozu v A375-S2 bunkéch. Aktivita kaspazy-9 a kaspazy-3 u UV ozaienych bun¢k
A375-S2 byla efektivné redukovana silymarinem zavislého na zplsobu davkovani,
zatimco simultalné vzrostla exprese inhibitoru kaspazou aktivované DNazy (ICAD),
proteinu Bcl-x(L) a aktivita extracelularni signalem

regulované kinazy/mitogenem aktivované proteinkinazy (ERK/MAPK). [46]

V dalsi studii byly zkoumany ucinky silymarinu na glykemicky profil u
diabetickych pacientd. Do 4-mési¢ni randemizované dvojité slepé klinické studie bylo
zapojeno 51 pacientl s diabetem II typu ve dvou vhodnych skupindch. Prvni skupina
pacientl (n = 25) dostavala silymarin (200 mg) tabety 3 krat denn¢ plus obvyklou 1é¢bu.
Druha skupina (n = 26) podstoupila stejnou 1é¢bu, ale uzivala placebo tablety namisto
silymarinu. Pacienti navs§tévovali 1ékaie kazdy mésic a na zacatku a na konci terapie jim
byly stanoveny hodnoty: glykovaného hemoglobinu (HbA(I)c), glykémie (FBS),
insulinu, celkového cholesterolu, LDL a HDL, triglyceridd. Vysledky ukazaly
vyznamny pokles hodnot HbA(1)c, FBS, celkového cholesterolu, LDL, triglyceridi u
pacientd, ktefi uZivali silymarin v porovnani s placebo uzivajici skupinou a stejné tak
S hodnotami na zacaku studie v kazdé skuping. Na zavér, silymarin uzivany u pacientl
s diabetem II typu po dobu 4 mésici mél prospésny ucinek na zlepseni glykemického
pofilu. [42]

Izomer (-)-isosilandrin izolovany z bile kvetouci varianty Silybum marianum L.
péstovany v Mad’arsku ukazal silnou inhibi¢ni aktivitu na superoxidovy aniont (02')
uvolnény z polymorfonuklearnich leukocytl (PMNL) nez (+)-silybin. [43]

Dalsi studie se soustfedila na ucinky silymarin-fosfolipidového komplexu
redukujici toxické uc¢inky aflatoxinu B-1 u kufat brojlerti. Nakonec vysledky svéd¢ily o
tom, ze silymarinovy fytosom muze poskytnout ochranu proti negativnim ucinktim

aflaoxinu B-1 na vykonnost kufat. [44]
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Po kratkodobé 1é¢bé silymarinem byly studovany mozkové aminy a metabolity.
Mysi byly intraperitonealné osetfeny 0, 10, 50 nebo 250 mg/kg silymarinu denné po
dobu péti dnd. Pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)
s elektrochemickou detekci byly ureny koncentrace norepinefrinu (NE), dopaminu
(DA), dioxyfenyloctové kyseliny (DOPAC), homovanilové kyseliny (HVA), serotoninu
(5-HT), a 5-hydroxyindoloctové kyseliny (5-HIAA) v odd€lenych mozkovych
oblastech. Analyza prokdzala zvyseni 5-HT v kiife a zvySeni DA a NE v mozecku u
vysoko davkovanych skupin. Vysledky ukazovaly na nedostatek neptiznivych ucinka
na metabolismus mozkovych amini a svédCily o tom, ze ma silymarin okrajovy

serotoninergni, dopaminergni a noradrenalinergni efekt. [45]
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3.6. PRIPRAVKY SE SILYMARINEM

Mezi hromadné vyrabéné 1é¢ivé pifipravky obsahujici silymarin patii:

Flavobion — v 1 potahované tablet¢ 70 mg silymarinum, je jedinym volné prodejnym
HVLP

Lagosa — v 1 drazé 150 mg silymarinum

Legalon — v 1 tobolce 140 mg nebo 70 mg silymarinum

Silygal — v 1 potahované tablet¢ 70 mg silymarinum

Silymarin AL 50 — v 1 drazé 50 mg silymarinum

Simepar — v 1 tobolce 70 mg silymarinum + vitaminy skupiny B (thiamin, riboflavin,

pyridoxin, cyanocobalamin, nicotinamid, kalcium panthotenicum) [14]

Su$enou drogu nalezneme v téchto ¢ajovych smési:

Silybum marianum (Silybi mariani fructus) — Herbex v nalevovych saécich
Jatra zlucnik — Teekanne v nalevovych saccich

Plod ostropestice marianského — Leros sypany

Potravnimi doplnky jsou napf.:

Silymax (Nature's Bounty) — 175 mg /standardizovany extrakt obsahujici 80%
silymarinu/

Silymarin forte (NaturProdukt) — 100 mg /standardizovany extrakt na 70-80%
silymarinového komplexu/

Silymarin jakon (NaturProdukt) — 100 mg /standardizovany extrakt na 80% silybininu/
+ 300 mg mikronizovaného suseného prasku z hliz jakonu (Smallanthus sonchifolius,
Asteracae)

Ostropestrec (Natrodale) — 250 mg /extrakt ze semen Silybum marianum 75:1/ + lecitin,
vitamin By, By, Bg, vitamin E, beta-karoten

Denoxinal (Walmark) — 50 mg /obsahujici silybin 42 mg/ + chlorella, lopuch vétsi,

reSetlak, smetanka 1¢katska, jetel lu¢ni, ¢esnek, pektin, vitamin C

Doporucené denni davkovani silymarinu je 210 az 450 mg (jako silymarinového
komplexu v extraktu ze semen Silybum marianum) ve tfech davkach vzdy po jidle.
U déti do 5 let, t€hotnych Zen a kojicich matek se podavani nedoporucuje. U déti

starSich 5 let se podava 5-6 mg/kg télesné hmotnosti/den. [15]
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Po peroralnim podani silymarinu se nalézaji v krvi jen nizké koncentrace jeho
hlavni komponenty silybininu, ve zluc¢i se vSak nalézad asi 20-40% aplikované latky.
Jeho rendlni vylucovani je nepatrné, za 24 hodin po aplikaci se objevi v moci jen asi 1-
7% aplikované latky. Silybinin se vylucuje pfevaznou mérou zIuci, a to predev§im
Vv konjugované formé. Lze predpokladat, Ze se silybin po konjugaci neabsorbuje a
dochazi tak enterohepatalnimu ob&hu. Polocas biliarni eliminace je asi 3-4 hodiny.
Silybinin se nekumuluje. Pfi opakovaném podani silymarinu 140mg 3x denné se
dosahne ustalen¢ho stavu biliarni eliminace. Silybin je vylucovan ledvinami a jeho
aktivni metabolity (hlavné sulfatové a glukuronidové konjugaty) jsou nachazeny i ve
zlu¢i. Exkrece peroralné podaného silybininu trva zhruba 24 hod. [12]

Udaje o bezpeénosti silymarinu za 1éta 1980-1996 naznaGuji, Ze vyskyt
nezadoucich G¢inkd (ze strany gastrointestinalniho traktu — nausea 0,13%, diarrhoe
0,2%, dale bolesti hlavy 0,1%, pruritus 0,2% pacientl v klinickych studii) je minimalni
a neni jisté, zda skute¢né souvisely s podavanim silymarinu. V literatufe nejsou
uvadény zadné vedlejsi ucinky ¢i klinicky relevantni interakce. Pouze in vitro, ve
vysokych koncentracich, které prakticky nelze dosahnout in vivo, byl popsan inhibi¢ni

ucinek silybininu na isoformy cytochromu P-450. [15]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. TECHNICKE ZARIZENI

Laboratorni analytické vahy Sartorius PRLT A 1

Chromatograf JASCO (PAD detektor MD-2015, pumpa PU-2089, autosampler
AS-2055)

Kolona LiChrospher RP 250x4 (5um)

Autoklav P S 20 A, Chirana SVS 9/1

Box s lamindrnim proudénim FATRAN LF

Ttepacka UNIMAX 2010, Heidolph Instruments

Vakuova odparka LABORATA 4010, Heidolph Instruments

4.2. CHEMIKALIE

Destilovana voda R

Metanol R

Metanolicky roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15% w/v)
Vodny roztok kyseliny o-fosforecné (0,15%w/v)
Peroxid vodiku R

Silymarin p.a., Sigma - Aldrich

Taxifolin p.a., Simgal - Aldrich

4.3. BIOLOGICKY MATERIAL

Nové zalozena kalusova kultura v 10.-24. pasazi, Botanicka zahrada 1é¢ivych

rostlin FaF UK HK, CR.
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4.4. PRIPRAVA KULTIVACNIHO MEDIA

Pro kultivaci bylo pouzito médium (MS) pfipravené dle Murashigeho a Skooga
s obsahem kyseliny a-naftyloctové v mnozstvi 10 mg na litr kultivatniho média jako

ristovy stimulator. [57]

Slozeni:
mg/l mg/l

CaCl,.2H,0 440,00 KNO; 1900,00
MgSQO,.7H,0 370,00 NHsNO; 1650,00
KH2PO4.H,0 170,00 FeSO, 27,84
Na,EDTA 37,31 MnS0O4.4H,0 22,30
ZnSQO,4.7H,0 11,50 H3BO3 6,20
Kl 0,830 CuS04.5H,0 0,025
Na;M00,4.5H,0 0,025 CoCl,.6H,0 0,025
Inozitol 100,00 Hydrolyzat kaseinu ~ 1000,0
Glycin 2,00 Kyselina nikotinova 0,50
Pyridoxin 0,50 Thiamin 0,10
Sachar6za 30000,00

Mnozstvi uvedenych substanci je vyjadfeno v miligramech na litr zivné pidy.
Substance byly odvaZeny na analytickych vahach, latky pouZivané v malych
mnozstvich se pipetovaly z koncentrovanych zasobnich roztoki. VSe bylo rozpusténo
Vv destilované vodé v odmérné bance na 1000,0 ml a doplnéno destilovanou vodou po

rysku.
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4.5. KULTIVACE KALUSOVYCH A SUSPENZNICH KULTUR

Kultivace kalusovych kultur probihala v 100ml Erlenmayerovych bankéach,
omytych ve vodé se saponatem, vyplachnutych pitnou vodou, destilovanou vodou a
ususenych v horkovzdu$ném sterilizatoru pii 200 °C. Do banky byl vlozen mustek
Z filtracniho papiru a nalito 30 ml kultivacniho média. Takto naplnéné banky byly
uzavieny hlinikovou folii, a pak sterilizovany v autoklavu 15 minut pii teploté¢ 121°C.
Tyto baiiky byly pouzity pro pasaZzovani explantatovych kultur.

Pasazovani (pfenaSeni) podstoupily kultury 30. den kultivace v boxu
S lamindrnim proudénim vzduchu, ktery byl pfedem vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a
vysvicen germicidni UV lampou. Stejné tak byly omyty roztokem Ajatinu uzavéry
Z hlinikové folie na bainkach. Pfenaseni se provadélo pomoci sterilnich pinzet.

Kalusové kultury byly kultivovany 3-4 tydny pii teploté¢ 25°C a osvétleni s 16
hodinovou periodou.

Suspenzni kultura byla odvozena mechanickym rozdrobnénim kalusové kultury
a kultivovana 2 tydny na laboratorni tiepacce (120 ot/min) za stejnych podminek jako

kalusova kultura.
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4.6. PRIPRAVA ROZTOKU ELICITORU

K elicitaci jsem pouzila peroxid vodiku (H20,).

Ptiprava koncentrace ¢; (10 mol/l):

Navazka (2,83329) 3% roztoku peroxidu vodiku byla kvantitativné pfevedena do
100 ml odmérné banky a doplnéna sterilni destilovanou vodou po rysku. Poté byl

elicitor sterilizovan v autoklavu 15 minut pii 121°C.

Piiprava koncentrace ¢, (1 mol/l):

Odpipetovanim 10 ml roztoku c¢; do odmérné banky na 100ml a doplnénim

sterilni destilovanou vodou.

Piiprava koncentrace c3 (0,1 mol/l):

Odpipetovanim 10 ml roztoku ¢, do odmérné bariky na 100 ml a doplnénim
sterilni destilovanou vodou.
Ptiprava elicitorii o zddané koncentraci probihala za aseptickych podminek

V laminarnim boxu a bylo pouzito sterilni sklo a nastroje.
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4.7. ELICITACE KULTUR

Elicitace byla opét provadéna za aseptickych podminek v boxu s laminarnim
prodénim vzduchu za pouziti sterilnich pipet.

K elicitaci bylo pouzito vzdy 40 ban¢k pro kazdou koncentraci elicitoru. Do 30
ban¢k byl ptidan 1ml roztoku elicitoru dané koncentrace a 10 ban€k bylo pouzito jako
kontrola. [8]

Kalusy byly odebirany po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach pisobeni elicitoru.
Kontrolni kalusy se odebiraly po 24 a 168 hodinach. V rdmci kazdého casového
intervalu ptsobeni elicitoru véetné kontrol bylo pouzito k odbéru 5 ban¢k.

U suspenznich kultur byl pouzit stejny postup za totoznych podminek.

Kalusy po odbéru byly ususeny na filtranim papife za laboratorni teploty.
Suspenzni kultury byly piefiltrovany a zachycené shluky na filtranim papife byly
ususeny stejné jako kalusy.

UsuSeny materidl byl upraskovan ve tfence s térkou a pouzit ke stanoveni obsahu

flavonolignand.
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4.8. STANOVENI OBSAHU FLAVONOLIGNANU

Princip:

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je separa¢ni metoda, kterou
lze odd¢lit analyzované slozky ze smési a zdrovenl provést jejich kvalitativni a
kvantitativni hodnoceni s vysokou selektivitou, citlivosti a v relativné kratké dobe.
K dé€leni latek dochazi mezi stacionarni fazi naplnénou v koloné¢ a mobilni fazi

prochazejici kolonou za vysokého tlaku.

Postup stanoveni:

Podminky HPLC analyzy byly pfevzaty z rigordzni prace K. Gallové. [55]

Ke stanoveni byla pouzita kolona LiChrospher RP- 18 250x4 (5 um). Jako mobilni faze
byl pouzit methanolicky roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15% w/v) (faze A) a vodny
roztok kyseliny o-fosfore¢né (0,15% w/v) (faze B).

Elu¢ni profil: v ¢as 0 — 5 minut, 100% B do 50% A v B (v/v) (linearné gradientova
eluce);

v ¢ase 5 — 25 min, 50% A v B (v/v) (izokraticka eluce)

Prttok byl 1,4 ml/min.

Po upraskovani byly vzorky v mnozstvi 0,1 g extrahovany 2x 10 ml methanolu
po dobu 10 minut na vodni lazni pod zpétnym chladicem. Po zfiltrovani ptes 0,45 pm
mikrofiltr nasledovalo pievedeni do vialek a nastfik (20 um) na HPLC. Zivna média
byla extrahovana stejnym zpusobem a navic zahus§téna na vakuové odparce. Odparek
byl rozpustén v methanolu a doplnén na objem 5 ml, stejné zfiltrovan a pieveden do
vialek. Vzorky byly detekovany pii vinové délce 288 nm. Identifikace obsahovych latek
byla provedena porovnanim retencnich Casii a spekter ptisluSnych pika vzorkil se
standardem silymarinu a taxifolinu.

Byla provedena vzdy tfi paralelni stanoveni a z téchto hodnot byl vypocitan

aritmeticky prameér.
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4.9. STANOVENI ZTRATY SUSENIM

Do tfi pfedem vysusenych vazenek se na analytickych vahach odvazilo ptesné
2,000 g vzorku a susilo se 2 hodiny v susarn¢ pii 100 az 105 °C. Vysusené vzorky ve
vazenkach byly uchovény v exsikdtoru do vychladnuti, a poté byly zvdZeny na
analytickych vahach. Hmotnost suSiny byla vztazena na hmotnost vzorku a vyjadiena
Vv procentech.

Byl vypocitan aritmeticky primér téchto tii meteni. [54]
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4.10. STATISTICKE VYHODNOCENI VYSLEDKU

K urceni statistick¢é vyznamnosti vlivu elicitoru na obsah flavonolignant byl
pouzit t-test rozdilu dvou primért.

Vztah testovaciho kriteria je:

(o [ =] \/nlnz(n1+n2—2)

[1s2 2 n +n
ns, +n,s, 1 2

t = testovaci kriterium

X1 = aritmeticky primér kontrolniho souboru
Xo = aritmeticky prumér pokusného souboru

s1 = smérodatnd odchylka kontrolniho souboru
Sy = smérodatné odchylka pokusného souboru
N1 = pocet ¢lent kontrolniho souboru

Nz = pocet ¢lenti pokusného souboru

Testovacimu kritériu ptislusi t-rozdéleni se stupném volnosti vypoctenym podle

VzZorce:

vam+n,—2

Vypoctend hodnota testovaciho kritéria se porovnd s pfisluSnou kritickou
hodnotou t(v), pro vypocteny stupefi volnosti v a zvolenou hladinu vyznamnosti p. Je-li

hodnota t vét$i nez hodnota t(v)p, je rozdil statisticky vyznamny na hladin€ vyznamnosti
p. [48]

Ke zjisténi obsahu flavonolignani byla vzdy provedena tfi paralelni stanoveni,
proto pocet ¢lent souborti je n; = n, = 3, pocet stupnd volnosti v = 4. Pro zvolenou
hladinu vyznamnosti p = 0,05 a pro Ctyii stupné volnosti je kriticka hodnota testovaciho
kritéria t(v)p, = 2,78.

Vysledky jsou statisticky vyznamné, je-li hodnota testovaciho kritéria vys$si nez

kriticka hodnota.
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Pro vypocet hodnot testovaciho kritéria pro odbéry po 6, 12, 24, 48 a 72
hodinach byla pouzita kontrolni hodnota odbéru po 24 hodinach a pro odbér po 168
hodinach byla pouzita kontrola odebrana po 168 hodinach.
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5. VYSLEDKY

Tabulka ¢. 1- Obsah silychristinu v kalusové kultuie Silybum marianum (L.)
Gaertn.

Elicitor: peroxid vodiku

Koncentrace Hodina Obsah Smérodatna Hodnota
elicitoru odbéru silychristinu odchylka testovaciho
(mol/l) (%) kritéria
6 0,050 0,002 24,03
12 0,040 0,005 7,77
24 0,040 0,003 12,52
C1-10,0 24K 0,012 0,001 -
48 N N N
72 0,011 0,003 3,53
168 0,018 0,005 0,53
168K 0,020 0,002 -
6 N N N
12 0,050 0,004 13,03
24 0,041 0,004 9,95
C2-10 24K 0,012 0,001 -
48 0,039 0,004 6,01
72 0,050 0,003 11,77
168 N N N
168K 0,020 0,002 -
6 0,010 0,002 1,26
12 N N N
24 N N N
Cs=01 24K 0,012 0,001 -
48 0,010 0,001 6,33
72 0,010 0,002 5,00
168 0,020 0,004 0,00
168K 0,020 0,002 -

K....... kontrola

N...... nemeéfitelna hodnota

50




Graf &. 1

Obsah silychristinu v kalusové kulture

Silybum marianum (L.) Geartn.

Obsah silychristinu (%)

Graf €. 2
Porovnani obsahu silychristinu v zavislosti na ¢ase odbéru v

kalusové kulture
Silybum marianum ( L.) Gaertn.
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Tabulka ¢. 2 - Obsah silychristinu v suspenzni kultuie Silybum marianum (L.)

Gaertn.

Elicitor: peroxid vodiku

Koncentrace Hodina Obsah Smérodatna Hodnota
elicitoru odbéru silychristinu odchylka testovaciho
(mol/l) (%) kritéria
6 N N -
12 0,020 0,002 0,00
24 0,040 0,002 10,00
C1-100 24K 0,020 0,002 -
48 0,022 0,002 1,18
72 0,049 0,004 8,49
168 0,011 0,003 2,67
168K 0,019 0,003 -
6 0,051 0,003 12,16
12 0,080 0,002 30,00
24 0,060 0,002 20,00
C2-10 24K 0,020 0,002 -
48 0,070 0,004 14,43
72 0,030 0,003 3,67
168 0,011 0,001 3,58
168K 0,019 0,003 -
6 N N N
12 N N N
24 0,020 0,005 0,00
Cs=01 24K 0,020 0,002 -
48 0,030 0,004 3,11
72 0,031 0,004 3,39
168 0,029 0,004 2,83
168K 0,019 0,003 -
K....... kontrola
N...... nemeéfitelna hodnota
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Graf

¢. 3

Obsah silychristinu v suspenzni kultuire
Silybum marianum (L.) Gaertn.

Obsah silychristinu (%)

Graf ¢. 4

Porovnani obsahu silychristinu v zavislosti na €ase odbéru v
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Tabulka ¢. 3 - Obsah taxifolinu v kalusové kultui'e Silypbum marianum (L.)
Gaertn.

Elicitor: peroxid vodiku

Koncentrace Hodina Obsah Smérodatna Hodnota
elicitoru odbéru taxifolinu odchylka testovaciho
(mol/l) (%) kritéria

6 N N N
12 N N N
24 N N N
C:-10,0 24K 0,011 0,001 -
48 0,041 0,004 -
72 0,039 0,004 -
168 0,040 0,004 -
168K N N -
6 N N N
12 N N N

24 0,010 0,001 1,00
C2-1,0 24K 0,011 0,001 -
48 0,011 0,003 -
72 N N N
168 N N N
168K N N -

6 0,020 0,002 5,69

12 0,020 0,005 2,50

24 0,020 0,004 3,09
Cs-01 24K 0,011 0,001 -
48 0,030 0,004 -
72 0,010 0,002 -
168 N N N
168K N N -

K....... kontrola

N...... nemeéfitelna hodnota
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Graf €. 5
Obsah taxifolinu v kalusové kulture Silybum marianum (L.)
Gaertn.

Obsah taxifolinu (%)

Cas odbéru (h)

Graf ¢. 6

Porovnani obsahu taxifolinu v zavislosti na ¢ase odbéru v
kalusové kulture

Silybum marianum (L.) Gaertn.
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Tabulka ¢. 4 - Obsah taxifolinu v suspenzni kultufe Silybum marianum (L.)
Gaertn.

Elicitor: peroxid vodiku

Koncentrace Hodina Obsah Smérodatna Hodnota
elicitoru odbéru taxifolinu odchylka testovaciho
(mol/l) (%) kritéria
6 0,020 0,002 5,69
12 N N N
24 0,012 0,003 0,45
C1-100 24K 0,011 0,001 -
48 N N N
72 0,010 0,001 0,45
168 0,011 0,003 0,00
168K 0,011 0,003 -
6 0,011 0,001 0,00
12 0,011 0,002 0,00
24 0,012 0,004 0,34
C2=10 24K 0,011 0,001 -
48 0,011 0,002 0,00
72 0,011 0,001 0,00
168 0,012 0,004 0,28
168K 0,011 0,003 -
6 0,012 0,002 0,26
12 0,012 0,002 0,26
24 0,012 0,004 0,34
Cs=01 24K 0,011 0,001 -
48 0,011 0,003 0,00
72 0,012 0,004 0,28
168 0,010 0,001 0,45
168K 0,011 0,003 -

K....... kontrola

N...... nemeérfitelna hodnota
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Graf €. 7
Obsah taxifolinu v suspenzni kulture Silypum marianum (L.)
Gaertn.

Osah taxifolinu (%)

Graf €. 8
Porovnani obsahu taxifolinu v zavislosti na ¢ase odbéru v
suspenzni kulture
Silybum marianum (L.) Gaertn

Obsah taxifolinu (%)
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Tabulka ¢. 5 - Obsah flavonolignani a taxifolinu v kultivaénim médiu kalusovych a
suspenznich kultur Silybum maranum (L.) Gaertn.

Elicitor: peroxid vodiku

Typ Kultury,
ko?.c‘?t”trace taxifolin silychristin silibin A isosilibin
e odb, (%) (%) (%) (%)

hodina odbéru

Kalus; 1,0 - - - -
mol/l; 24h

Susp.; - - - -
10,0mol/l; 12h

Susp.; 0,0020 0,0019 - -
10,0mol/l; 48h

Susp.; - 0,002 - -
10,0mol/l; 72h

Susp.; 0,0040 - 0,0020 0,0020
10,0mol/l; 168h

Susp.; 1,0mol/I; - 0,0017 - -
24h

Susp.; 1,0mol/I; 0,0038 0,0020 - -
48h

Susp.; 1,0mol/I; - - - _
72h

Susp.; 1,0mol/I; - - - 0,0018
168h

Susp.; 0,1mol/l; - - - _
48h

Susp.; 0,2mol/l; - - - -
72h

Ve vysSe prezentovanych vzorcich kultivacniho média byl také méten silibin B,

jehoz ptitomnost nebyla zjiSténa.
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6. DISKUSE

Diky Sirokému a vyznamnému uplatnéni v riznych oborech jsou explantatové

kultury velmi sledované.

V této diplomové préci bylo cilem zhodnotit, zda oxidaéni stres zvySuje tvorbu
flavonolignani v kalusové a suspenzni kultufe Silybum marianum (L.) Gaertn. Jako
elicitor byl pouzit peroxid vodiku, a to ve tfech riznych koncentracich (¢;=10,0 mol/l;
¢,=1,0 mol/l; c3=1,0 mol/l).

Na zaklad¢ experimentdlni prace K. Gallové, kterd sestavila ristovou a
produkéni kiivku pro tuto kulturu, byl stanoven jako optimalni den pro piidani elicitoru
ke kulturam Silybum marianum 30. den po subkultivaci.

Na tomto zakladé bylo pro kultivaci u této prace pouzito MS médium s rustovym
regulatorem a-NAA (10 mg/l).

Po aplikaci elicitoru byly provadény odbéry za 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodin.
Kontroly byly odebirany po 24 a 168 hodinach.

Obsah flavonolignan byl stanoven metodou HPLC, kterd zarucuje vysokou

citlivost.

Kalusova kultura (tab. ¢. 1,3 graf¢. 1,2,5,6)

Statisticky vyznamny nartist obsahu flavonolignani byl zjistén po aplikaci
elicitoru (H20;) pouze u dvou prvnich koncentraci, a to ¢; po 6 hodinach (o 317% oproti
kontrole), 12 a 24 hodinach (0 233% oproti kontrole) a u koncentrace ¢, po 12 hodinach
(0 317% oproti kontrole), 24 hodinach (0 242% oproti kontrole), 48 hodinach (0 95%
oproti kontrole) a 72 hodinach (0 150% oproti kontrole). Detekovana byla i produkce
taxifolinu.

U koncentrace c3 doslo k poklesu produkce flavonolignanti po 48 a 72 hodin o
100% oproti kontrolnimu vzorku, po 12 a 24 hodinach byly hodnoty tak nizké, Ze je
nebylo mozZzno detekovat ani pomoci HPLC. Také nezméfitelné hodnoty obsahu
flavonolignanti byly zjistény u koncentrace c; po 48 hodinach a u koncentrace c, po 6 a
168 hodinach.

59



Dalsi snizeni produkce flavonolignanti nastalo po putsobeni elicitoru u
koncentrace c; po 72 hodinach (o 81% v porovnani s kontrolou).

Nejvyssi obsah flavonolignanti byl naméfen po elicitaci peroxidem vodiku
v koncentraci ¢, po 12 hodinach a 6 hodinach u c;. Narist ¢inil 317% ve srovnani
s kontrolou.

Z flavonolignani byla v kalusové kultufe Silypum marianum (L.) Gaertn.
zjiSténa jen piitomnost silychristinu. Ostatni métené slozky silymarinového komplexu

(silydianin, silybin A, silybin B, izosilybin A a izosilybin B) nebyly prokazany.

Suspenzni kultura (zab. ¢.2,4 graf'¢. 3,4,7,8)

V praci bylo prokazano statisticky vyznamné zvySeni obsahu flavonolignant u
suspenzni kultury po elictaci peroxidem vodiku u koncentrace c; po 24 hodinach o
100% a po 72 hodinach o 157% V porovnani s kontrolou, u koncentrace ¢, po 6
hodinach o 155%, 12 hodinach o 300%, 24 hodinach o 200%, 48 hodinach o 268% a po
72 hodinach o 58% v porovnani s kontrolou a u koncentrace c; po 48 hodinach o 58%,
72 hodinach o0 63% a po 168 hodinach o 53% ve srovnani s kontrolou.

Statisticky vyznamné sniZzeni obsahu flavonolignani bylo zaznamenano po
aplikaci elicitoru u koncentrace ¢, po 168 hodinach o 72% v porovnani s kontrolnim
vzorkem.

Suspenzni kultura produkovala nejvyssi mnoZzstvi flavonolignanii po aplikaci
elicitoru o koncentraci ¢, po 12 hodinach, a sice o 300% oproti kontrole.

Stanovenym flavonolignanem byl opét pouze silychristin.

Stejné jako u kalusové kultury byla prokéazéana ptitomnost taxifolinu.

U obou in vitro kultur Silypum marianum (L.) Gaertn. byla zaznamenana
nejvyss$i produkce flavonolignanti po pusobeni elicitoru o koncentraci c; po 12
hodinéch, a pot¢ klesala.

V bunkach kalusové i suspenzni kultury Silypum marianum (L.) Gaertn. po
elicitaci peroxidem vodiku byl detekovan pouze silychristin a taxifolin. Do zivného
média se vylucovaly i silybin A a izosilybin B, ostatni slozky silymarinového komplexu
nebyly detekovany. (tab.c. 5)

Latky vyluCované do média byly po elicitaci peroxidem vodiku pouze

V tisicinovém mnozZstvi, tzn. o fad niZ8i ve srovnani s kontrolou.
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V rigordzni praci K. Gallové byla prokazana elicita¢ni aktivita 3-methylanilid 5-
terc.butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny [latka ¢. 1] a (5-brom-2-hydroxyfenyl)amid
5-terc.butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny [latka ¢. 2] na produkci
flavonolignand kalusovou a suspenzni kulturou Silybum marianum (L.) Gaertn. Vlastni
elicitace byla provedena u obou testovanych latek (elicitorti) ve ¢tyfech koncentracich.

U latky &. 1 byly pouzity tyto koncentrace: ¢; 100 mg/l (3,71. 10™ mol/l); c, 10
mg/l (3,71. 10 mol/l); ¢z 1,0 mg/l (3,71. 10° mol/l); ¢4 0,1 mg/l (3,71. 107 mol/l) a u
latky & 2: ¢, 100 mg/l (2,59. 10 mol/l); ¢, 10 mg/l (2,59. 10° mol/l); c3 1,0 mg/I (2,59.
10 mol/l); ¢4 0,1 mg/I (2,59. 10" mol/l).

Po elicitaci byly délany odbéry po 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach. Kontroly byly
odebirany po 24 a 168 hodinach.

V kalusové kultute c; S pfidavkem a-NAA (10 mg/l) jako ristového regulatoru
doslo ke statistisky vyznamnému zvySeni obsahu flavonolignanti pouze u koncentrace
€4 po 12 hodinové (o 154% oproti kontrole) elicitaci latkou €. 1. Po 24, 48, 72 a 168
hodinach se obsah flavonolignani nezvysil — naopak poklesl oproti kontrole. U
koncentrace ci3, C; a C3 obsah falvonolignani oproti kontrole statisticky vyznamné
poklesl. V suspenzni kultufe elicitace latkou €. 1 na rozdil od kalusové kultury vyvolala
statisticky vyznamné zvyseni u prvnich dvou koncentraci elicitoru, a to v koncentraci ¢,
po 24 hodinové elicitaci a po 48 hodinové elicitaci touto latkou o koncentraci c,. U
koncentraci c3 a C4 doslo k tak malé produkci flavonolignani po elicitaci latkou €. 1, Ze
tyto hodnoty nebyly méfitelné ani tak citlivou metodou jako je HPLC. Maximalni
produkce bylo dosazeno po 48 hodinové elicitaci koncentraci c. Narist €inil 250%.
V tomto piipadé¢ byl v kalusu také kromé silychristinu produkovan v detekovaném
mnozstvi 1 taxifolin.

Elicitace latkou ¢. 2 v kalusové kultufe vyvolala narist obsahu flavonolignant
pfedevsim po 12 a 24 hodinové elicitaci testovanymi koncentracemi Cy, C a Cg; dale
latkou o koncentraci C; po 72 hodinové elicitaci a latkou o koncentraci cz po 48

hodinové elicitaci. [55]

J. Rimékova také zjistila produkci taxifolinu a izosilybinu A do kultivaéniho
média kalusové kultury Silybum marianum (L.) Gaertn. K maximalnimu zvy$eni obsahu
taxifolinu a iyosilybinu A v médiu doslo 12 hodin po elicitaci UV zafenim o vinové
délce 254nm a dobé piisobeni 60 minut (o 220%, res. 291%).
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K maximalnimu zvySeni obsahu taxifolinu v médiu suspenzni kultury Silybum
marianum (L.) Gaertn. doslo 12 hodin po aplikaci 16,07 mg/I chitosanu (0 596% oproti
kontrole). [56]

Zatimco u této prace produkce taxifolinu nebyla elicitaci peroxidem vodiku
nikterak vyznamné ovlivnéna v porovnani s kontrolou. S vyjimkou 6 a 24 hodinové
elicitace peroxidem vodiku o koncentraci c3 nastalo zvyseni produkce taxifolinu o 82%
V porovnani s kontrolou u kalusové kultury a u suspenzni kutury po 6 hodinov¢ elicitaci
peroxidem vodiku 0 koncentraci c;.

K. Gallova pomoci HPLC prokazala v kulturach Silybum marianum in vitro téz
pouze silychristin. [55]

J. Rimakov4 vsak na zakladé HPLC detekovala taxifolin a silydianin. Silydianin
byl detekovan jednak v Zivném médiu, zejména vSak v bunikach kultury v kontrolnich
vzorcich. Signifikantni nartst jeho obsahu byl sledovan v bunkéch kultury 72 hodin po
aplikaci 46 um koniferylalkoholu (prekurzoru nezbytného k biosyntéze flavonolignant).

Taxifolin byl vylu¢ovan pouze do média. [56]
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7. ZAVER

Po zhodnoceni vysledkti mizeme dojit k t€émto zavértim:

U kalusové kultury

Ke statisticky vyznamnému zvySeni obsahu flavonolignanti oproti kontrole
doslo v kalusové kultute po aplikaci roztoku elicitoru u koncentrace ¢, po 6, 12 a
24 hodinach a u koncentrace c, po 12, 24, 48 a 72 hodinach. U této kultury byla
téz zaznamenana produkce taxifolinu.

Maximalni zvySeni obsahu flavonolignanii nastalo v kalusové kultufe u
koncentrace c; po 12 hodinach, a to 0 317% v porovnani s kontrolou.

Ke snizeni obsahu flavonolignant oproti kontrole doslo v kalusové kultuie u
koncentrace c¢; po 72 hodinach o 81% a o 100% po 48 a 72 hodinach u
koncentrace Cs.

Obsah flavonolignanti pod mezi citlivosti metody stanoveni byl u koncentrace ¢4
po 48 hodinach, u koncentrace c, po 6 a 168 hodinach a u koncentrace c3po 12 a
24 hodinach.

U suspenzni kultury

Statisticky vyznamné zvySeni produkce flavonolignani bylo prokazano
Vv suspenzni kultufe po aplikaci roztoku elicitoru oproti kontrole u koncentrace c4
po 24 a po 72 hodinach, u koncentrace c; u vSech odbérti kromé odbéru po 168
hodinach a u koncentrace c3 po 48, 72 a 168 hodinach. Byla zde také
zaznamenana produkce taxifolinu.

Maximalni zvySeni obsahu flavonolignanti bylo zjisténo v suspenzni kultufe u
koncentrace c; po 12 hodinach, coz bylo o 300% v porovnani s kontrolou.
Produkce flavonolignanti byla snizena oproti kontrole o 72% po 168 hodinach u
koncentrace c; i koncentrace c;.

Neméfitelné hodnoty byly zjistény u koncentrace ¢ po 6 hodindch a u

koncentrace ¢z po 6 a 12 hodinach.
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Timto experimentem byl prokdzan vliv oxida¢niho stresu peroxidu vodiku na
produkci flavonolignanti kalusovou a suspenzni kulturou Silybum marianum (L.)

Gaertn.
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8. PRILOHY

Ziaznam HPLC analyzy standardu
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Ziznam HPLC analyzy suspenzni kultury
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