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1.   ÚVOD 

 

 Jiţ od dávných dob byla vyvíjena snaha vyuţívat procesy probíhající ve volné 

přírodě v nejrůznějších oblastech lidské činnosti. Rozsah moţností praktického 

vyuţití látkové přeměny a jejích dílčích dějů a dalších funkčních projevů organismů 

byl úměrný hloubce jejich poznání. 

 Vyšší rostliny představují pro lidstvo nejen zdroj potravin, dřeva, vláknin a 

olejů, ale poskytují nejbohatší výběr přírodních látek, z nichţ mnohé jsou vyuţívány 

v medicíně, kosmetice a potravinářství. Odhaduje se, ţe z asi 30 000 známých 

přírodních produktů je více neţ 80% rostlinného původu. Mnohé z těchto látek nelze 

získat ekonomicky únosnou organickou syntézou a jejich výroba pomocí genového 

inţenýrství v mikrobních systémech není zatím řešitelná, protoţe vznikají 

mnohostupňovými syntézami. Jednou z moţností, jak získat poţadované rostlinné 

látky, je i pěstování rostlinných explantátových kultur (17). 

 Biotechnologické metody pěstování rostlinných buněk a získávání účinných 

látek zaloţené na vyuţití kultur rostlinných buněk, pletiv a orgánů odstraňují některé 

nedostatky, s kterými se setkáváme při polním pěstování. Tam můţe být výtěţek 

ovlivněn např. škůdci, různými chorobami nebo výkyvy klimatických podmínek (18). 

 Vzhledem k tomu, ţe aţ na výjimky je charakteristickým problémem kultivace 

rostlinných explantátů v kulturách in vitro nízká produkce sekundárních metabolitů 

těmito kulturami,  je jednou z metod, kterou je moţné dosáhnout zvýšení produkce 

přírodních látek v kulturách in vitro, elicitace buněčných kultur (9). 

 Elicitací vyvolaný stres aktivuje obranné reakce rostliny nebo rostlinného 

explantátu, které vedou, mimo jiné, ke změně transkripce genů kódujících enzymy 

ovlivňující biosyntézu sekundárních metabolitů (8). 

Elicitace rostlinných kultur za účelem zvýšené produkce sekundárních 

metabolitů je v současné době studována, zejména pro svoji jednoduchost (19). 

Navíc se jedná o metodu ekonomicky výhodnou, bez velkých nároků na prostory (18, 

3). Pro určitou elicitaci je však vţdy nutno nalézt vhodný elicitor, jeho vhodnou 

koncentraci a optimální dobu působení (19). 

2.   CÍL PRÁCE 

 



 Cílem práce bylo seznámit se s metodikou kultivace rostlinných kultur in vitro a 

zjistit vliv oxidačního stresu na kalusovou a suspenzní kulturu Ononis arvensis L. a to 

působením methylviologenu. Na základě stanovení obsahu flavonoidů v této kultuře 

zjistit, zda oxidační stres ovlivňuje tvorbu těchto obsahových látek. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.  TEORETICKÁ ČÁST 

 

3.1   Explantátové kultury rostlin 



 Rostlinné tkáňové kultury (explantáty) jsou z organismu sterilně vyňatá a na 

umělé ţivné půdě rostoucí izolovaná pletiva s prakticky neomezenou ţivotností (6).  

Můţe se jednat o různé typy in vitro kultivovaných orgánů vyňatých z rostlin, 

jejich částí, meristematických pletiv, buněk, protoplastů a kalusů (3). 

 Explantátové kultury rostlin vznikají aseptickou kultivací izolovaných částí 

rostlin v umělých podmínkách. Skutečnost, ţe jakákoli rostlinná buňka je totipotentní, 

nám umoţňuje změnou podmínek, v nichţ se daná specializovaná buňka nachází, 

vyvolat dediferenciaci a neorganizovaný růst. Teoreticky je tedy moţno odvodit a 

kultivovat in vitro explantátovou kulturu z jakéhokoli pletiva obsahujícího buňky 

s funkčním jádrem. Kultivací in vitro se rozumí kultivace ve sterilních podmínkách 

řízeného prostředí (tj. v definovaném kultivačním médiu, při dané teplotě, vlhkosti a 

kvalitě a kvantitě světla) (1). 

 

3.1.1 Rozdělení explantátových kultur rostlin (2) 

 Dle morfologické charakteristiky lze rostlinné explantáty dělit do 5 kategorií: 

1) Kultury orgánové – orgánové systémy, orgány nebo jejich části kultivované 

in vitro způsobem, který umoţňuje jejich diferenciaci a téměř zachovává 

jejich stavbu a funkci. 

2) Kultury tkáňové (resp. pletivové, kalusy) – mnohobuněčné komplexy 

pletiva, které jsou do různého stupně soudrţné a morfologicky 

dezorganizované, pomnoţované na polotuhých či pevných nosičích 

nasycených ţivným médiem nebo výjimečně v médiu tekutém. 

3) Kultury suspenzní – volné buňky a buněčné shluky společně 

pomnoţované, suspendované v tekuté ţivné půdě, promíchávané a 

provzdušňované. 

4) Kultury buněčné - volné jednotlivé buňky nebo jejich nejbliţší potomstvo 

pomnoţované v tekuté či polotuhé půdě nebo na nosiči nasyceném půdou. 

5) Kultury protoplastů - buňky zbavené buněčných stěn, buněčný obsah je 

obalen jen pruţnou elastickou plasmolemou . 

 

3.1.2   Využití explantátových kultur (3) 

 Explantátové rostlinné kultury se uplatňují především jako: 



 Alternativní příprava produktů dosud získávaných z rostlin v polní 

kultuře. Předností je vedení procesu za řízených podmínek a tudíţ i 

kvalitativní homogenita produktů, které jsou navíc prosté 

kontaminujících zárodků, hmyzu a chemikálií pouţívaných k ochraně 

kultur. 

 Explantátové kultury umoţňují získávání produktů i z nesnadno 

pěstovatelných rostlin. 

 Získávání nových látek v důsledku změn metabolismu explantátových 

rostlinných buněk. (Byly izolovány i látky, které nebyly nalezeny 

v matečné rostlině.) 

 Produkty biotransformací, kdy z poměrně levných a dostupných 

substrátů lze získat farmaceuticky významné látky, protoţe příslušné 

enzymy se u mikroorganismů nevyskytují. 

 

3.1.3  Výhody tkáňových kultur pro produkci 

sekundárních metabolitů (1) 

 Tkáňové kultury rostlin se mohou v produkci sekundárních metabolitů uplatnit 

na několika úrovních. Jednak je moţno je vyuţít k pomnoţení rostlin významných 

z hlediska produkce sekundárních metabolitů nebo je moţné selektovat kultivary 

s vysokou produkcí. Dále po zjištění, ţe i samotná tkáňová kultura je schopna 

produkce těchto látek, se vyuţívá jako nový zdroj sekundárních metabolitů. 

 

 

 

 Výhody oproti tradičnímu získávání sekundárních metabolitů: 

 Syntéza probíhá řízeně v umělém prostředí nezávisle na klimatu a 

půdních podmínkách. 

 Jsou vyloučeny negativní biologické vlivy (mikroorganismy, hmyz), které 

mohou měnit produkci sekundárních metabolitů. 

 Je moţno vyselektovat kultivar a vyšší produkcí sekundárních 

metabolitů. 

 Automatizací řízení buněčného růstu a regulací metabolických procesů 

můţe klesat výrobní cena a stoupat produkce. 



  

3.1.4  Odvození explantátové kultury 

 Při odběru výchozího materiálu je nutné znát přesně původ matečné rostliny. 

Výchozí rostlina by měla být zdravá a pěstovaná v optimálních podmínkách – nejlépe 

skleník nebo fytotron.  

Úspěšnost odvození kultury je závislá i na ročním období, kdy je explantát 

odebírán. Nejlepší výsledky jsou dosahovány v aktivní fázi růstu rostliny. Teoreticky 

je k odvození moţné pouţít jakoukoli část rostliny. Cílem je odvodit sterilní 

primokulturu s co největším procentem úspěšnosti. 

K zajištění sterility je nutno materiál určený k odběru explantátu povrchově 

dezinfikovat. Poté je explantát umístěn do kultivační nádoby na povrch média (1). Na 

ţivné půdě je následně inkubován v teplotním rozmezí 23 aţ 28 °C (3). 

   Explantáty některých rostlin mohou několik dní po naočkování primokultury 

začít hnědnout nebo černat. Pokud k tomu dojde, hrozí zastavení růstu a odumření. 

Mladá pletiva jsou v tomto ohledu výhodnější neţ starší. Tomuto hnědnutí je moţné 

zabránit několika způsoby:  

1) odstraněním fenolických sloučenin 

2) změnou redoxního potenciálu 

3) inaktivací fenolas 

4) redukcí aktivity fenoláz nebo dostupnosti jejich substrátu 

V praxi se nejčastěji zabraňuje hnědnutí odstraněním fenolických látek 

z média a změnou redoxního potenciálu média. 

 

Následuje fáze proliferace explantátové kultury, kdy je primokultura 

opakovaně pasáţována na čerstvé médium (1). 

 

 

Obr. 1. Odvození explantátové kultury z rostliny (3) 

 



Po dostatečném nárůstu kalusu je moţné kulturu opakovaně přenášet na 

čerstvé ţivné půdy, popř. převádět kalusovou formu do suspenzní kultury (3). 

 

3.1.5.  Kultivační média pro explantátové kultury (1) 

 Kultivační médium je jedním z nejdůleţitějších faktorů ovlivňujících růst a 

morfogenezi v tkáňových kulturách. Média pouţívaná pro kultivaci obvykle obsahují 

makroelementy, mikroelementy, vitamíny, aminokyseliny nebo další zdroj 

organického dusíku, sacharidy, další nedefinované organické sloţky, zpevňující látku 

a růstové regulátory. 

  

Makroelementy 

Makroelementy zahrnují šest nejdůleţitějších prvků: dusík, fosfor, draslík, 

vápník, hořčík a síru. 

Optimální koncentrace jednotlivých prvků pro dosaţení maximální růstové 

rychlosti se liší v závislosti na rostlinném druhu. 

 

Mikroelementy 

 Mikroelementy nezbytné pro růst tkáňové kultury jsou : ţelezo, mangan, zinek, 

bór, měď a molybden. 

 Někdy se do média přidává i kobalt, jód, sodík a chlór, ale nemusí být pro růst 

kultury nezbytné. 

 

Zdroj uhlíku 

 Jako nejčastější zdroj uhlíku a zároveň energie je vyuţívána sacharosa. Ta je 

v některých případech nahraditelná glukosou nebo fruktosou.  

Testovány byly i jiné sacharidy jako laktosa, galaktosa, rafinosa, maltosa či 

škrob, ovšem většinou měly menší efektivitu neţ sacharosa a glukosa. 

 Sacharidy jsou do média dodávány z důvodu heterotrofní výţivy explantátů a 

to vzhledem k omezené moţnosti explantátů vyţivovat se autotrofně. 

 

Vitamíny 



 Vitamíny jsou pro rostlinu nezbytné jako katalyzátory řady metabolických 

procesů. Pro rostlinné kultury pěstované in vitro mohou být některé vitamíny 

limitujícím faktorem růstu. 

 Nejčastěji pouţívané vitamíny v ţivných médiích jsou: thiamin, kyselina 

nikotinová, pyridoxin a myo-inositol. Thiamin je součástí většiny kultivačních médií a 

je pro růst tkáňových kultur nepostradatelný. Kyselina nikotinová a pyridoxin jsou 

také součástí většiny médií, ale jejich význam není tak zásadní pro růst jako u 

thiaminu. Myo-inositol je sacharid, který nemusí být nezbytný pro růst explantátu, ale 

můţe tento růst stimulovat. Myo-inositol se také vyskytuje ve většině ţivných médií. 

 Mimo to jsou někdy pouţívány i další vitamíny jako je biotin, kyselina listová, 

kyselina askorbová, kyselina pantotenová, riboflavin a další, jejichţ přítomnost však 

není většinou nezbytná.   

 

Aminokyseliny a další zdroje organického dusíku 

 Přítomnost některých aminokyselin v ţivném médiu můţe stimulovat růst 

explantátu. Aminokyseliny se dodávají do média především při kultivaci buněčných 

suspenzí a protoplastů a mohou být explantátem vyuţity buď jako přímý zdroj dusíku 

nebo k syntéze proteinů. 

 Dusík v organické formě se nejčastěji dodává ve směsi aminokyselin 

(např. kasein hydrolyzát). Často se pouţívá také L-glutamin, L-asparagin, glycin a 

adenin. Pokud jsou dodávány aminokyseliny samostatné, je nutno pamatovat na to, 

ţe mohou ve vyšších koncentracích růst naopak inhibovat. 

Nedefinované organické složky médií 

 Růst explantátové kultury je často moţné stimulovat řadou organických 

extraktů jako jsou např. protein hydrolyzát, kokosové mléko, kvasničný extrakt, 

sladový extrakt, extrakt z banánů, pomerančová či rajčatová šťáva. Pouţití těchto 

směsí je přesto lepší se vyhnout, právě kvůli přesně nedefinovanému sloţení. 

 Někdy se do médií dodává i aktivní uhlí, kterému jsou v médiu připisovány tři 

základní funkce - absorpce látek inhibujících růst (dochází ke stimulaci růstu), 

absorpce růstových regulátorů (dochází k inhibici růstu) a ztmavnutí média. 

 

Látky používané pro zpevnění média 



 Nejčastěji je pro přípravu tuhých médií vyuţíván agar. Mimo něj lze ke 

zpevnění vyuţít i agarosu, Phytagel a Gerlite.  

 V případech, kdy není pouţito tuhé médium, je moţné explantáty fixovat na 

můstcích z filtračního papíru, polyuretanové pěně, čedičové vatě (rockwool), 

perforovaném celofánu apod. 

 

Stimulátory růstu 

 Jsou to látky, které podněcují rostlinu, resp. tkáňovou kulturu k větší ţivotnosti. 

Podrobněji budou probrány v kapitole 3.2. 

 

pH 

 Ve všech případech je nutno věnovat pozornost koncentraci vodíkových iontů. 

Obyčejně je doporučováno pH 5,5 aţ 6,0, někdy 6,0 aţ 7,0. Danou hodnotu je moţno 

upravit hydroxidem draselným nebo kyselinou chlorovodíkovou (1M).  

 

 

 

 

 

 

3.2   Růstové regulátory 

 Růstové regulátory rozdělujeme do dvou skupin – na rostlinné hormony 

(fytohormony) a další látky s regulační aktivitou (5). 

 Růstové regulátory pouţívané v kultivačních médiích jsou v podstatě jen 

fytohormony a to auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina abscisová. O charakteru 

růstu kultury nerozhoduje jen koncentrace jednotlivých hormonů, ale často jejich 

vzájemný poměr (1). 

 

3.2.1   Fytohormony 

 Jako fytohormony označujeme pět skupin endogenních růstových regulátorů. 

Jsou to auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisová a ethylen. 

 Na rozdíl od ţivočišných hormonů není u rostlinných tak zřejmá koncentrační 

závislost a můţe se pohybovat od stimulace aţ k inhibici růstové reakce. Navíc jsou 



o mnoho méně specifické a jeden fytohormon ovlivňuje často několik odlišných 

procesů. Ovšem studium mechanismu účinku ukázalo, ţe tento mechanismus je  

velmi blízký mechanismu působení hormonů ţivočišných.  

 Stejně jako u ţivočišných hormonů je vazba zprostředkována přes receptor. 

Ten můţe být umístěn buď na membráně, a signál je dále přenášen prostřednictvím 

systému druhých poslů, nebo hormon proniká do buňky, kde se váţe na rozpustný 

receptor v cytoplazmě a takto vzniklý komplex proniká do jádra, kde vyvolává změnu 

v expresi některých genů (5). 

 Fyziologická účinnost fytohormonů závisí na koncentraci jejich aktivních forem 

a na citlivosti buněk. Koncentrace je regulována syntézou a rozkladem nebo 

chemickou obměnou molekuly (např. navázáním molekuly cukru). Citlivost buněk 

vůči fytohormonu pak závisí na: 

 počtu molekul receptoru 

 afinitě receptoru k fytohormonu 

 účinnosti přenosu signálu z komplexu hormon-receptor 

k cílovému místu (4). 

 

 

 

Auxiny 

 Auxin je nejdéle známým rostlinným hormonem, ačkoli struktura této látky byla 

stanovena aţ o několik let později, kdy byla identifikována jako kyselina indolyl-

-3-octová (IAA). Tato kyselina byla dlouho jediným známým auxinem. Později díky 

zavedení citlivějších analytických technik, byly v rostlinách nalezeny kyseliny 

indolyl-3-máselná (IBA) a 4-chlor-IAA, které byly předtím povaţovány za látky 

syntetické. Dalším přirozeným auxinem je kyselina fenyloctová (PAA). Ta se 

nenachází ve všech rostlinách, nejvíce jí dosud bylo nalezeno v plodech ovocných 

stromů. 

 Při hledání látek s růstovou aktivitou byla nalezena i řada syntetických látek 

nazývaných jako syntetické auxiny. Společným znakem u nich je aromatický kruhový 

systém (s výjimkou alkylthiokarbamátů), v jehoţ postranním řetězci je umístěna 

karboxylová skupina (nebo skupina snadno převeditelná na karboxylovou). Lze je pro 

přehlednost rozdělit do čtyř skupin: naftalenové kyseliny (např. α-naftyloctová 



kyselina (α-NAA)), chlorfenoxy kyseliny (např. kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová 

(2,4-D)), benzoové kyseliny (např. 2,3,6 a 2,4,5-trichlorbenzoová kyselina) a deriváty 

kyseliny pikolinové (např. picloram) (5). 

 Mezi hlavní fyziologické účinky auxinů patří stimulace prodluţovacího růstu, 

kromě toho: 

 vyvolávají nebo zesilují mitotickou aktivitu pletiva 

 podněcují diferenciaci zdřevnatělých elementů cév 

 podporují tvorbu adventivních, či postranních kořenů a cibulí 

 potlačují rašení úţlabních pupenů 

 brání opadávání listů a plodů 

 ovlivňují viskozitu protoplasmy a stupňují příjem vody. 

Auxiny mají téţ na svědomí jev zvaný apikální dominance. Ten je dán 

produkcí auxinu vrcholovým pupenem a jeho šířením k níţe postaveným (úţlabním) 

pupenům. Projevuje se bráněním v růstové aktivitě podřazených pupenů, zatímco 

vrcholový pupen je silně aktivní (6). 

  

 

Mezi auxiny pouţívané v tkáňových kulturách rostlin patří především kyselina 

indolyl-3-octová (IAA), kyselina indolyl-3-máselná (IBA), kyselina 2,4-

dichlorfenoxyoctová (2,4-D) a kyselina α-naftyloctová (α-NAA). V kultivačním médiu 

jsou auxiny vyuţívány zejména za účelem stimulace růstu kalusu a buněk (1). 

 

Cytokininy 

 V současné době známe více neţ 30 přirozených cytokininů. Společným 

znakem je struktura vycházející z adeninu substituovaného na aminoskupině 

v poloze 6. Tato konfigurace je podmínkou biologické aktivity, přičemţ nejvyšší 

aktivitu mají látky, které jako substituent v poloze N-6 mají isoprenoidní řetězec 

s dvojnou vazbou.  

 První identifikovaný cytokinin byl kinetin, jako první přirozený (endogenní) 

cytokinin byl pak nalezen zeatin. V kulturách in vitro byl nejčastěji pouţíván spolu 

s kinetinem 6-benzyladenin (BA) neboli 6-benzylaminopurin (BAP). Tato látka byla 

dlouhou dobu povaţována za syntetickou, ovšem jiţ v roce 1972 byl popsán výskyt 

o-hydroxybenzyladeninu v listech topolu. Jelikoţ má tato látka jen velmi nízkou 



cytokininovou aktivitu, nebyla tomuto zjištění věnována přílišná pozornost. Dnes je 

však známo, ţe benzyladenin a jeho deriváty nesoucí v poloze  orto nebo meta 

benzenového kruhu hydroxylovou skupinu (tedy o- a m-topoliny obecně nazývané 

aromatické cytokininy) se vyskytují v rostlinách. Nejvyšší hladiny cytokininů 

nacházíme v intenzivně se dělících pletivech (5). 

Hlavní fyziologický účinek cytokininů se projevuje za přítomnosti IAA, kdy 

vyvolávají jiţ za velmi nízkých koncentrací mohutné dělení spojené se zrychlenou 

syntézou DNA. Další působení: 

 v nízkých dávkách urychlují klíčení dřevin 

 podporují prodluţovací růst listů 

 v kombinaci s IAA podporují zakořeňování a růst stonkových řízků 

 stimulují diferenciaci chloroplastů a syntézu chlorofylu 

 stimulují růst bočních pupenů, mají podíl na řízení apikální dominance 

 stimulují klíčení semen (6). 

 Ve spojení s auxiny mají zásadní vliv v regeneračních procesech jak  in vitro 

tak  in vivo, přičemţ rozhodující vliv na to, jak bude regenerace probíhat, má 

vzájemný koncentrační poměr zastoupení auxinů a cytokininů. Při vyrovnaném 

poměru dochází k tvorbě nediferencovaného pletiva, tedy kalusu, převaha cytokininů 

vyvolává tvorbu prýtů a nadbytek auxinů pak regeneraci kořenů. 

Mezi další významné fyziologické účinky můţeme zařadit i habituaci buněk 

vůči cytokininům. Jeho podstatou je pravděpodobně autoinduktivní působení 

cytokininů, tj. zvýšení syntézy endogenních cytokininů aplikací cytokininů do média. 

Po určité době aplikace cytokininů do média tedy u některých kultur tento poţadavek 

mizí a kultury jsou dále schopny růst bez dodaných cytokininů. 

Cytokininy  dále výrazně zpomalují proces stárnutí. V ohledu na apikální 

dominanci působí jako antagonisté auxinů, tedy stimulují větvení stonku (5). 

 Mezi cytokininy běţně pouţíváné v kultivačních médiích patří především 

6-benzylaminopurin (BAP), 6-dimethylaminopurin (IPA), kinetin a zeatin. Cytokininy 

jsou pouţívány v kultivačních médiích za účelem stimulace buněčného dělení (1). 

 

Gibereliny 



 V dnešní době je známo více neţ 100 různých molekul s giberelinovou 

strukturou, tedy derivátů základního giberelanového skeletu, a bylo zavedeno jejich 

číslování (5). 

Chemicky jde o cyklické diterpeny, jejichţ molekula má tzv. gibanovou 

strukturu. Označují se zkratkou GA s indexem 1 aţ n (4). 

  Dle struktury je můţeme rozdělit do dvou skupin: na gibereliny s 19 a 20 

atomy uhlíku (gibereliny C-19 a C-20), kde gibereliny C-19 mohou vznikat z derivátů 

C-20 vytvořením laktonového kruhu za odštěpení CO2.  

Jednotlivé gibereliny se pak liší navíc i počtem a polohou hydroxylových a 

karboxylových skupin. Různé gibereliny se uplatňují v různých růstových a 

vývojových stádiích různou aktivitou, která se liší i u různých rostlin.   

 Nejvyšší hladiny giberelinů nacházíme v místech aktivního růstu a nově se 

tvořících orgánů (5). 

 

 

 

Obecně lze základní fyziologické účinky giberelinů shrnout takto: 

 niţší koncentrace podporují rovnoměrný růst 

 vyšší koncentrace vyvolávají převahu prodluţovacího růstu nad 

tloustnoucím 

 ovlivňují květní indukce a dormance, indukce klíčení semen 

 brzdí tvorbu adventivních kořenů 

 podporují tvorbu IAA (6). 

 Do kultivačních médií jsou obvykle dodávány gibereliny GA3 a GA7. GA3 se 

většinou přidává do média za účelem stimulace růstu buněčných kultur při nízké 

hustotě suspenze, ke stimulaci růstu kalusu a ke stimulaci růstu zakrslých rostlin (1). 

 V tkáňových kulturách gibereliny inhibují organogenezi působením na 

prodlouţení dělivé schopnosti meristematických buněk (6). 

 

Kyselina abscisová 

 Předchozí fytohormony měly účinky spíše stimulační, oproti tomu kyselina 

abscisová má účinky na růstové a vývojové procesy inhibiční. 



 Kyselina abscisová (ABA) je seskviterpen s 15 uhlíkovými atomy a cyklickou 

částí v molekule. Vyskytovat se můţe v několika isomerech, přičemţ fyziologicky 

aktivní je výhradně její (+)-S-isomer. Většina chemických změn v molekule vede 

k oslabení aţ vymyzení aktivity. Výjimkou jsou její epoxysloučeniny s vysokou 

aktivitou, coţ je např. xantoxin, přímý prekurzor kyseliny abscisové. 

 Nejvíce kyseliny abscisové se tvoří v dormantních orgánech (pupenech, 

semenech, hlízách). Nalézáme ji ale i v mladých, rychle rostoucích pletivech (listech). 

Její tvorba se zvyšuje za krátkého dne a nedostatku vláhy. Dále je tvořena 

v kořenových špičkách, ale v menších mnoţstvích i v mnoha dalších orgánech (5). 

  

 

Působení kyseliny abscisové se projevuje: 

 tvorbou oddělovací vrstvy mezi řapíkem a stonkem, coţ vede 

k opadávání listů a řapíků (v těchto účincích se jeví jako antagonista 

IAA) 

 inhibicí klíčení, vzrostný vrchol se mění v zimní pupeny 

 urychlením stárnutí buněk 

 inhibicí kvetení dlouhodenních rostlin 

 podporou tvorby hlíz brambor 

 brzděním dělení a růstu buněk a anabolických procesů (6). 

 

Ethylen 

 Ethylen vzniká ve vyšších rostlinách a ve většině rostlin niţších 

z aminokyseliny L-methioninu. Jedná se o jediný dosud známý plynný hormon a jeho 

koncentrace v buňce je velice nízká, daná rozpustností v cytoplasmě. Většina 

ethylenu difunduje do mezibuněčných prostorů a dále průduchy do atmosféry. 

V cytoplasmě byla nalezena specifická vazebná místa pro ethylen a předpokládá se, 

ţe biologický účinek je zprostředkován vazbou na tyto bílkoviny. 

 Ethylen inhibuje prodluţovací růst a stimuluje růst radiální. Mezi nejvýraznější 

účinky ethylenu patří stimulace dozrávání plodů. Podobně jako zrání stimuluje 

ethylen stárnutí a opad listů, květů a plodů (5). 

 IAA stimuluje jeho tvorbu, naopak ethylen brzdí syntézu IAA (6). 



 Zvýšení tvorby etylenu je jednou z prvních reakcí na působení stresorů, tedy 

např. nedostatek či naopak nadbytek vody, anaerobiosa, teplotní výkyvy, zasolení, 

poranění, napadení patogeny i toxické látky. Pod vlivem zvýšené tvorby ethylenu 

stoupá tvorba některých fytoalexinů (obranných látek rostlin), zvyšuje se aktivita 

některých enzymů účastnících se obranných reakcí rostlin a vzrůstá odolnost 

některých pletiv k působení rozkladných enzymů (5). 

 

3.2.2   Ostatní růstové regulátory 

 Mimo pět popsaných skupin fytohormonů obsahují rostliny další skupiny látek 

s růstově regulačním účinkem. Tyto látky nejsou řazeny mezi fytohormony jako 

takové vzhledem k drobným odlišnostem. Např. se vyskytují v koncentracích vyšších 

neţ hormonálních, univerzalita jejich výskytu není dostatečně prokázána apod. 

 K těmto látkám patří brassinosteroidy, kyselina jasmonová, polyaminy, 

oligosachariny a některé typy fenolických látek (5). 

 

Brassinosteroidy 

 Jedná se o skupinu více neţ 30 fyziologicky aktivních steroidů přítomných 

v různých orgánech mnoha druhů rostlin. Jen v kořenech nebyly zjištěny. 

Nejrozšířenější jsou brassinolid, castasteron a typhasteron. 

 Brassinosteroidy i při velmi nízkých koncentracích významně stimulují dlouţivý 

růst a zvyšují odolnost rostlin proti suchu a nízké teplotě (4). 

 Brassinosteroidy jsou aktivní pouze na světle a výrazně interagují s IAA. 

Předpokládá se, ţe mění citlivost pletiv k auxinu. Jsou-li aplikovány první, působí 

synergicky s IAA, jsou-li aplikovány následně působí spíše inhibičně (5). 

 

Jasmonáty 

 Pojmem jasmonáty označujeme kyselinu jasmonovou a její methylester. Jsou 

obsaţeny v různých orgánech různých druhů rostlin a jejich koncentrace se zvyšuje 

působením vnějších vlivů jako je poranění, mechanický tlak, rostlinné patogeny a 

osmotický stres. 

 Kyselina jasmonová podobně jako kyselina abscisová inhibuje některé růstové 

procesy a je důleţitou signální látkou chránící rostlinu před útokem patogena (4). 



 Nejvýznamnější úlohou kyseliny jasmonové je zřejmě její funkce jako signálu 

při reakci na dotyk (u rostlin s úponky), na patogeny nebo jejich elicitory (účinné 

látky) a na poranění (5). 

 

Polyaminy 

 Jsou to jednoduché organické látky obsahující ve své molekule několik 

aminoskupin. Nejčastěji se v rostlinách vyskytují putrescin, spermin a spermidin. 

Pravděpodobně se účastní buněčného cyklu. V buněčných a tkáňových kulturách 

stimulují somatickou embryogenezi (4). 

 

Oligosachariny 

 Oligosachariny jsou oligosacharidy uvolněné z buněčných stěn rostliny nebo 

patogenní houby působením hydrolytických enzymů. Všechny tyto oligosacharidy 

působí jako elicitory vyvolávající obrannou reakci napadené rostliny. Působí také jako 

inhibitory dlouţivého růstu (4). 

 

Fenolické regulátory 

 Některé fenolické látky působí jako inhibitory dlouţivého růstu. Jsou to 

zejména deriváty kyseliny skořicové (kyseliny p-kumarová, ferulová, kávová), 

deriváty kyseliny benzoové a některé flavonoidy (4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3   Fyziologie stresu (5) 

 Jako stresové faktory neboli stresory označujeme nepříznivé vlivy vnějšího 

prostředí závaţně ohroţující rostlinu. Termín stres je obvykle pouţíván pro souhrnné 

označení stavu, ve kterém se rostlina nachází pod vlivem stresorů. Výzkum vztahů 

mezi vnějším prostředím a stresem v rostlinách většinou začíná studiem přenosu 

podnětů vyvolávajících stres na rozhraní orgánů rostliny s vnějším prostředím a dále 

pak přenosem signálů uvnitř rostliny. 

 

3.3.1  Stresové faktory a stresová reakce (5) 

 Přehled nejdůleţitějších stresových faktorů, se kterými se rostliny v přírodě 

setkávají: 

 

Abiotické faktory 

 fyzikální 

o mechanické účinky větru 

o nadměrné záření (UV, viditelné) 

o extrémní teploty (horko, chlad, mráz) 

 chemické 

o nedostatek vody (sucho) 

o nedostatek kyslíku (hypoxie, anoxie) 

o nedostatek ţivin v půdě 

o nadbytek iontů solí a vodíku v půdě 



o toxické kovy a organické látky v půdě 

o toxické plyny ze vzduchu 

 

 

Biotické faktory 

 herbivorní ţivočichové (spásání, poranění) 

 patogenní mikroorganismy (viry, mikrobi, houby) 

 vzájemné ovlivňování (alelopatie, parazitismus) 

 

Reakce na stres mohou být pasivní, ty mají dlouhodobý charakter a jsou 

zprostředkovány v důsledku různě vyvinutých ochranných struktur, jako např. tlustá 

kutikula na listech, výrazná impregnace buněčných stěn, rezervoáry vody a snadno 

rozloţitelných organických látek tlumící jejich nedostatek. Jedná se vlastně o 

schopnost vyhnout se stresu, ke které přispívají i vhodně načasované ţivotní cykly. 

Z fyziologického hlediska jsou však zajímavější mechanismy aktivní odolnosti 

omezující negativní dopad stresorů aţ po jejich proniknutí k plasmatické membráně 

buněk a do symlastu.  V takovém případě dochází ke spuštění řetězce změn, který 

bývá označován jako stresová reakce. S určitým zjednodušením lze i u rostlin 

aplikovat klasické schéma průběhu stresové reakce známé z humánní fyziologie. 

 

Poplachová fáze 

 Začíná bezprostředně po začátku působení stresového faktoru, kdy dochází 

k narušení buněčných struktur a funkcí. 

 

Restituční fáze 

 Pokud intenzita stresoru nepřesáhne letální hranici, dojde k mobilizaci 

kompenzačních mechanismů. 

 

Fáze rezistence 

 Odolnost rostliny dosahuje maxima, ne vţdy má toto navýšení trvalý charakter. 

 

Fáze vyčerpání 



 Při dlouhodobém a intenzivním působení stresového faktoru dochází 

k poklesu aţ absolutnímu útlumu.  

  

 

 

Obr.2. Idealizovaný průběh stresové reakce (podle Larchera 1995) (5) 

 

Ve schématu průběhu stresové reakce však není naznačena rozmanitost 

vlastního působení stresorů ani koordinace sloţitého komplexu obranných reakcí 

rostliny.  

Je třeba zdůraznit, ţe průběh stresové reakce a její konečný výsledek závisí 

jak na intenzitě a délce působení stresového faktoru na danou rostlinu, tak i na 

geneticky vázaných předpokladech odpovědi, souhrnně označovaných jako 

adaptační schopnosti. Přechodné zvýšení odolnosti získané pod vlivem stresoru a 

nazývané jako aklimace můţe být zaloţeno na změnách rychle pomíjivých (jako je 

tvorba specifických metabolitů) i na změnách trvalejších (dochází ke změnám 

v tvorbě nových orgánů a v jejich vnitřní struktuře).  

Všechny tyto obranné procesy v rostlině jsou spojeny s vysokými 

energetickými náklady na rostlinu (především syntéza specifických metabolitů) a tedy 

i se sníţením rychlosti získávání biomasy. 

 

 

 

 



 

 

 

 

3.3.2.  Mechanismy stresových reakcí (5) 

 U rostlin nemůţeme hovořit o jediné obecné stresové reakci. Existují však dílčí 

komplexy společných reakcí, které vedou ke zvýšení odolnosti vůči několika stresům 

současně. K nejčastějším společným změnám, které vedou ke zvýšení odolnosti 

patří: 

 tvorba stresových proteinů 

 tvorba a odstraňování aktivních forem kyslíku 

 tvorba stresových fytohormonů (kyseliny abscisové, ethylenu, kyseliny 

jasmonové, methyljasmonátu a polyaminů) 

 tvorba osmoregulačních sloučenin (cukrů, polyalkoholů a jednoduchých 

dusíkatých látek). 

 

Stresové proteiny 

 K velmi dramatickým změnám v kvantitativním i kvalitativním zastoupení 

proteinů v buňkách dochází jiţ během několika desítek minut pod vlivem kteréhokoliv 

ze stresových faktorů. Tvorba některých proteinů prudce stoupá, u jiných se téměř 

nebo zcela zastavuje. Poměrně v hojné míře jsou syntetizovány i proteiny, které jsou 

za běţných okolností v buňce nezjistitelné. 

 Z několika desítek proteinů, jejichţ syntéza se působením stresoru zvyšuje 

(stresové proteiny), se jen jistá část vyskytuje při působení různých typů stresorů (je 

indukována nespecificky). Většinu z nich můţeme zařadit do některé z těchto tří 

funkčních skupin: 

 molekulární chaperony 

 proteázy 

 ubikvitin. 

Jejich intenzivní tvorba souvisí se vzrůstem počtu poškozených proteinů 

v různých buněčných strukturách. Chaperony řídí nejen změny konformace proteinu 

při transportech přes membrány, ale jsou schopny i upravit jejich konformaci při 



mírném poškození. Pokud dojde ke změnám velkým a nenapravitelným, je takový 

protein „označen“ molekulou ubikvitinu a následně rozloţen pomocí proteas na 

aminokyseliny. Ty jsou pak vyuţívány k syntéze nových proteinů. 

Funkce mnoha proteinů, jejichţ syntéza je indukována jen některými typy 

stresorů (specificky), není ještě dostatečně prozkoumána. 

Mezi nejdůleţitější stresové proteiny pak můţeme zařadit: 

 proteiny indukované zvýšenou teplotou (heat shock proteins, HSP) 

 proteiny indukované chladem (cold-induced proteins) 

 proteiny indukované dehydratací (dehydration-induced proteins) 

 proteiny indukované sníţenou koncentrací kyslíku (anaerobic stress 

proteins, ASP) 

 proteiny indukované patoogeny (pathogenesis-related proteins, PRP). 

 

Aktivní formy kyslíku 

 Běţný molekulární kyslík v atmosféře je poměrně málo reaktivní, ovšem 

některými procesy v rostlinách můţe být přeměněn na mnohem aktivnější formy 

(singletový kyslík a superoxidový anion, O2
-) nebo silně oxidativní sloučeniny 

(hydroxylový radikál OH., peroxid vodíku H2O2). Někdy je pouţíváno i označení 

„volné radikály“, vyjádření o aktivních formách kyslíku je však přesnější. 

 

 

  

Obr. 3. Tvorba aktivních forem kyslíku v různých buněčných kompatmentech (28) 



 

Jejich úloha v rostlinách je značně rozmanitá a poněkud rozporná. Jednak 

vznikají jako nebezpečné produkty při působení řady stresových faktorů a rostliny 

musí mít účinné systémy na jejich deaktivaci. Na straně druhé mohou mít kladnou 

úlohu jako signály nebo ochranné látky při některých typech stresů a je tudíţ ţádoucí 

udrţovat jejich koncentraci na určité úrovni.  

 Jejich vznik probíhá několika způsoby. V buňkách se soustřeďuje velké 

mnoţství energie v chloroplastech při absorpci záření asimilačními pigmenty a 

současně je v nich (za světla) zvýšená koncentrace kyslíku z rozkládající se vody ve 

fotosystému II. K fotoredukci kyslíku můţe docházet především ve fotosystému I 

(Mehlerova reakce). Primárním produktem při Mehlerově reakci je superoxid, z něhoţ 

se mohou dále tvořit nebezpečnější hydroxylové radikály a peroxid vodíku. Při 

sníţení rychlosti sekundárních procesů fotosyntézy (fixace oxidu uhličitého) vlivem 

nejrůznějších stresových faktorů (např. vlivem chladu, nedostatku vody apod.) se 

zvyšuje tvorba aktivních forem kyslíku v chloroplastu a tudíţ stoupá i riziko váţného 

poškození tylakoidů. 

 Fotoredukce kyslíku spojená s tvorbou superoxidu je moţná i ve 

fotosystému II. Zde se ovšem uvaţuje o moţné pozitivní funkci, a sice jako o jedné 

z cest disipace excitační energie chránící fotosystém II před fotoinhibičním 

poškozením. 

 Za vysoké ozářenosti můţe v chloroplastu docházet k tvorbě singletového 

kyslíku přenosem excitační energie z chlorofylu na kyslík v základním stavu. 

 V mitochondriích můţe docházet k tvorbě superoxidu a následně i peroxidu 

vodíku autooxidací ubichinonu, zejména je-li transport elektronů běţnými cestami 

z ubichinonu na oxidasové systémy z nějakého důvodu zpomalen. Tvorba 

superoxidu  byla prokázána i na jiných membránách (peroxisomů, mikrosomů, na 

plasmatické membráně a tonoplastu), kde jako redukční činidlo slouţí NAD(P)H ve 

spojení s příslušnou NAD(P)H-oxidasou. 

 Negativní působení aktivních forem kyslíku spočívá především v peroxidaci 

lipidů (nejnáchylnější jsou membránové lipidy s vysokým podílem nenasycených 

mastných kyselin). Poškozeny mohou být i některé aminokyseliny, proteiny a 

nukleové kyseliny. 

  

 



Mechanismy ochrany před poškozením můţeme rozdělit na: 

 systémy přímé deaktivace – karotenoidy, α-tokoferol 

 specializované enzymy – superoxiddismutasa (v rostlinách se nacházejí 

tři typy: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD a Fe-SOD) 

 protistresová úloha aktivních forem kyslíku (např. při obranné reakci při 

napadení patogenem). 

 

Tvorba stresových fytohormonů 

 O fytohormonech a jejich účincích v rostlině bylo blíţe pojednáno v kap. 3.2.1. 

 

3.3.3  Elicitace  

 Elicitace je proces zaloţený na signálem (elicitorem) indukované expresi genů 

(7).  

Elicitací vyvolaný stres aktivuje v rostlině nebo tkáňové kultuře obranné 

mechanismy, které vedou mimo jiné ke změně transkripce genů kódujících enzymy 

ovlivňující biosyntézu sekundárních metabolitů (8). 

 Elicitory obvykle neovlivňují genovou aktivitu přímo, ale zprostředkovaně 

pomocí přenašečů signálu (7). 

 Jelikoţ aţ na výjimky je typickým problémem kultivace rostlinných explantátů 

v kultuře in vitro nízká produkce sekundárních metabolitů, je elicitace jednou z metod 

vhodných k dosaţení zvýšení produkce přírodních látek v kulturách in vitro (9). 

Základním předpokladem úspěšné elicitace, která povede k poţadovanému 

zvýšení produkce sekundárních metabolitů, je tedy, mimo jiné, nalezení vhodného 

elicitoru, jeho koncentrace a optimální doby působení elicitoru na rostlinnou kulturu in 

vitro (10). 

 

3.3.4  Elicitory 

 Elicitor stojí na počátku všech obranných reakcí jako spouštěcí faktor. Jedná 

se o specifický metabolit uvolňovaný při kontaktu rostliny s patogenem (např. virus, 

bakterie, houba). Elicitory mohou být buď exogenní povahy - tj. některé metabolity 

vylučované patogeny (např. některé polysacharidy, specifické enzymy a peptidy) 

nebo to mohou být sloučeniny, které se uvolňují z narušovaných buněčných stěn 

obou organismů – endogenní elicitory. Mezi ty řadíme např. oligomery chitinu, 



oligoglukany a glykoproteiny uvolňované hydrolýzou buněčné stěny patogenních hub 

či oligogalakturonany uvolňované z buněčné stěny napadené rostlinné buňky. 

  

Elicitory můţeme rozdělit na: 

 Biotické  např. 

- celé ţivé nebo usmrcené mikroorganismy (viry, bakterie, 

kvasinky apod.) 

- části mikroorganismů 

- organické molekuly pocházející z mikroorganismů 

(oligomery chitinu, oligoglukonany, glykoproteiny, 

specifické enzymy) 

- organické molekuly pocházející z buněk napadené rostliny 

(oligogalakturonany) (5, 9, 10, 12, 13) 

 Abiotické  např. 

- soli těţkých kovů 

- sločeniny vanadu  

- vápenaté ionty 

- pesticidy, detergenty 

- fyzikální vlivy  

- změny pH (5, 7, 8, 11, 14). 

Výhoda abiotických elicitorů spočívá v lépe definované chemické struktuře, 

v moţnosti pouţití přesného mnoţství (hmotnosti nebo objemy) a jejich menší 

finanční nákladnosti (14). 

 

 

 

 

 

 

3.3.5. Biotické stresy 

3.3.5.1  Reakce na patogenní organismy  



 Na počátku všech obranných reakcí je podnět k jejich spuštění, tedy elicitor. 

Většina obranných reakcí je závislá na aktivaci vhodných genů. Tu ovlivňují elicitory 

nepřímo, prostřednictvím přenašečů signálu – druhých poslů  (second messengers). 

Přenos od aktivovaných receptorů elicitorů k DNA v jádře je moţný různými cestami. 

 Jednou z moţností je fosfoinositidový systém, při kterém jsou hydrolýzou lipidů 

plasmatické membrány generovány dvě signální sloučeniny (inositol-1, 4, 5-trifosfát a 

diacylglycerol). Ty za účasti vápníkových iontů aktivují proteinkinasy a posléze i 

expresi genů. 

 Dalším velmi častým a neobyčejně rychlým způsobem přenosu signálu a 

aktivace genové exprese je tvorba superoxidu a dalších aktivních forem kyslíku. 

Kromě přímého účinku na genovou expresi na ní mají navíc ještě nepřímý účinek 

prostřednictvím zvýšení tvorby kyseliny jasmonové a methyljasmonátu. Při napadení 

rostliny patogenem se také rychle zvyšuje tvorba ethylenu. 

 Na obranné reakci se poté kromě stresových proteinů podílí i chemicky 

jednodušší látky s výrazným antibiotickým účinkem. Některé mohou být v jistých 

druzích přítomny trvale, i kdyţ v menším mnoţství neţ při infekci. Ty označujeme 

jako fytoncidy či inhibitiny a spadají mezi ně sekundární metabolity jako jsou 

flavonoidy, terpenoidy, fenolické látky a alkaloidy. 

 Zvláštní skupinu specifických nízkomolekulárních obranných látek tvoří 

fytoalexiny, které se za normálních okolností v buňce nevyskytují, ale začnou se 

tvořit aţ po napadení patogenem. V současnosti je známo přes 300 fytoalexinů, které 

po chemické stránce patří mezi velice různorodé typy sloučenin. U systematicky 

příbuzných druhů rostlin se vyskytují podobné druhy fytoalexinů, např. u čeledi 

Fabaceae převaţují isoflavonoidy, u Solanaceae převáţně seskviterpeny, u Poaceae 

diterpeny, u Apiaceae furanokumariny nebo u Vitaceae stilbeny. Jedná se tedy o 

sekundární metabolity. Většina těchto látek má lipofilní povahu, coţ jim umoţňuje 

snadný průnik přes membránu patogena. Fytoalexiny mají velmi toxické účinky jiţ 

v koncentracích 10-6 aţ 10-5 mol/l hlavně na patogenní houby, o něco méně pak na 

bakterie (5). 

 Byl sledován vliv biotického elicitoru Pseudomonas aeruginosa ve formě 

homogenátu a vodní suspenze mrtvých buněk na produkci anthracenových derivátů 

tkáňovou kulturou Rheum palmatum L. různého stáří a původu. Potvrdil se nárůst 

tvorby anthracenových derivátů, nejvíce u osmileté kultury (1,027 %) po 6 hodinové 



elicitaci vodní suspenzí mrtvých buněk Pseudomonas aeruginosa (1,7 mg sušiny/1 

ml roztoku) (9).  

 V jiné studii byl sledován vliv homogenátu Candida utilis na produkci 

anthracenových derivátů kalusovou a suspenzní kulturou Rheum palmatum L. 

různého stáří a původu. Došlo ke zvýšení produkce v porovnání s kontrolou aţ o 228 

% (12). 

 

3.3.5.2  Alelopatie (5) 

 Kaţdá rostlina obsahuje velké mnoţství sekundárních metabolitů, z nichţ 

některé mohou působit inhibičně aţ toxicky na jiné rostliny vyskytující se v jejich 

těsné blízkosti. Pokud skutečně dojde k přenesení účinné látky a k ovlivnění 

sousední rostliny, hovoříme o alelopatii.  Mechanismus působení látek 

s potenciálním alelopatickým působením je dosud znám jen nedostatečně. 

K nejčastěji pozorovaným účinkům patří inhibice membránových funkcí, včetně 

příjmu iontů minerálních ţivin, inhibice dělivého i dlouţivého růstu buněk a inhibice 

klíčení. 

 

3.3.6.  Abiotické stresy 

 Plynné, kapalné i pevné sloţky prostředí, v němţ rostliny přirozeně rostou, 

jsou velmi rozmanitou směsí chemických sloučenin, z nichţ některé mohou mít 

výrazně inhibiční aţ toxické působení. 

 Z plynů je nejvíce nebezpečný ozón a oxid siřičitý, v půdě pak ionty těţkých 

kovů a aromatické organické látky. Činností člověka se do prostředí dostávají i 

xenobiotika ve formě umělých hnojiv, pesticidů, detergentů apod. 

 Oxid siřičitý vstupuje do listů především otevřenými průduchy a difuzí 

v intercelulárách se snadno šíří ke všem buňkám mezofilu. Po proniknutí buněčnou 

stěnou se mění na siřičitanové ionty a vstupuje do chloroplastů. Vysokou koncentrací 

siřičitanů je pak inhibován průběh sekundárních procesů fotosyntézy. Aklimační 

reakce spočívají ve zvýšení aktivity enzymů metabolismu síry a také zvýšení 

pufrovací kapacity buněk. 

 Ozón vzniká většinou fotolýzou oxidů dusíku (NO, NO2) a také některých 

uhlovodíků. Do listů vstupuje výhradně průduchy a jiţ v intercelulárách se velmi 

rychle rozkládá. Při rozkladu vzniká nejen molekulární kyslík, ale jako meziprodukty i 



vysoce reaktivní superoxid (O2
-) a hydroxylový radikál (OH.). Ozón indukuje tvorbu 

ethylenu, polyaminů a flavonoidů, které jsou součástí obranné reakce rostliny (5). 

 Po reálné dávce ozónu byl v primárních listech fazole (Phaseolus vulgaris L.) 

pozorován nárůst syntézy genů, jejichţ produkty jsou zahrnuty v biosyntéze 

fenylpropanových molekul, flavonoidních barviv a isoflavonoidních fytoalexinů. 

Z tohoto pohledu můţeme tedy nahlíţet na ozón jako na abiotický elicitor obranných 

reakcí rostlin (15). 

 Toxické kovy, zejména zinek, olovo a kadmium se běţně dostávají do půdy ve 

větších mnoţstvích usazováním prachu z průmyslových procesů, z výfukových plynů, 

z kontaminovaných odpadních vod a hnojiv. Odolné rostliny (např. některé trávy) se 

mohou chránit znesnadněním vstupu toxických iontů do cytosolu, a to vylučováním 

organických kyselin do rizosféry, sorpcí na pektinové látky v buněčných stěnách a 

konečně i větší selektivitou transportních proteinů v plasmatické membráně. 

K vnitrobuněčným detoxikačním mechanismům patří především tvorba stresových 

proteinů, zahrnující odolnější isoenzymy, ale také proteasy a ubikvitin pro urychlení 

rozkladu poškozených proteinů. Další velmi účinnou reakcí je tvorba specifických 

sloučenin (fytochelatinů) schopných inaktivovat těţké kovy vazbou do chelátových 

komplexů. Fytochelatiny jsou zvláštní peptidy podobné glutathionu. Vznikají spojením 

dvou aţ osmi molekul kyseliny γ-glutamové a cysteinu s jednou molekulou glycinu. 

Komplexně vázané toxické ionty jsou transportovány do vakuol, kde jsou následně 

inaktivovány vysokou koncentrací organických kyselin (5). 

        Byl sledován vliv abiotických elicitorů – CuSO4 a CdCl2 na produkci 

flavonoidů v kalusové kultuře Ononis arvensis L po 24, 48 a 168 hodinové aplikaci. 

Testované elicitory ovlivňovaly produkci flavonoidů v této kultuře výrazně. Po elicitaci 

CdCl2 byl zjištěn nárůst hladiny flavonoidů o 67 % oproti kontrole (14). 

 Ionty chromu byly pouţity jako elicitor v jiné studii. Sledován byl vliv chloridu 

chromitého na produkci flavonoidů v kalusové a suspenzní kultuře Ononis arvensis L. 

po 12, 24, 48, 72 a 168 hodinové aplikaci. Ke statisticky významnému zvýšení 

produkce flavonoidů došlo po působení všech tří pouţitých koncentrací CrCl3 a 

maxima dosáhlo po 12 hodinovém působení koncentrace c2 (6,32.10-6 mol/l) 

v suspenzní kultuře (19). 

 Z fyzikálních faktorů se můţe jako elicitor uplatňovat např. osmotický stres. Po 

10 hodinách působení osmotického stresu ve 25% roztoku polyethylenglykolu při 

25°C a ve tmě byl v semenáčku fazole mungo (Vigna radiata L.) zjištěn významný 



nárůst mnoţství ethylenu a aktivních forem kyslíku zahrnujícíh superoxidový radikál a 

peroxid vodíku. Vzhledem k tomu, ţe inhibitory tvorby ethylenu mohou toto mnoţství 

sníţit, avšak neovlivňují koncentraci aktivních forem kyslíku, zdá se, ţe tvorba 

ethylenu je mimo jiné indukována právě aktivními formami kyslíku. Předpokládá se, 

ţe v přímé spojitosti se zvýšenou tvorbou ethylenu je pouze superoxidový radikál. 

Exogenně dodaný peroxid totiţ syntézu ethylenu výrazně neovlivňuje (16). 

 Vliv efektu UVB záření (280-320 nm) byl testován na kalusové kultuře 

Camellia sinensis L.. Růst této kultury byl vlivem záření potlačen a byly zároveň 

sledovány určité změny v morfologických charakteristikách. Tyto podmínky podnítily 

tvorbu buněk s loţisky chlorofylu (ţlutý kalus prostoupený oblastmi zelených buněk) 

a modifikovanou schopností akumulovat fenolické sloučeniny, včetně flavanů 

typických pro Camellia sinensis L.. Na konci kultivačního cyklu (45. den) byl nárůst 

fenolických sloučenin téměř 1,5krát zvýšen oproti kontrole (20). 

 I studie prováděná na semenáčcích pšenice (Triticum aestivum L.) se 

zabývala vlivem UVB záření, navíc v kombinaci se suchem. Byly sledovány 

fyziologické a biochemické odpovědi po působení sucha, UVB a kombinovaného 

stresu. Působení těchto vlivů vyvolalo retardaci růstu o 25,5; 29,1 a 55,9%. Za jeden 

z důvodů retardace růstu je povaţováno oxidativní poškození indikované nárůstem 

koncentrace H2O2 a stupněm lipidové peroxidace.  

 Aktivity superoxiddismutasy, guaiacolperoxidasy a askorbátperoxidasy se 

navýšily po působení sucha, UVB i kombinaci obou, zatímco katalasová aktivita byla 

sníţena po působení kombinovaného stresu oproti kontrole. Kombinovaný stres tedy 

působil výraznější škody na semenáčcích pšenice neţ jednotlivé stresory. Přídavek 

0,2 mM nitroprussidu sodného jako donoru NO působení stresorů zmírnil, avšak 

navýšil obsah prolinu (21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4   Methylviologen 

Methylviologen neboli paraquat můţeme zařadit mezi bipyridylové herbicidy. 

Ty jsou vyuţívány jako kontaktní herbicidy a také jako vysušovadla polí, na nichţ 

jsou pěstovány produkty jako např. bavlna. Základní mechanismus působení 

oxidativního stresu bipyridylů je, ţe po jejich působení dochází k iniciaci cyklů oxidací 

a redukcí. Nejdříve podstoupí redukci jednoho elektronu díky NADPH k vytvoření 

volného radikálu, který předá svůj elektron molekulárnímu kyslíku za vzniku 

superoxidového radikálu. Do vyčerpání NADPH reagují superoxidové radikály za 

vzniku hydroxylových volných radikálů, coţ vede v konečné fázi ke smrti buňky. 

Hydroxylové volné radikály mají vysokou toxicitu a reagují s membránovými lipidy 

reakcí známou jako peroxidace lipidů. 



 

 

Obr. 4. Mechanismus herbicidního účinku methylviologenu(23) 

 

Po chemické stránce se jedná o strukturu para-substituované quartérní 

bipyridiniovou sloučeninu, konkrétně 1,1´-dimethyl-4,4´-bipyridinium (22,23). 

  

  

 Obr. 5. Chemická struktura methylviologenu (23) 

 Působením methylviologenu se zvyšuje v rostlinách či rostlinných kulturách 

mnoţství aktivních forem kyslíku. Můţe být tedy vyuţit jako abiotický elicitor ke 

sledování působení oxidačního stresu u rostlin.  

 Působení methylviologenu jako generátoru aktivních forem kyslíku 

(superoxidového radikálu, ne však peroxidu vodíku) bylo předmětem studie na 

kultuře Salvia miltiorrhizia. Byl sledován vztah mezi účinkem aktivních forem kyslíku 

a produkcí fytoalexinů. Vlivem methylviologenu byla (na rozdíl od peroxidu vodíku) 

inhibována tvorba biomasy a obsah fenolických kyselin se sníţil. Působení 

methylviologenu navíc spustilo produkci fytoalexinu cryptotanshinonu ve všech 

sledovaných kulturách (24). 

 Jako působku oxidačního stresu bylo methylviologenu vyuţito i ve studii na 

kultuře Solanum tuberosum L., k níţ se přidávaly nízké dávky steroidních glykosidů. 



Ty v tomto případě zvyšovaly aktivitu peroxidas a sniţovaly tak úroveň peroxidace 

lipidů (25). 

 Ke zhodnocení fyziologického potenciálu obranného systému vyšších rostlin 

proti peroxidaci lipidů způsobené stresory, kterým je rostlina vystavována, vytvořili 

Yoshimura a kol. (26) transgenní rostliny tabáku, které tvořily protein podobný 

glutathion-peroxidase v cytosolu a chloroplastech. Zvýšená odolnost transgenních 

rostlin proti peroxidaci membránových lipidů byla testována navozením oxidačního 

stresu pomocí methylviologenu. Potvrdili, ţe vysoký obsah glutathion-peroxidase 

podobného proteinu velmi dobře odstraňuje hydroperoxidy nenasycených mastných 

kyselin tvořených v buněčné membráně za stresových podmínek. Potvrdila se 

navýšená integrita membrány i zvýšená tolerance proti oxidačnímu stresu 

působenému nejen methylviologenem. 

 Polyaminy jsou známé jako účinné antioxidační sloučeniny v rostlinách. 

Slunečnicové listy vykázaly po působení methylviologenu úbytek mnoţství 

putrescinu, spermidinu a sperminu (mezi 33% aţ 80% oproti kontrole). Z markerů 

oxidačního stresu měřených po působení methylviologenu poklesly hladiny chlorofylu 

(30%) a glutathionu (49%) a obsah reaktivních substancí kyseliny thiobarbiturové 

(TBARS) se navýšil (60%). Aktivita superoxiddismutasy poklesla o 60% a 

lipoxygenázová aktivita se zvýšila o 25% proti kontrole. Dodáním exogenních 

polyaminů  před působením methylviologenu zvrátilo jeho toxicitu do různého stupně 

(dle daného polyaminu a testovaného parametru). Spermidin byl schopen inhibovat 

ztrátu chlorofylu, zatímco spermin takřka úplně zvrátil účinek methylviologenu na 

TBARS. Také aktivita superoxiddismutasy se blíţila hodnotám kontoly. Nejmenší 

antioxidační aktivitu vykázal putrescin. Tyto výsledky potvrdily úlohu polyaminů jako 

vychytávačů radikálů v antioxidační ochraně rostlin (27). 

 

3.5   Flavonoidní glykosidy 

Flavonoidní látky neboli flavonoidy jsou velice rozsáhlou skupinou rostlinných 

fenolů. V současné době je známo více neţ 4000 flavonoidních látek a stále se 

nacházejí další sloučeniny. Jsou to deriváty fenylchromanu, kde chroman arylovaný 

v poloze 2 (flavany), 3 (isoflavany) nebo 4 (neoflavany). Běţně bývají všechny tři 

kruhy substituovány hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami a jednotlivé deriváty 

se liší pouze stupněm substituce a oxidace. Rozeznáváme následující základní 



struktury flavonoidů : katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavononoly, flavony, 

flavonoly a anthokyanidiny.  

 

 
 Obr. 6. Chemická struktura flavonoidů (29) 

Přírodní flavonoidy se nejčastěji vyskytují ve formě O-glykosidů, obsahují tedy 

ve své molekule necukernou součást (aglykon) a cukernou sloţku. Volné aglykony se 

vyskytují pouze zřídka. V některých případech (při technologickém zpracování při 

vyšších teplotách a v kyselém prostředí) můţe docházet k hydrolýze glykosidů a 

vzrůstu koncentrace aglykonů.  

Flavonoly jsou nejhojnější skupinou flavonoidů zastoupených v ovoci a 

zelenině. Jejich nejběţnější zástupci jsou kvercetin a kemferol. 

Flavonoidy jsou významnou součástí antioxidačního systému. Zabraňují 

peroxidaci lipidů, likvidují volné kyslíkové radikály, mohou vázat a inaktivovat některé 

prooxidační kovové ionty (ţelezo, měď). Antioxidační aktivita flavonoidů je závislá na 

počtu a poloze hydroxylových skupin v molekule, vliv má i jejich glykosylace. 

Optimální radikálově likvidační vlastnosti byly nalezeny pro o-dihydroxy strukturu v 

kruhu B, 2,3 dvojnou vazbu a 4-oxo funkční skupinu v kruhu C a 3 a 5 -OH skupiny 

na kruzích A a C. Tuto strukturu mají právě flavonoly (30, 31).  



Terapeutické vyuţití flavonoidů je zaloţeno na jejich schopnosti normalizovat 

permeabilitu kapilár, odstraňovat jejich lomivost, působit antihemorrhagicky a 

antiedematózně (P-vitaminový účinek). Jsou inhibitory hyaluronidasy, brání šíření 

mikrobiálních toxinů tkáněmi, jsou proto podpůrnými prostředky při léčbě infekčních 

onemocnění. Některé mají diuretický, vasodilatační a antihypertonický účinek (31). 

Flavonoidy mají antioxidační charakter a mohou jako potrava deaktivovat 

reaktivní kyslíkaté a dusíkaté sloučeniny vytvářené v těle člověka a zabránit tak 

vzniku různých nemocí. Jejich vysoce antioxidační vlastnosti jsou v poslední době 

široce studovány zvláště ve vztahu ke kardiovaskulárním nemocem (32). Jako 

antioxidanty mají jedinečné vlastnosti způsobené i tím, ţe jsou umístěny v polární 

části fosfolipidové dvojvrstvy membrány. I kdyţ obecně deaktivují radikály slaběji neţ 

α-tokoferol, jejich polarita umoţňuje lokalizaci na membráně, kde tak mohou přímo 

deaktivovat radikály tvořené ve vodní fázi a zabraňovat peroxidaci lipidů. Antioxidační 

vlastnosti flavonoidů, obzvláště jejich působení na LDL, začaly být v nedávné době 

intenzivně studovány i pro jejich moţný ochranný vliv proti nemocem způsobeným 

peroxidací lipidů. Lipidová peroxidace je důleţitá in vivo hlavně proto, ţe přispívá 

např. k vývoji aterosklerózy (33). 

Vhodný způsob stravování a příjem potravin s vyšším obsahem flavonoidů by 

mohl pomoci při léčbě těchto chorob a předcházení jim. Tato cesta ke zvýšení příjmu 

antioxidantů je zřejmě vhodnější neţ podávání samotných antioxidačních preparátů 

jako vitamín C a E (30). 

 

3.6.   Ononis arvensis L. 

Popis 

 Vytrvalá, 30 aţ 80 cm vysoká bylina nebo polokeř. Lodyha je přímá, bohatě 

větvená, na bázi dřevnatá, s 1 aţ 2 řadami chlupů, v horní části téměř lysá nebo 

řídce ţláznatá. Spodní listy jsou 3četné, lístky zubaté, prostřední lístek s delším 

řapíčkem neţ řapíčky lístků postranních, horní listy jsou obvykle nedělené, všechny 

listy jsou ţláznatě chlupaté. Květy vyrůstají obvykle jednotlivě v paţdí listenů, jsou 

krátce stopkaté, 1 aţ 2,5 cm velké, růţové aţ fialově červené, velmi zřídka bílé, 

kalich je stopkatě ţláznatý. Lusky jsou 6 aţ 10 mm dlouhé a obsahují 1 aţ 3 semena. 

Kvete od července do začátku září (35). 

  



Výskyt 

 Západní, jihozápadní a střední Evropa, od Británie po západní Ukrajinu, od 

Balkánu a Itálie po jiţní Skandinávii, druhotně i v Severní Americe. U nás se objevuje 

roztroušeně aţ hojně především v teplejších oblastech, téměř schází v jiţních a 

západních Čechách. Roste na suchých loukách a křovinatých stráních od níţin do 

podhůří, objevuje se i na úhorech a kolem komunikací, vţdy na hlubokých a 

minerálně silných půdách (34). 

 

Droga 

 Lékopisnou drogou je celý nebo řezaný usušený kořen druhu Ononis 

spinosa L. 

Kořen je více nebo méně zploštělý, zkroucený, rozvětvený, hluboce 

zvrásněný, na povrchu hnědý, podélně svrasklý. Na příčném řezu je patrná úzká kůra 

a výrazné vějířovité dřevo. Lom je krátký, vláknitý (36, 37). 

ČSL 4 uvádí jako matečnou rostlinu drogy Radix ononidis jehlici rolní (Ononis 

arvensis L.) i jehlici trnitou (Ononis spinosa L.) (38). 

Obsahové látky 

 0,02-0,2% silice neznámého sloţení, podílející se na účinku drogy  

 Isoflavonový glygosid ononin (formononetin-7-β-D-glukosid), aglykon 

formononetin (7-hydroxy-4´-mthoxyisoflavon) má slabé estrogenní 

účinky 

 ononid – amorfní látka podobné struktury a vlastností jako glycyrrhizin 

 triterpen α-onocerin (onokol). 

 

 

Obr. 7. (31) 

 

Použití 



 Kořen vykazuje močopudný účinek. Tradičně se pouţívá při infekcích 

močových cest a ledvinových kaméncích. Nálevy slouţí k propláchnutí močových 

cest při zánětlivých stavech i jako předcházení tvorby kaménků. Doporučuje se 

při dně a revmatických potíţích. Vyţaduje podávání ve velkém objemu tekutiny. 

Nedoporučuje se při otocích vzniklých z nedostatečnosti srdce nebo ledvin.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

4.   EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

4.1   Rostlinný materiál 

 Byla pouţita tkáňová kultura odvozená z kořenové části klíční rostliny Ononis 

arvensis L. v 60. aţ 71. pasáţi. 

 

 

4.2   Přístroje a vybavení 

 Analytické váhy Sartorius A200S 

 Autokláv P S 20 A, Chirana 

 Box s laminárním prouděním Fatran LF  

 Horkovzdušný sterilizátor Chirana SVS9/1 

 Spekrofotometr CECIL 1000 SERIES 

 Třepačka UNIMAX 2010, Heidolph Instruments 

 Vodní lázeň, typ 1042, GFL 

 

 

4.3   Chemikálie 



 Aceton R 

 Destilovaná voda R 

 Ethylester kyseliny octové R 

 Chlorid hlinitý RSI 

 Kyselina chlorovodíková RS 

 Kyselina octová ledová R (5% V/V) v methanolu R 

 Methylviologendichlorid dihydrát 

 Roztok methenaminu R (5g/l) 

 Síran sodný bezvodý R 

 

 

 

 

4.4   Příprava živného média 

 Kultura byla kultivována na médiu dle Murashigeho a Skooga (MS) (40). Jako 

stimulátor růstu byl pouţit lihový roztok kyseliny α-naftyloctové (α-NAA) 10 mg/l.  

 

Sloţení Murashigeho a Skoogova média (v mg) 

      

CaCl2
.2H2O 440,0 

KNO3 1900,0 

NH4NO3 1650,0 

MgSO4
.7H2O 370,0 

KH2PO4
.H2O 170,0 

FeSO4
. 7H2O 27,84 

Na2EDTA 37,34 

MnSO4
.4H2O 22,30 

ZnSO4
.7H2O 11,50 

H3BO3 6,20 

KI 0,83 

CuSO4
.5H2O 0,025 

Na2MoO4
.2H2O 0.025 

CoCl2
.6H2O 0.025 



Myo-inositol 100,0 

Hydrolyzát kaseinu 1000,0 

Glycin 2,0 

Kyselina nikotinová 0,5 

Pyridoxin hydrochlorid 0,5 

Thiamin hydrochlorid 0,1 

Sacharosa 30 000,0 

       

Uvedené mnoţství vţdy odpovídá mnoţství potřebnému na přípravu 

1 l média.  

Jednotlivé sloţky byly odvaţovány na analytických vahách, látky pouţívané ve 

velmi malém mnoţství byly odměřeny ze zásobních roztoků odpipetováním. Všechny 

součásti byly rozpuštěny v destilované vodě v odměrné baňce na 1000 ml a baňka 

byla doplněna po rysku destilovanou vodou. Ţivné médium společně s růstovým 

regulátorem bylo rozplněno do vysterilizovaných Erlenmayerových baněk, do kaţdé 

30 ml.  

 

4.5   Kultivace tkáňových kultur 

 

4.5.1  Příprava kultivačních nádob a nástrojů 

 Pro kultivaci byly pouţity 100 ml Erlenmayerovy baňky předem umyté horkou 

vodou se saponátem, vypláchnuté pitnou a destilovanou vodou a vysušené 

v horkovzdušném sterilizátoru při 200 °C. 

 Do baněk byly vloţeny můstky z filtračního papíru a nalito ţivné médium, poté 

byla hrdla baněk překryta hliníkovou fólií a baňky se nechaly sterilizovat v autoklávu 

15 min při 121 °C a 100 kPA. 

 Před manipulací byly baňky a hliníkové fólie sterilizovány ajatinem. 

Pasáţování a odvozování kultur bylo prováděno v laminárním boxu předem vymytém 

roztokem ajatinu (1:10) a vyzářeném germicidní zářivkou. Pinzety byly před pouţitím 

očištěny a opláchnuty 96% ethanolem. V hliníkové fólii byly sterilizovány 

v horkovzdušném sterilizátoru 2 hodiny při teplotě 200 °C. 

 

4.5.2  Pasážování a kultivace 



 Pasáţování bylo prováděno v prostředí laminárního boxu. Inokulum (část 

kalusu z předchozí kultivace) bylo při kultivaci kalusové kultury přeneseno  na můstek 

z filtračního papíru. Suspenze byla připravena z části kalusu mechanickým 

rozdrobněním a byla přenesena přímo do média. Naočkované baňky se opět 

uzavřely hliníkovou fólií. Kultura rostla po dobu 30 dní při 25 °C při normálním 

světelném reţimu (16 hodin světlo, 8 hodin tma). Suspenzní kultura byla kultivována 

na třepačce (120 ot/min) za stejných světelných i teplotních podmínek. 

 

 

 

4.6   Příprava roztoků elicitoru 

 Jako elicitor byl pouţit roztok methylviologendichlorid dihydrátu, a to ve třech 

koncentracích 0,1 mg/100 ml, 1,0 mg/100 ml a 10mg/100 ml. 

 Koncentrace roztoku c1 byla připravena naváţením přesně 25,00 mg 

methylviologenu, toto mnoţství bylo kvantitativně převedeno do odměrné baňky o 

obsahu 250 ml a doplněno 96% ethanolem po rysku. 

 Odpipetováním 10ml do 100 ml odměrné baňky a doplněním 96% ethanolem 

po rysku byla připravena koncentrace c2, z níţ následně stejným postupem byla 

připravena i koncentrace c3. 

 Příprava roztoků elicitoru byla prováděna za aseptických podmínek 

v laminárním boxu vyzářeném germicidní UV lampou. Nástroje a sklo pouţité na 

přípravu byly předem vysterilizovány. 

 

Koncentrace roztoků methylviologenu 

 

 c1 = 10,0 mg/100 ml (2,1929 . 10-3 mol/l) 

 c2 = 1,0 mg/100 ml   (2,1929 . 10-4 mol/l) 

 c3 = 0,1 mg/100 ml   (2,1929 . 10-5 mol/l) 

 

 

4.7   Elicitace in vitro kultur 



 Elicitace kalusových kultur byla prováděna po 3-4 týdnech, elicitace 

suspenzních kultur po 2 týdnech od poslední pasáţe. K aplikaci roztoku elicitoru byly 

pouţity skleněné pipety předem vysterilizované v autoklávu 15 min při 120 °C. 

 Pro kaţdou koncentraci elicitoru a typ tkáňové kultury bylo pouţito vţdy 35 

baněk, které byly rozděleny do 6 skupin dle časů odebírání vzorků. Byl aplikován 

vţdy 1ml roztoku methylviologenu dané koncentrace ke kalusové nebo suspenzní 

kultuře. Kultury byly během působení elicitoru uchovávány za stejných podmínek 

jako při kultivaci. Vzorky byly odebírány po 6, 12, 48, 72 a 168 hodinách po aplikaci 

elicitoru.  

 Kalusy se po vyjmutí z baněk sušily na filtračním papíře při laboratorní teplotě. 

Suspenzní kultury byly zfiltrovány přes filtrační papír a poté usušeny jako kalusy. 

Usušené vzorky se nakonec upráškovaly v třecí misce a pouţily ke stanovení obsahu 

flavonoidů dle ČL 97. 

 Kontroly byly pořízeny z kalusové i suspenzní kultury bez přídavku elicitoru. 

Bylo sledováno i vylučování metabolitů do ţivného média. Vzorky média nebyly 

odebírány pravidelně. Odebrané médium bylo odpařeno a dále byl v odparku 

stanoven obsah flavonoidů dle ČL 97. 

 

4.8   Stanovení obsahu flavonoidů 

 Ke stanovení obsahu flavonoidů byla vyuţita metoda uvedená v ČL 97 (41). 

 

Základní roztok 

 Naváţka (g) upráškované kalusové nebo suspenzní kultury byla smíchána ve 

100 ml baňce s kulatým dnem s 1 ml methenaminu R (5g/l), 20 ml acetonu R a 2 ml 

kyseliny chlorovodíkové RS a vařena pod zpětným chladičem po dobu 10 minut. Po 

zchladnutí se roztok zfiltroval přes chomáček vaty. Droga i chomáček vaty se vařily 

ještě dvakrát s 20 ml acetonu R po dobu 10 minut. Po ochlazení se roztok zfiltroval 

přes vatu. Spojené acetonové výluhy se zfiltrovaly přes filtrační papír do 100 ml 

odměrné baňky a doplnily se acetonem R předem pouţitým k propláchnutí baňky a 

filtru. 20 ml tohoto roztoku se převedlo do dělící nálevky, přidalo se 20ml destilované 

vody R a protřepávalo se nejprve jednou 15 ml a pak třikrát 10 ml ethylesteru 

kyseliny octové R. Spojené ethylacetátové vrstvy se dvakrát protřepaly 50 ml 



destilované vody R a zfiltrovaly přes 10 g síranu sodného bezvodého R do odměrné 

baňky a doplnily ethylacetátem R do 50 ml. 

 

Zkoušený roztok 

 Roztok byl připraven smícháním 10,0 ml základního roztoku s 1 ml chloridu 

hlinitého RSI a doplněním roztokem 5% kyseliny octové ledové R (V/V) v methanolu 

R do 25 ml. 

 

 

 

Porovnávací roztok 

 Roztok byl připraven zředěním 10 ml základního roztoku roztokem 

5% kyseliny octové ledové R (V/V) v methanolu R na 25 ml. 

 Po 30 minutách byla měřena absorbance zkoušeného roztoku při maximu 425 

nm proti porovnávacímu roztoku. 

 Obsah flavonoidů v procentech se vypočítal dle vzorce: 

A. 1,25 
m 
 

A........ absorbance zkoušeného roztoku při 425 nm 
m....... naváţka drogy v gramech  
 

Byla provedena vţdy tři paralelní měření, z nichţ byl vypočítán aritmetický průměr. 

 

 

4.9   Stanovení ztráty sušením 

 Do tří předem vysušených váţenek se na analytických vahách odváţilo 

přesně 2,000 g vzorku a sušilo se 2h v sušárně při 100-105 °C. Vysušené vzorky 

byly uchovány v exsikátoru do vychladnutí, poté byly zváţeny na analytických 

vahách. Hmotnost sušiny byla vztaţena na hmotnost vzorku a vyjádřena 

v procentech (41). 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

4.10  Statistické zpracování výsledků 

 Směrodatná odchylka vyjadřuje, jak se hodnoty liší od průměrné (střední) 

hodnoty. 

Funkce směrodatné odchylky je dána vztahem: 

 
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s................... směrodatná odchylka 

x .................. hodnota sledované veličiny 

x ................. průměrná hodnota sledované veličiny 

n................... počet členů souboru (42) 

 

Pro zjištění statistické významnosti vlivu elicitoru na obsah flavonoidů byl 

pouţit t-test dvou průměrů. 

Pro testovací kritérium platí vztah: 

 

 

21

2121

2

22

2

11

21 2

nn

nnnn

snsn

xx
t









  

t.................... testovací kritérium  

x1.......................... aritmetický průměr kontrolního souboru 

x2.......................... aritmetický průměr pokusného souboru 

s1........................... směrodatná odchylka kontrolního souboru 

n1...........................počet členů kontrolního souboru 

n2...........................počet členů pokusného souboru 

 



 Testovacímu kritériu přísluší t-rozdělení se stupněm volnosti vypočteným dle 

vzorce: 

221  nnv
 

Vypočítaná hodnota testovacího kritéria se porovná s příslušnou kritickou 

hodnotou t(v)p pro vypočtený stupeň volnosti v  a zvolenou hladinu významnosti p. 

Jestliţe je hodnota t větší neţ hodnota t(v)p, je rozdíl statisticky významný na hladině 

významnosti p (43). 

 

Pro zjištění obsahu flavonoidů byla vţdy provedena tři paralelní měření. Z toho 

vyplývá, ţe počet členů souboru n1=n2= 3 a počet stupňů volnosti v= 4. 

Pro zvolenou hladinu významnosti p= 0,05 a čtyři stupně volnosti je kritická 

hodnota t(v)p= 2,78. 

Výsledky jsou tedy hodnoceny jako statisticky významné, je-li hodnota 

testovacího kritéria vyšší neţ kritická hodnota. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

5.   VÝSLEDKY 

 

Tab. 1. Obsah flavonoidů [%] v kalusové kultuře Ononis arvensis L. po 

elicitaci roztokem methylviologenu o různé koncentraci v závislosti na době 

odběru. 

 

 

   

Koncentrace 
elicitoru 
[mg/l] 

Hodina 
odběru 

Obsah 
flavonoidů 

[%] 
Směrodatná 

odchylka 

Hodnota 
testovacího 

kritéria 

c1 

6 0,000 0,000 0,000 

12 0,000 0,000 0,000 

24 0,005 0,002 0,282 

48 0,006 0,001 3,000 

72 0,011 0,002 1,265 

168 0,049 0,002 25,298 

k 0,009 0,001 - 

c2 

6 0,010 0,003 0,447 

12 0,015 0,001 6,000 

24 0,015 0,002 3,794 

48 0,014 0,001 5,000 

72 0,008 0,002 0,632 

168 0,012 0,002 1,900 

k 0,009 0,001 - 

c3 

6 0,001 0,004 2,744 

12 0,009 0,001 0,000 

24 0,011 0,002 1,265 

48 0,011 0,001 2,000 

72 0,009 0,003 0,000 

168 0,001 0,001 8,000 

k 0,009 0,001 - 

k..........kontrola 



 

 

 

 

 

 

 

Graf 1a. 
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Graf 1b.  
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          Tab. 2. Obsah flavonoidů [%] v suspenzní kultuře Ononis arvensis L. po 

elicitaci roztokem methylviologenu o různé koncentraci v závislosti na době 

odběru. 

 

 

 

Koncentrace 
elicitoru 
[mg/l] 

Hodina 
odběru 

Obsah 
flavonoidů 

[%] 
Směrodatná 

odchylka 

Hodnota 
testovacího 

kritéria 

c1 

6 0.015 0,002 11,384 

12 0,016 0,001 17,000 

24 0,012 0,003 9,391 

48 0,009 0,002 15,179 

72 0,006 0,001 27,000 

168 0,008 0,003 11,180 

k 0,033 0,001 - 

c2 

6 0,013 0,002 12,650 

12 0,004 0,003 12,970 

24 0,038 0,001 5,000 

48 0,022 0,003 4,919 

72 0,026 0,001 7,000 

168 0,024 0,002 5,692 

k 0,033 0,001 - 

c3 

6 0,019 0,002 8,854 

12 0,047 0,001 14,000 

24 0,020 0,001 13,000 

48 0,009 0,002 15,179 

72 0,012 0,003 9,391 

168 0,006 0,003 12,075 

k 0,033 0,001 - 

k..........kontrola 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Graf 2a.  
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Graf 2b.  
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6.   DISKUSE  

Charakteristickým problémem kultivace rostlinných explantátů v kulturách in 

vitro bývá nízká produkce sekundárních metabolitů. Elicitace je jednou z metod 

vhodných k ovlivnění produkce přírodních látek v kulturách in vitro (9). 

Základním předpokladem úspěšné elicitace, která povede k poţadovanému 

zvýšení produkce sekundárních látek, je tedy mimo jiné nalezení vhodného elicitoru, 

jeho koncentrace a optimální doby působení elicitoru na rostlinnou kulturu in vitro 

(10). 

Cílem této práce bylo zjistit, zda působení oxidačního stresu ovlivní tvorbu 

flavonoidů v kalusové a suspenzní kultuře Ononis arvensis L. 

K ovlivnění produkce flavonoidů byl pouţit jako elicitor methylviologen 

(paraquat). Působením methylviologenu se zvyšuje v rostlinách či rostlinných 

kulturách mnoţství aktivních forem kyslíku, coţ stimuluje obranné reakce rostliny a 

tím se zvyšuje tvorba sekundárních metabolitů. 

 Kalusová i suspenzní kultura byla kultivována na médiu dle Murashigeho a 

Skooga (40) s přídavkem roztoku kyseliny α-naftyloctové (α-NAA) 10 mg/l jako 

růstového regulátoru. Elicitor byl pouţit v koncentracích:  

 c1 = 10,0 mg/100 ml (2,1929 . 10-3 mol/l) 

 c2 = 1,0 mg/100 ml   (2,1929 . 10-4 mol/l) 

 c3 = 0,1 mg/100 ml   (2,1929 . 10-5 mol/l). 

Methylviologen byl přidáván ke kalusové i suspenzní kultuře v mnoţství 1 ml a 

kultury in vitro byly odebírány vţdy po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinách působení 

elicitoru. Obsah flavonoidů byl stanoven spektrofotometricky dle ČL 97. 

 

V kalusové kultuře Ononis arvensis L. došlo po aplikaci methylviologenu o 

koncentraci c1 ke statisticky významnému nárůstu produkce flavonoidů po 168 

hodinách působení. Obsah flavonoidů byl zvýšen na 0,049%, tedy o 444% oproti 



kontrole. Po 6, 12, 24, 48 a 72 hodinách elicitace se obsah flavonoidů zvýšil jen 

minimálně nebo se naopak sníţil (viz Tab. 1., Graf 1a.). 

Po aplikaci methylviologenu o koncentraci c2 byla produkce flavonoidů 

statisticky zvýšena po 12, 24 a 48 hodinách elicitace, přičemţ maxima bylo dosaţeno 

po 12, resp. po 24 hodinách, a to na 0,015%, tedy o 66% proti kontrole. V ostatních 

časech nebyly hodnoty statisticky významné (viz Tab. 1., Graf 1a.).  

Po aplikaci methylviologenu o koncentraci c3 ke statisticky významnému 

nárůstu nedošlo a produkce flavonoidů byla pouze mírně zvýšena po 24 a 48 

hodinách elicitace (viz Tab. 1., Graf 1a.). 

U kalusové kultury Ononis arvensis L. bylo tedy dosaţeno maximální 

produkce flavonoidů po elicitaci methylviologenem o koncentraci c1 po 168 hodinách 

elicitace a to o 444% proti kontrole (viz Graf 1b.). 

 

V suspenzní kultuře Ononis arvensis L. po aplikaci methylviologenu o 

koncentraci c1 nedošlo u ţádného vzorku ke statisticky významnému nárůstu 

produkce flavonoidů proti kontrole. Naopak u všech vzorků byla produkce statisticky 

významně sníţena. Po 72 hodinách elicitace aţ o 82% (viz Tab. 2., Graf 2a.). 

Po aplikaci methylviologenu o koncentraci c2 byl zaznamenán statisticky 

významný nárůst produkce po 24 hodinách elicitace a to pouze na 0,038%, tedy o 

15%. U ostatních vzorků byl zaznamenán statisticky významný pokles produkce. Po 

12 hodinách elicitace dokonce aţ o 88% (viz Tab. 2., Graf 2a.). 

Po aplikaci methylviologenu o koncentraci c3 došlo ke statisticky významnému 

nárůstu produkce flavonoidů po 12 hodinách elicitace. Bylo dosaţeno produkce ve 

výši 0,047%, jednalo se tedy o 42% nárůst proti kontrole (viz Tab. 2., Graf 2a.). 

Maximální produkce flavonoidů suspenzní kulturou Ononis arvensis L. bylo 

tedy dosaţeno 12 hodinovou elicitací methylviologenem o koncentraci c3, kdy nárůst 

produkce proti kontrole byl o 42% (viz Graf 2b.). 

 

Celkově tedy byla tvorba flavonoidů po elicitaci methylviologenem zvýšena 

více v  kultuře kalusové. Kultura vykazovala maximální obsah flavonoidů po 168 

hodinové elicitaci methylviologenem o koncentraci 10 mg/100 ml (2,1929 . 10-3 mol/l).  

Zatímco po aplikaci ClCr3 (19) bylo dosaţeno maximálního zvýšení tvorby flavonoidů 

v kalusové kultuře Ononis arvensis L. o 98% po 48 hodinové elicitaci,  produkce 

indukovaná methylviologenem byla zvýšena o 444% proti kontrole po 168 hodinách.  



Pro srovnání - vyšší nárůst produkce flavonoidů byl zaznamenán po elicitaci 

kyselinou jodoctovou, kdy u kalusové kultury došlo k maximálnímu zvýšení tvorby 

flavonoidů po 24 hodinách elicitace. Obsah flavonoidů byl zvýšen o 529 % oproti 

kontrole (44). Ještě vyšší nárůst tvorby flavonoidů pak byl zaznamenán po 48 

hodinové elicitaci 4-hydroxyanilidem kyseliny 6-chlor-5-terc.butylpyrazin-2-

karboxylové, kdy se produkce zvýšila o 976% oproti kontrole (45). 

Po elicitaci methylviologenem docházelo v kalusové kultuře spíše jen k velmi 

mírnému zvýšení obsahu flavonoidů nebo se obsah blíţil hodnotám kontrolního 

vzorku. V kultuře suspenzní byl ovšem zaznamenán spíše pokles tvorby flavonoidů, 

po 12 hodinové elicitaci methylviologenem o koncentraci c2 dokonce aţ o 88%. 

Při náhodném odběru vzorků média nebylo zaznamenáno vylučování 

flavonoidů do média. 

Methylviologen byl vyuţit jako generátor oxidativního stresu i ve studii na 

kultuře Salvia miltiorrhizia, v níţ byl sledován vztah mezi účinkem aktivních forem 

kyslíku a produkcí fytoalexinů. Působení methylviologenu na rozdíl od peroxidu 

vodíku spustilo produkci fytoalexinu cryptotanshinonu ve všech sledovaných 

kulturách (24). 

Také ve studii Ievinshe a kol. (46) byl pouţit methylviologen jako zdroj 

aktivních forem kyslíku. Methylviologen stimuloval aktivitu ACC oxidasy 

v borovicových jehlicích. ACC oxidasa je spojena se stimulací tvorby ethylenu 

oxidačním stresem. Zvýšená aktivace byla zaznamenána jiţ od koncentrace 2 μM, 

přičemţ maxima bylo dosaţeno při 10 μM. 

Vzhledem k tomu, ţe polyaminy jsou známé jako účinné antioxidační 

sloučeniny v rostlinách, byl zkoumán vliv methylviologenu na jejich mnoţství. 

Slunečnicové listy vykázaly po působení methylviologenu úbytek mnoţství 

putrescinu, spermidinu a sperminu (mezi 33% aţ 80% oproti kontrole). Z markerů 

oxidačního stresu měřených po působení methylviologenu poklesly hladiny chlorofylu 

(30%) a glutathionu (49%) a obsah reaktivních substancí kyseliny thiobarbiturové 

(TBARS) se navýšil (60%). Aktivita superoxiddismutasy poklesla o 60% proti kontrole 

a lipoxygenasová aktivita se zvýšila o 25%. Dodání exogenních polyaminů  před 

působením methylviologenu poklesy markerů oxidačního stresu zvrátilo. Tyto 

výsledky potvrdily úlohu polyaminů jako vychytávačů radikálů v antioxidační ochraně 

rostlin (27). 



Po aplikaci methylviologenu došlo i k významné up-regulaci ferritin2-genu 

v Conyza canadensis L., a to jak v rostlinách citlivých k methylviologenu, tak i 

k methylviologenu necitlivých. Tyto up-regulace jsou spojovány s obrannými 

reakcemi rostliny na působení methylviologenu (47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.  ZÁVĚR 



 Výsledky práce je moţné shrnout takto: 

 V kalusové kultuře byl zaznamenán statisticky významný nárůst tvorby 

flavonoidů oproti kontrole po aplikaci roztoku elicitoru o koncentaci c1 

po 168 hodinách, u koncentrace c2 po 12, 24 a 48 hodinách a u 

koncentrace c3 ke statisticky významnému nárůstu nedošlo. 

 V suspenzní kultuře nebyl zaznamenán statisticky významný nárůst 

tvorby flavonoidů oproti kontrole po aplikaci roztoku elicitoru o 

koncentaci c1, u koncentrace c2 nastal statisticky významný nárůst po 

24 hodinách a u koncentrace c3 po 12 hodinách.  

 Maximální zvýšení tvorby flavonoidů nastalo v kalusové kultuře při 

elicitaci roztokem methylviologenu o koncentraci c1 po 168 hodinách. 

Produkce flavonoidů byla zvýšena o 444% proti kontrole. 

 Maxima produkce flavonoidů suspenzní kulturou bylo dosaţeno 12 

hodinovou elicitací methylviologenem o koncentraci c3, kdy nárůst 

tvorby flavonoidů proti kontrole byl 42%. 

 Nejvyšší obsah flavonoidů tedy dosahovala kalusová kultura elicitovaná 

168 hodin methylviologenem o koncentraci c1, kde tvorba flavonoidů 

byla zvýšena o 444% proti kontrole. 

 Ke statisticky významnému sníţení tvorby flavonoidů došlo v kalusové 

kultuře po aplikaci methylviologenu v koncentraci c1 po 6 a 12 hodinách 

(o 100%) a v suspenzní kultuře po aplikaci koncentrace c2 po 12 

hodinách (o 88%). 
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