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1. uvoD

Jiz od davnych dob byla vyvijena snaha vyuzivat procesy probihajici ve volné
pfirodé v nejruznéjSich oblastech lidské cinnosti. Rozsah mozZnosti praktického
vyuziti latkové pfemény a jejich dil€ich déju a dalSich funkénich projeva organismd
byl amérny hloubce jejich poznani.

VysSi rostliny predstavuji pro lidstvo nejen zdroj potravin, dfeva, vilaknin a
oleju, ale poskytuji nejbohatsi vybér pfirodnich latek, z nichz mnohé jsou vyuzivany
v medicing, kosmetice a potravinarstvi. Odhaduje se, Ze zasi 30 000 znamych
prirodnich produktu je vice nez 80% rostlinného puvodu. Mnohé z téchto latek nelze
ziskat ekonomicky unosnou organickou syntézou a jejich vyroba pomoci genového
inZenyrstvi v mikrobnich systémech neni zatim feSitelna, protoze vznikaji
mnohostupriovymi syntézami. Jednou z moznosti, jak ziskat poZzadované rostlinné
latky, je i péstovani rostlinnych explantatovych kultur (17).

Biotechnologické metody péstovani rostlinnych bunék a ziskavani u€innych
latek zalozené na vyuziti kultur rostlinnych bunék, pletiv a organt odstranuji nékteré
nedostatky, s kterymi se setkavame pfi polnim péstovani. Tam muize byt vytéZzek
ovlivnén napf. Skudci, riznymi chorobami nebo vykyvy klimatickych podminek (18).

Vzhledem k tomu, Ze az na vyjimky je charakteristickym problémem kultivace
rostlinnych explantatl v kulturach in vitro nizka produkce sekundarnich metabolitl
témito kulturami, je jednou z metod, kterou je mozné dosahnout zvysSeni produkce
pfirodnich latek v kulturach in vitro, elicitace bunécnych kultur (9).

Elicitaci vyvolany stres aktivuje obranné reakce rostliny nebo rostlinného
explantatu, které vedou, mimo jiné, ke zméné transkripce genl koédujicich enzymy
ovliviujici biosyntézu sekundarnich metabolitt (8).

Elicitace rostlinnych kultur za ucCelem zvySené produkce sekundarnich
metabolitd je v souCasné dobé studovana, zejména pro svoji jednoduchost (19).
Navic se jedna o metodu ekonomicky vyhodnou, bez velkych narokl na prostory (18,
3). Pro urcitou elicitaci je vSak vzdy nutno nalézt vhodny elicitor, jeho vhodnou
koncentraci a optimalni dobu plsobeni (19).

2. CiL PRACE



Cilem prace bylo seznamit se s metodikou kultivace rostlinnych kultur in vitro a
zZjistit vliv oxidaéniho stresu na kalusovou a suspenzni kulturu Ononis arvensis L. a to
pusobenim methylviologenu. Na zakladé stanoveni obsahu flavonoidu v této kultufe

zZjistit, zda oxidacni stres ovlivhuje tvorbu téchto obsahovych latek.

3. TEORETICKA CAST

3.1 Explantatové kultury rostlin



Rostlinné tkanové kultury (explantaty) jsou z organismu sterilné vynata a na
umélé zivné padé rostouci izolovana pletiva s prakticky neomezenou zivotnosti (6).

Mulze se jednat o ruzné typy in vitro kultivovanych organu vynatych z rostlin,
jejich €asti, meristematickych pletiv, bunék, protoplastu a kalusu (3).

Explantatové kultury rostlin vznikaji aseptickou kultivaci izolovanych casti
rostlin v umélych podminkach. Skute€nost, ze jakakoli rostlinna burika je totipotentni,
nam umoziuje zménou podminek, v nichZ se dana specializovana bunka nachazi,
vyvolat dediferenciaci a neorganizovany rust. Teoreticky je tedy mozno odvodit a
kultivovat in vitro explantatovou kulturu z jakéhokoli pletiva obsahujiciho buriky
s funkénim jadrem. Kultivaci in vitro se rozumi kultivace ve sterilnich podminkach
fizeného prostfedi (tj. v definovaném kultivacnim médiu, pfi dané teploté, vihkosti a

kvalité a kvantité svétla) (1).

3.1.1 Rozdéleni explantatovych kultur rostlin (2)

Dle morfologické charakteristiky |ze rostlinné explantaty délit do 5 kategorii:

1) Kultury organové — organové systémy, organy nebo jejich ¢asti kultivované
in vitro zplsobem, ktery umoznuje jejich diferenciaci a téméf zachovava
jejich stavbu a funkci.

2) Kultury tkanové (resp. pletivové, kalusy) — mnohobunééné komplexy
pletiva, které jsou do rdzného stupné soudrzné a morfologicky
dezorganizované, pomnozované na polotuhych ¢i pevnych nosicich
nasycenych zivnym mediem nebo vyjimecné v médiu tekutém.

3) Kultury suspenzni — volné buiky a bunécné shluky spolecné
pomnozované, suspendované v tekuté zivné pUdé, promichavané a
provzdusnovane.

4) Kultury bunécné - volné jednotlivé buriky nebo jejich nejbliz§i potomstvo
pomnozované v tekuté €i polotuhé ptdé nebo na nosic¢i nasyceném pudou.

5) Kultury protoplastl - buriky zbavené bunécénych stén, bunécny obsah je

obalen jen pruznou elastickou plasmolemou .

3.1.2 Vyuziti explantatovych kultur (3)

Explantatové rostlinné kultury se uplatnuji pfedevsim jako:



3.1.3

Alternativni pfiprava produktd dosud ziskavanych zrostlin v polni
kultufe. Prednosti je vedeni procesu za fizenych podminek a tudiz i
kvalitativni  homogenita  produkti, které jsou navic prosté
kontaminujicich zarodkd, hmyzu a chemikalii pouzivanych k ochrané
kultur.

Explantatové kultury umoZzZiuji ziskavani produktd i 2z nesnadno
péstovatelnych rostlin.

Ziskavani novych latek v dusledku zmén metabolismu explantatovych
rostlinnych bunék. (Byly izolovany i latky, které nebyly nalezeny
v matecné rostling.)

Produkty biotransformaci, kdy z pomérné levnych a dostupnych
substratll I1ze ziskat farmaceuticky vyznamné latky, protoze pfislusné

enzymy se u mikroorganismud nevyskytuiji.

Vyhody tkanovych  kultur pro produkci

sekundarnich metabolita (1)

Tkanové kultury rostlin se mohou v produkci sekundarnich metabolitld uplatnit

na nékolika urovnich. Jednak je mozZno je vyuzit k pomnozeni rostlin vyznamnych

z hlediska produkce sekundarnich metabolitl nebo je mozné selektovat kultivary

s vysokou produkci. Dale po zjisténi, Zze i samotna tkanova kultura je schopna

produkce téchto latek, se vyuziva jako novy zdroj sekundarnich metabolit.

Vyhody oproti tradi¢nimu ziskavani sekundarnich metabolit:

Syntéza probiha fizené v umélém prostfedi nezavisle na klimatu a
pudnich podminkach.

Jsou vylouceny negativni biologické vlivy (mikroorganismy, hmyz), které
mohou meénit produkci sekundarnich metabolita.

Je mozno vyselektovat kultivar a vyS8Si produkci sekundarnich
metabolitu.

Automatizaci fizeni bunécéného rustu a regulaci metabolickych proces

muze klesat vyrobni cena a stoupat produkce.



3.1.4 Odvozeni explantatové kultury

Pfi odbéru vychoziho materialu je nutné znat pfesné puvod mate¢né rostliny.
Vychozi rostlina by méla byt zdrava a péstovana v optimalnich podminkach — nejlépe
sklenik nebo fytotron.

Uspé&snost odvozeni kultury je zavisla i na roénim obdobi, kdy je explantat
odebiran. Nejlepsi vysledky jsou dosahovany v aktivni fazi rastu rostliny. Teoreticky
je kodvozeni mozné pouzit jakoukoli ¢ast rostliny. Cilem je odvodit sterilni
primokulturu s co nejvétSim procentem uspésnosti.

K zajisténi sterility je nutno material urCeny k odbéru explantatu povrchové
dezinfikovat. Poté je explantat umistén do kultivaéni nadoby na povrch média (1). Na
Zivné pudeé je nasledné inkubovan v teplotnim rozmezi 23 az 28 °C (3).

Explantaty nékterych rostlin mohou nékolik dni po naoCkovani primokultury
zacit hnédnout nebo Cernat. Pokud k tomu dojde, hrozi zastaveni rlstu a odumfeni.
Mlada pletiva jsou v tomto ohledu vyhodnéjSi nez starSi. Tomuto hnédnuti je mozné
zabranit nékolika zpusoby:

1) odstranénim fenolickych sloucenin
2) zménou redoxniho potencialu
3) inaktivaci fenolas
4) redukci aktivity fenolaz nebo dostupnosti jejich substratu
V praxi se nejCastéji zabranuje hnédnuti odstranénim fenolickych latek

Zz média a zménou redoxniho potencialu média.

Nasleduje faze proliferace explantatové kultury, kdy je primokultura

opakované pasazovana na Cerstvé médium (1).

rostlina otkovani na kalus izolovany suspenzni
pevnou pidu Kalus kultura

Obr. 1. Odvozeni explantatové kultury z rostliny (3)



Po dostate€ném narustu kalusu je mozné kulturu opakované prenaset na

Cerstvé zivné pudy, popf. prevadét kalusovou formu do suspenzni kultury (3).

3.1.5. Kultivaéni média pro explantatové kultury (1)
KultivaCni médium je jednim z nejdulezitéjSich faktorl ovliviujicich rist a
morfogenezi v tkafiovych kulturach. Média pouzivana pro kultivaci obvykle obsahuji
makroelementy, mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny nebo dalSi zdroj
organického dusiku, sacharidy, dalSi nedefinované organické slozky, zpevnujici latku

a rustoveé regulatory.

Makroelementy
vapnik, hofcCik a siru.
Optimalni koncentrace jednotlivych prvk( pro dosazeni maximalni rdstové

rychlosti se liSi v zavislosti na rostlinném druhu.

Mikroelementy

Mikroelementy nezbytné pro rast tkafiové kultury jsou : Zelezo, mangan, zinek,
bor, méd a molybden.

Nékdy se do média pfidava i kobalt, jod, sodik a chlér, ale nemusi byt pro rust

kultury nezbytné.

Zdroj uhliku

Jako nejCastéjSi zdroj uhliku a zaroven energie je vyuzivana sacharosa. Ta je
v nékterych pfipadech nahraditelna glukosou nebo fruktosou.

Testovany byly i jiné sacharidy jako laktosa, galaktosa, rafinosa, maltosa Ci
Skrob, ovSem vétSinou mély mensi efektivitu nez sacharosa a glukosa.

Sacharidy jsou do média dodavany z davodu heterotrofni vyzivy explantatl a

to vzhledem k omezené moznosti explantatu vyzivovat se autotrofné.

Vitaminy



Vitaminy jsou pro rostlinu nezbytné jako katalyzatory fady metabolickych
procesu. Pro rostlinné kultury péstované in vitro mohou byt nékteré vitaminy
limitujicim faktorem rastu.

NejCastéji pouzivané vitaminy v zivnhych médiich jsou: thiamin, kyselina
nikotinova, pyridoxin a myo-inositol. Thiamin je souc€asti vétsiny kultivacnich médii a
je pro rast tkanovych kultur nepostradatelny. Kyselina nikotinova a pyridoxin jsou
také soucasti vétSiny médii, ale jejich vyznam neni tak zasadni pro rust jako u
thiaminu. Myo-inositol je sacharid, ktery nemusi byt nezbytny pro rlst explantatu, ale
muze tento rust stimulovat. Myo-inositol se také vyskytuje ve vétSiné zivnych médii.

Mimo to jsou nékdy pouzivany i dalSi vitaminy jako je biotin, kyselina listova,
kyselina askorbova, kyselina pantotenova, riboflavin a dalsi, jejichz pfitomnost vSak

neni vétSinou nezbytna.

Aminokyseliny a dalSi zdroje organického dusiku

Pfitomnost nékterych aminokyselin v zivném médiu muize stimulovat rist
explantatu. Aminokyseliny se dodavaji do média predevSim pfi kultivaci bunéCnych
suspenzi a protoplastl a mohou byt explantatem vyuzity bud’ jako pfimy zdroj dusiku
nebo k syntéze proteinu.

Dusik v organické formé se nejCastéji dodava ve smési aminokyselin
(napt. kasein hydrolyzat). Casto se pouziva také L-glutamin, L-asparagin, glycin a
adenin. Pokud jsou dodavany aminokyseliny samostatné, je nutno pamatovat na to,
Ze mohou ve vy$Sich koncentracich rust naopak inhibovat.

Nedefinované organické slozky médii

Rust explantatové kultury je Casto mozné stimulovat Fadou organickych
extraktt jako jsou napf. protein hydrolyzat, kokosové mléko, kvasniény extrakt,
sladovy extrakt, extrakt z banant, pomerancova ¢&i rajCatova Stava. Pouziti téchto
smeési je presto lepSi se vyhnout, pravé kvili pfresné nedefinovanému slozeni.

Nékdy se do médii dodava i aktivni uhli, kterému jsou v médiu pfipisovany ftfi
zakladni funkce - absorpce latek inhibujicich rust (dochazi ke stimulaci rustu),
absorpce rustovych regulatort (dochazi k inhibici rstu) a ztmavnuti média.

Latky pouzivané pro zpevnéni média



NejCastéji je pro pfipravu tuhych médii vyuzivan agar. Mimo né&j lze ke
zpevnéni vyuzit i agarosu, Phytagel a Gerlite.

V pripadech, kdy neni pouzito tuhé médium, je mozné explantaty fixovat na
mustcich zfiltraCniho papiru, polyuretanové péné, cediCové vaté (rockwool),

perforovaném celofanu apod.

Stimulatory rastu
Jsou to latky, které podnécuiji rostlinu, resp. tkafiovou kulturu k vétsi Zivotnosti.

Podrobnéji budou probrany v kapitole 3.2.

pH
Ve vSech pfipadech je nutno vénovat pozornost koncentraci vodikovych ionta.
Obycejné je doporucovano pH 5,5 az 6,0, nékdy 6,0 az 7,0. Danou hodnotu je mozno

upravit hydroxidem draselnym nebo kyselinou chlorovodikovou (1M).

3.2 Ruistové regulatory

Rustové regulatory rozdélujeme do dvou skupin — na rostlinné hormony
(fytohormony) a dalSi latky s regulaéni aktivitou (5).

Rustové regulatory pouzivané v kultivacnich médiich jsou v podstaté jen
fytohormony a to auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina abscisova. O charakteru
rastu kultury nerozhoduje jen koncentrace jednotlivych hormonu, ale €asto jejich

vzajemny pomeér (1).

3.2.1 Fytohormony

Jako fytohormony oznacujeme pét skupin endogennich rustovych regulatoru.
Jsou to auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a ethylen.
Na rozdil od zivocisnych hormond neni u rostlinnych tak zfejma koncentracni

zavislost a muze se pohybovat od stimulace az k inhibici ristové reakce. Navic jsou



o mnoho méné specifické a jeden fytohormon ovliviiuje Casto nékolik odliSnych
procest. OvSem studium mechanismu ucinku ukazalo, Ze tento mechanismus je
velmi blizky mechanismu pusobeni hormona zivociSnych.
Stejné jako u zivoCiSnych hormonu je vazba zprostfedkovana pfes receptor.
Ten muaze byt umistén bud na membrané, a signal je dale pfenasen prostfednictvim
systému druhych poslt, nebo hormon pronika do burky, kde se vaze na rozpustny
receptor v cytoplazmé a takto vznikly komplex pronika do jadra, kde vyvolava zménu
v expresi nékterych gena (5).
Fyziologicka ucinnost fytohormonu zavisi na koncentraci jejich aktivnich forem
a na citlivosti bunék. Koncentrace je regulovana syntézou a rozkladem nebo
chemickou obménou molekuly (napf. navazanim molekuly cukru). Citlivost bunék
vuci fytohormonu pak zavisi na:
e poctu molekul receptoru
e afinité receptoru k fytohormonu
e UuCinnosti pfenosu signalu z komplexu hormon-receptor

k cilovému mistu (4).

Auxiny

Auxin je nejdéle znamym rostlinnym hormonem, ackoli struktura této latky byla
stanovena az o nékolik let pozdéji, kdy byla identifikovana jako kyselina indolyl-
-3-octova (IAA). Tato kyselina byla dlouho jedinym znamym auxinem. Pozdéji diky
zavedeni citlivéjSich analytickych technik, byly v rostlinach nalezeny kyseliny
indolyl-3-maselna (IBA) a 4-chlor-IAA, které byly pfedtim povazovany za latky
syntetické. DalSim pfirozenym auxinem je kyselina fenyloctova (PAA). Ta se
nenachazi ve v8ech rostlinach, nejvice ji dosud bylo nalezeno v plodech ovocnych
stromda.

Pfi hledani latek s rlstovou aktivitou byla nalezena i fada syntetickych latek
nazyvanych jako syntetické auxiny. Spole€nym znakem u nich je aromaticky kruhovy
systém (s vyjimkou alkylthiokarbamat(), v jehoz postrannim Ffetézci je umisténa
karboxylova skupina (nebo skupina snadno pfeveditelna na karboxylovou). Lze je pro
prehlednost rozdélit do d&tyf skupin: naftalenové kyseliny (napf. a-naftyloctova



kyselina (a-NAA)), chlorfenoxy kyseliny (napf. kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
(2,4-D)), benzoové kyseliny (napf. 2,3,6 a 2,4,5-trichlorbenzoova kyselina) a derivaty
kyseliny pikolinové (napf. picloram) (5).
Mezi hlavni fyziologické ucinky auxind patfi stimulace prodluZovaciho rustu,
kromé toho:
e vyvolavaji nebo zesiluji mitotickou aktivitu pletiva
e podnécuji diferenciaci zdfevnatélych elementd cév
e podporuji tvorbu adventivnich, i postrannich kofenu a cibuli
e potlacuji raseni uzlabnich pupen
e brani opadavani listu a plodu
e ovliviuji viskozitu protoplasmy a stupiuji pfijem vody.
Auxiny maji téz na svédomi jev zvany apikalni dominance. Ten je dan
produkci auxinu vrcholovym pupenem a jeho Sifenim k niZze postavenym (uzlabnim)
pupenum. Projevuje se branénim v rlstové aktivité podfazenych pupend, zatimco

vrcholovy pupen je silné aktivni (6).

Mezi auxiny pouzivané v tkanovych kulturach rostlin patfi pfedevsim kyselina
indolyl-3-octova  (IAA), Kkyselina indolyl-3-maselna  (IBA), kyselina 2,4-
dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina a-naftyloctova (a-NAA). V kultivaénim médiu

jsou auxiny vyuzivany zejména za ucelem stimulace ristu kalusu a bunék (1).

Cytokininy

V souCasné dobé zname vice nez 30 pfirozenych cytokinind. Spolecnym
znakem je struktura vychazejici z adeninu substituovaného na aminoskupiné
v poloze 6. Tato konfigurace je podminkou biologické aktivity, pfiemz nejvySsi
aktivitu maji latky, které jako substituent v poloze N-6 maiji isoprenoidni Fetézec
s dvojnou vazbou.

Prvni identifikovany cytokinin byl kinetin, jako prvni pfirozeny (endogenni)
cytokinin byl pak nalezen zeatin. V kulturach in vitro byl nejCastéji pouzivan spolu
s kinetinem 6-benzyladenin (BA) neboli 6-benzylaminopurin (BAP). Tato latka byla
dlouhou dobu povazovana za syntetickou, oviem jiZz v roce 1972 byl popsan vyskyt

o-hydroxybenzyladeninu v listech topolu. Jelikoz ma tato latka jen velmi nizkou



cytokininovou aktivitu, nebyla tomuto zjisténi vénovana pfilisna pozornost. Dnes je
vSak znamo, Ze benzyladenin a jeho derivaty nesouci v poloze orto nebo meta
benzenového kruhu hydroxylovou skupinu (tedy o- a m-topoliny obecné nazyvané
aromatické cytokininy) se vyskytuji vrostlinach. Nejvy8Si hladiny cytokinind
nachazime v intenzivné se délicich pletivech (5).

Hlavni fyziologicky uc€inek cytokininl se projevuje za pfitomnosti IAA, kdy

VT

syntézou DNA. DalSi pusobeni:

v nizkych davkach urychluji kliceni dfevin
e podporuji prodluzovaci rast listl
e v kombinaci s IAA podporuji zakofefiovani a rast stonkovych Fizku
o stimuluji diferenciaci chloroplastt a syntézu chlorofylu
e stimuluji rist bo¢nich pupenl, maiji podil na fizeni apikalni dominance
e stimuluji kliceni semen (6).

Ve spojeni s auxiny maji zasadni vliv v regeneracnich procesech jak in vitro
tak in vivo, pficemZ rozhodujici vliv na to, jak bude regenerace probihat, ma
vzajemny koncentraCni pomér zastoupeni auxinl a cytokinin(. PFfi vyrovnaném
poméru dochazi k tvorbé nediferencovaného pletiva, tedy kalusu, pfevaha cytokininu
vyvolava tvorbu prytl a nadbytek auxind pak regeneraci kofenu.

Mezi dalSi vyznamné fyziologické u€inky muzeme zaradit i habituaci bunék
vuci cytokininGm. Jeho podstatou je pravdépodobné autoinduktivni pusobeni
cytokininu, tj. zvySeni syntézy endogennich cytokinint aplikaci cytokinini do média.
Po urcité dobé aplikace cytokinind do média tedy u nékterych kultur tento pozadavek
mizi a kultury jsou dale schopny rlst bez dodanych cytokinina.

Cytokininy dale vyrazné zpomaluji proces starnuti. V ohledu na apikalni
dominanci pasobi jako antagonisté auxinu, tedy stimuluji vétveni stonku (5).

Mezi cytokininy bézné pouZzivané v kultivaCnich médiich patfi prfedevSim
6-benzylaminopurin (BAP), 6-dimethylaminopurin (IPA), kinetin a zeatin. Cytokininy

jsou pouzivany v kultivacnich médiich za ucelem stimulace bunééného déleni (1).

Gibereliny



V dne$ni dobé je znamo vice nez 100 rlznych molekul s giberelinovou
strukturou, tedy derivatu zékladniho giberelanového skeletu, a bylo zavedeno jejich
Cislovani (5).

Chemicky jde o cyklické diterpeny, jejichz molekula ma tzv. gibanovou
strukturu. Oznacuji se zkratkou GA s indexem 1 az n (4).

Dle struktury je mizeme rozdélit do dvou skupin: na gibereliny s 19 a 20
atomy uhliku (gibereliny C-19 a C-20), kde gibereliny C-19 mohou vznikat z derivat(
C-20 vytvofenim laktonového kruhu za odstépeni CO..

Jednotlivé gibereliny se pak liSi navic i poCtem a polohou hydroxylovych a
karboxylovych skupin. RUzné gibereliny se uplatiuji v rdznych rastovych a
vyvojovych stadiich riznou aktivitou, ktera se liSi i u rdznych rostlin.

NejvysSi hladiny giberelini nachazime v mistech aktivniho ristu a nové se

tvoricich organu (5).

Obecné Ize zakladni fyziologické ucinky giberelint shrnout takto:
e niz8i koncentrace podporuji rovhomeérny rast
o vy38Si koncentrace vyvolavaji pfevahu prodluzovaciho rdstu nad
tloustnoucim
e ovliviiuji kvétni indukce a dormance, indukce kliceni semen
e brzdi tvorbu adventivnich kofenu
e podporuji tvorbu IAA (6).

Do kultivaénich médii jsou obvykle dodavany gibereliny GA; a GA7;. GAz se
vétSinou pfidava do média za ucelem stimulace rustu bunénych kultur pfi nizké
hustoté suspenze, ke stimulaci rlistu kalusu a ke stimulaci rlstu zakrslych rostlin (1).

V tkanovych kulturach gibereliny inhibuji organogenezi plsobenim na

prodlouzeni délivé schopnosti meristematickych bunék (6).

Kyselina abscisova
Predchozi fytohormony mély uc€inky spiSe stimulaéni, oproti tomu kyselina

abscisova ma ucinky na rustové a vyvojové procesy inhibicni.



Kyselina abscisova (ABA) je seskviterpen s 15 uhlikovymi atomy a cyklickou
¢asti v molekule. Vyskytovat se mize v nékolika isomerech, pfiCemz fyziologicky
aktivni je vyhradné jeji (+)-S-isomer. VétSina chemickych zmén v molekule vede
k oslabeni az vymyzeni aktivity. Vyjimkou jsou jeji epoxyslou€eniny s vysokou
aktivitou, coz je napf. xantoxin, pfimy prekurzor kyseliny abscisove.

Nejvice kyseliny abscisové se tvofi v dormantnich organech (pupenech,
semenech, hlizach). Nalézame ji ale i v mladych, rychle rostoucich pletivech (listech).
Jeji tvorba se zvySuje za kratkého dne a nedostatku vilahy. Dale je tvofena

v kofenovych $pi¢kach, ale v mensich mnozstvich i v mnoha dalSich organech (5).

PlUsobeni kyseliny abscisové se projevuje:

e tvorbou oddélovaci vrstvy mezi fapikem a stonkem, coz vede
k opadavani listd a fapik( (v téchto ucincich se jevi jako antagonista
IAA)

e inhibici kliceni, vzrostny vrchol se méni v zimni pupeny

e urychlenim starnuti bunék

¢ inhibici kveteni dlouhodennich rostlin

e podporou tvorby hliz brambor

e brzdénim déleni a rlstu bunék a anabolickych procesu (6).

Ethylen

Ethylen vznika ve vysSSich rostlinach a ve vétSiné rostlin nizSich
z aminokyseliny L-methioninu. Jedna se o jediny dosud znamy plynny hormon a jeho
koncentrace v bunce je velice nizka, dana rozpustnosti v cytoplasmé. VétSina
ethylenu difunduje do mezibunéénych prostorl a dale priduchy do atmosféry.
V cytoplasmé byla nalezena specificka vazebna mista pro ethylen a pfedpoklada se,
Ze biologicky ucinek je zprostfedkovan vazbou na tyto bilkoviny.

Ethylen inhibuje prodluzovaci rist a stimuluje rist radialni. Mezi nejvyrazné;si
ucinky ethylenu patfi stimulace dozravani plodd. Podobné jako zrani stimuluje
ethylen starnuti a opad listd, kvétd a plodu (5).

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



ZvySeni tvorby etylenu je jednou z prvnich reakci na pusobeni stresort, tedy
napf. nedostatek Ci naopak nadbytek vody, anaerobiosa, teplotni vykyvy, zasoleni,
poranéni, napadeni patogeny i toxické latky. Pod vlivem zvySené tvorby ethylenu
stoupa tvorba nékterych fytoalexinu (obrannych latek rostlin), zvySuje se aktivita
nékterych enzymud ucCastnicich se obrannych reakci rostlin a vzrusta odolnost

nékterych pletiv k puasobeni rozkladnych enzymu (5).

3.2.2 Ostatni rustové regulatory
Mimo pét popsanych skupin fytohormonu obsahuiji rostliny dalSi skupiny latek
s rlstové regulacnim ucCinkem. Tyto latky nejsou Fazeny mezi fytohormony jako
takové vzhledem k drobnym odliSnostem. Napf. se vyskytuji v koncentracich vysSich
nez hormonalnich, univerzalita jejich vyskytu neni dostatecné prokazana apod.
Ktémto latkam patfi brassinosteroidy, kyselina jasmonova, polyaminy,

oligosachariny a nékteré typy fenolickych latek (5).

Brassinosteroidy

Jedna se o skupinu vice nez 30 fyziologicky aktivnich steroidu pfitomnych
vriznych organech mnoha druht rostlin. Jen v kofenech nebyly zjistény.

Brassinosteroidy i pfi velmi nizkych koncentracich vyznamné stimuluji dlouzivy
rust a zvysSuji odolnost rostlin proti suchu a nizké teploté (4).

Brassinosteroidy jsou aktivni pouze na svétle a vyrazné interaguji s IAA.
Predpoklada se, ze méni citlivost pletiv k auxinu. Jsou-li aplikovany prvni, pusobi

synergicky s IAA, jsou-li aplikovany nasledné plsobi spiSe inhibicné (5).

Jasmonaty

Pojmem jasmonaty oznaCujeme kyselinu jasmonovou a jeji methylester. Jsou
obsazeny v riznych organech raznych druhd rostlin a jejich koncentrace se zvysuje
pusobenim vnéjsich vlivi jako je poranéni, mechanicky tlak, rostlinné patogeny a
osmoticky stres.

Kyselina jasmonova podobné jako kyselina abscisova inhibuje nékteré rastové

procesy a je dulezitou signalni latkou chranici rostlinu pfed Utokem patogena (4).



NejvyznamnéjSi ulohou kyseliny jasmonové je ziejmé jeji funkce jako signalu
pfi reakci na dotyk (u rostlin s uponky), na patogeny nebo jejich elicitory (ucinné

latky) a na poranéni (5).

Polyaminy

Jsou to jednoduché organické latky obsahujici ve své molekule nékolik
aminoskupin. NejCastéji se v rostlinach vyskytuji putrescin, spermin a spermidin.
Pravdépodobné se ucastni bunétného cyklu. V bunécnych a tkanovych kulturach

stimuluji somatickou embryogenezi (4).

Oligosachariny

Oligosachariny jsou oligosacharidy uvolnéné z buné&cnych stén rostliny nebo
patogenni houby pusobenim hydrolytickych enzymu. VSechny tyto oligosacharidy
pusobi jako elicitory vyvolavajici obrannou reakci napadené rostliny. PUsobi také jako

inhibitory dlouzivého rustu (4).

Fenolické regulatory
Nékteré fenolické latky puasobi jako inhibitory dlouzivého ristu. Jsou to
zejména derivaty kyseliny skoficové (kyseliny p-kumarova, ferulova, kavova),

derivaty kyseliny benzoové a nékteré flavonoidy (4).



3.3 Fyziologie stresu (5)

Jako stresové faktory neboli stresory oznaCujeme nepfiznivé vlivy vnéjsSiho
prostfedi zavazné ohroZzujici rostlinu. Termin stres je obvykle pouzivan pro souhrnné
oznaceni stavu, ve kterém se rostlina nachazi pod vlivem stresort. Vyzkum vztah(
mezi vnéjSim prostfedim a stresem v rostlinach vétSinou zacCina studiem pfenosu
podnétd vyvolavajicich stres na rozhrani organu rostliny s vnéjSim prostfedim a dale

pak pfenosem signalu uvnitf rostliny.

3.3.1 Stresové faktory a stresova reakce (5)

Vg wiwv s

setkavaji:

Abiotické faktory
o fyzikalni
o mechanické ucinky vétru
o nadmérné zafeni (UV, viditelné)
o extrémni teploty (horko, chlad, mraz)
e chemické
o nedostatek vody (sucho)
o nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
o nedostatek zivin v padé

o nadbytek iontd soli a vodiku v padé



o toxické kovy a organické latky v padé

o toxické plyny ze vzduchu

Biotické faktory
e herbivorni zZivoCichové (spasani, poranéni)
e patogenni mikroorganismy (viry, mikrobi, houby)

e vzajemné ovlivhovani (alelopatie, parazitismus)

Reakce na stres mohou byt pasivni, ty maji dlouhodoby charakter a jsou
zprostfedkovany v dusledku rtizné vyvinutych ochrannych struktur, jako napf. tlusta
kutikula na listech, vyrazna impregnace bunécnych stén, rezervoary vody a snadno
rozlozitelnych organickych latek tlumici jejich nedostatek. Jedna se vlastné o
schopnost vyhnout se stresu, ke které pfispivaji i vhodné naasované zivotni cykly.

Z fyziologického hlediska jsou vSak zajimavéjSi mechanismy aktivni odolnosti
omezujici negativni dopad stresorli az po jejich proniknuti k plasmatické membrané
bunék a do symlastu. V takovém pfipadé dochazi ke spusténi fetézce zmén, ktery
byva oznaCovan jako stresova reakce. S urCitym zjednoduSenim lIze i u rostlin

aplikovat klasické schéma prabéhu stresové reakce znamé z humanni fyziologie.

Poplachova faze
Zacina bezprostfedné po zacCatku pusobeni stresového faktoru, kdy dochazi

k naruSeni bunécnych struktur a funkci.
Restituéni faze
Pokud intenzita stresoru nepfesahne letalni hranici, dojde k mobilizaci

kompenzacénich mechanisma.

Faze rezistence

Odolnost rostliny dosahuje maxima, ne vzdy ma toto navySeni trvaly charakter.

Faze vyc€erpani



Pfi dlouhodobém a intenzivnim pUsobeni stresového faktoru dochazi

k poklesu az absolutnimu utlumu.

normalni
stav

odolnost

Obr.2. Idealizovany prubéh stresové reakce (podle Larchera 1995) (5)

Ve schématu pribéhu stresové reakce vSak neni naznaCena rozmanitost
vlastniho pusobeni stresort ani koordinace slozitého komplexu obrannych reakci
rostliny.

Je tfeba zduUraznit, Ze prubéh stresové reakce a jeji konecny vysledek zavisi
jak na intenzité a délce pusobeni stresového faktoru na danou rostlinu, tak i na
geneticky vazanych predpokladech odpovédi, souhrnné oznaCovanych jako
adaptaéni schopnosti. Pfechodné zvySeni odolnosti ziskané pod vlivem stresoru a
nazyvané jako aklimace muze byt zalozeno na zménach rychle pomijivych (jako je
tvorba specifickych metabolitll) i na zménach trvalejSich (dochazi ke zménam
v tvorbé novych organu a v jejich vnitini strukture).

VSechny tyto obranné procesy vrostliné jsou spojeny s vysokymi
energetickymi naklady na rostlinu (pfedevsim syntéza specifickych metabolitd) a tedy

i se snizenim rychlosti ziskavani biomasy.



3.3.2. Mechanismy stresovych reakci (5)

U rostlin nemdzeme hovofit o jediné obecné stresové reakci. Existuji vSak dilci
komplexy spole¢nych reakci, které vedou ke zvySeni odolnosti vuci nékolika stresiim
soucCasné. K nejCastéjSim spoleCnym zmeénam, které vedou ke zvySeni odolnosti
patfi:

e tvorba stresovych protein(

e tvorba a odstranovani aktivnich forem kysliku

e tvorba stresovych fytohormonu (kyseliny abscisové, ethylenu, kyseliny
jasmonoveé, methyljasmonatu a polyaminu)

e tvorba osmoregulacnich sloucenin (cukru, polyalkoholl a jednoduchych
dusikatych latek).

Stresové proteiny

K velmi dramatickym zménam v kvantitativnim i kvalitativnim zastoupeni
proteinu v bunikach dochazi jiz béhem nékolika desitek minut pod vlivem kteréhokoliv
ze stresovych faktori. Tvorba nékterych protein prudce stoupa, u jinych se témér
nebo zcela zastavuje. Pomérné v hojné mife jsou syntetizovany i proteiny, které jsou
za béznych okolnosti v bunice nezjistitelné.

Z nékolika desitek proteind, jejichz syntéza se pusobenim stresoru zvysuje
(stresové proteiny), se jen jista ¢ast vyskytuje pfi pusobeni riznych typl stresort (je
indukovana nespecificky). VétSinu z nich mizeme zaradit do nékteré z téchto ti
funkCnich skupin:

¢ molekularni chaperony
e proteazy
e ubikvitin.

Jejich intenzivni tvorba souvisi se vzristem poctu poskozenych protein(

v rliznych bunécnych strukturach. Chaperony fidi nejen zmény konformace proteinu

pfi transportech pfes membrany, ale jsou schopny i upravit jejich konformaci pfi



mirném poskozeni. Pokud dojde ke zménam velkym a nenapravitelnym, je takovy
protein ,oznaen“ molekulou ubikvitinu a nasledné rozlozen pomoci proteas na
aminokyseliny. Ty jsou pak vyuzivany k syntéze novych proteinu.
Funkce mnoha proteind, jejichZz syntéza je indukovana jen nékterymi typy

stresoru (specificky), neni jesté dostateCné prozkoumana.

e proteiny indukované zvySenou teplotou (heat shock proteins, HSP)

e proteiny indukované chladem (cold-induced proteins)

e proteiny indukované dehydrataci (dehydration-induced proteins)

e proteiny indukované sniZzenou koncentraci kysliku (anaerobic stress

proteins, ASP)

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

Aktivni formy kysliku

Bézny molekularni kyslik v atmosféfe je pomérné malo reaktivni, ovSem
nékterymi procesy v rostlinach muze byt pfeménén na mnohem aktivnéjSi formy
(singletovy kyslik a superoxidovy anion, O,) nebo silné oxidativni slouéeniny
(hydroxylovy radikal OH-, peroxid vodiku H,O,). Nékdy je pouzivano i oznaceni

,volné radikaly“, vyjadfeni o aktivnich formach kysliku je vSak pfesnégjsi.

! MITOCHONDRIA

— — NADH + H'  2H'+% 0, | GLYOXYSOME | -
Light \ \

stresses
NAD' ] H,0 AVVWR + O,

& |"  mnsop
T
H?07
o

Ca Catalase ]
O, assimilation

] PEROXISOME

R

H,0,+0,

glycolate glyoxylate

X
Cu/ZznSOD \——/

FeSOD I Photorespiration
[oX O,
Catalas®
+
Ascorbate- \ _— H:0:+0,
Glutathione cycle
H,0O

H,0,
2

Obr. 3. Tvorba aktivnich forem kysliku v riiznych bunécnych kompatmentech (28)



Jejich uloha v rostlinach je znacné rozmanita a ponékud rozporna. Jednak
vznikaji jako nebezpecné produkty pfi pusobeni fady stresovych faktorl a rostliny
musi mit ucinné systémy na jejich deaktivaci. Na strané druhé mohou mit kladnou
ulohu jako signaly nebo ochranné latky pfi nékterych typech stresa a je tudiz zadouci
udrzovat jejich koncentraci na urcité urovni.

Jejich vznik probiha nékolika zplsoby. V burikach se soustfeduje velké
mnozstvi energie v chloroplastech pfi absorpci zafeni asimilacnimi pigmenty a
soucasné je v nich (za svétla) zvySena koncentrace kysliku z rozkladajici se vody ve
fotosystému 1l. K fotoredukci kysliku mize dochazet pfedevsim ve fotosystému |
(Mehlerova reakce). Primarnim produktem pfi Mehlerové reakci je superoxid, z néhoz
snizeni rychlosti sekundarnich procesu fotosyntézy (fixace oxidu uhli¢itého) vlivem
nejruznéjSich stresovych faktort (napf. vlivem chladu, nedostatku vody apod.) se
zvySuje tvorba aktivnich forem kysliku v chloroplastu a tudiz stoupa i riziko vazného
posSkozeni tylakoidu.

Fotoredukce Kkysliku spojena stvorbou superoxidu je mozna i ve
fotosystému Il. Zde se ovSem uvazZuje o mozné pozitivni funkci, a sice jako o jedné
z cest disipace excitaCni energie chranici fotosystém Il pfed fotoinhibi€nim
poskozenim.

Za vysoké ozarenosti muze v chloroplastu dochazet k tvorbé singletového
kysliku pfenosem excitaCni energie z chlorofylu na kyslik v zakladnim stavu.

V mitochondriich mGze dochazet k tvorbé superoxidu a nasledné i peroxidu
vodiku autooxidaci ubichinonu, zejména je-li transport elektroni béznymi cestami
z ubichinonu na oxidasové systémy znéjakého duvodu zpomalen. Tvorba
superoxidu byla prokazana i na jinych membranach (peroxisomul, mikrosomu, na
plasmatické membrané a tonoplastu), kde jako redukéni €inidlo slouzi NAD(P)H ve
spojeni s prislusnou NAD(P)H-oxidasou.

Negativni pUsobeni aktivnich forem kysliku spociva predevsim v peroxidaci
mastnych kyselin). PoSkozeny mohou byt i nékteré aminokyseliny, proteiny a

nukleové kyseliny.



Mechanismy ochrany pred poSkozenim mizeme rozdélit na:
e systémy pfimé deaktivace — karotenoidy, a-tokoferol
e specializované enzymy — superoxiddismutasa (v rostlinach se nachazeji
tfi typy: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD a Fe-SOD)
e protistresova uloha aktivnich forem kysliku (napf. pfi obranné reakci pfi

napadeni patogenem).

Tvorba stresovych fytohormonu

O fytohormonech a jejich ucincich v rostliné bylo blize pojednano v kap. 3.2.1.

3.3.3 Elicitace

Elicitace je proces zaloZeny na signalem (elicitorem) indukované expresi genu
().

Elicitaci vyvolany stres aktivuje v rostliné nebo tkanové kultufe obranné
mechanismy, které vedou mimo jiné ke zméné transkripce genu kédujicich enzymy
ovliviujici biosyntézu sekundarnich metabolita (8).

Elicitory obvykle neovliviiuji genovou aktivitu pfimo, ale zprostfedkované
pomoci pfenasecu signalu (7).

Jelikoz az na vyjimky je typickym problémem kultivace rostlinnych explantatd
v kultufe in vitro nizka produkce sekundarnich metabolitl, je elicitace jednou z metod
vhodnych k dosazeni zvySeni produkce prirodnich latek v kulturach in vitro (9).

Zakladnim predpokladem uspésné elicitace, ktera povede k pozadovanému
zvysSeni produkce sekundarnich metabolitl, je tedy, mimo jiné, nalezeni vhodného
elicitoru, jeho koncentrace a optimalni doby pusobeni elicitoru na rostlinnou kulturu in
vitro (10).

3.34 Elicitory

Elicitor stoji na po¢atku vSech obrannych reakci jako spoustéci faktor. Jedna
se o specificky metabolit uvolfovany pfi kontaktu rostliny s patogenem (napf. virus,
bakterie, houba). Elicitory mohou byt bud exogenni povahy - tj. nékteré metabolity
vyluCované patogeny (napf. nékteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidy)
nebo to mohou byt slou€eniny, které se uvolhuji z naruSovanych bunéénych stén

obou organismu — endogenni elicitory. Mezi ty Ffadime napf. oligomery chitinu,



oligoglukany a glykoproteiny uvolfiované hydrolyzou bunééné stény patogennich hub

Ci oligogalakturonany uvolfované z bunécné stény napadené rostlinné buriky.

Elicitory mizeme rozdélit na:

o Biotické napr.

celé zivé nebo usmrcené mikroorganismy (viry, bakterie,
kvasinky apod.)

Casti mikroorganism

organické  molekuly pochéazejici  z mikroorganismu
(oligomery  chitinu,  oligoglukonany, glykoproteiny,
specifické enzymy)

organické molekuly pochazejici z bunék napadené rostliny
(oligogalakturonany) (5, 9, 10, 12, 13)

e Abiotické napr.

soli tézkych kovu
sloCeniny vanadu
vapenate ionty

pesticidy, detergenty
fyzikalni vlivy

zmény pH (5, 7, 8, 11, 14).

Vyhoda abiotickych elicitord spociva v Iépe definované chemické strukture,

v moznosti pouziti pfesného mnozstvi (hmotnosti nebo objemy) a jejich menSi

finan¢ni nakladnosti (14).

3.3.5. Biotické stresy

3.35.1 Reakce na patogenni organismy



Na pocatku vSech obrannych reakci je podnét k jejich spusténi, tedy elicitor.
VétSina obrannych reakci je zavisla na aktivaci vhodnych genud. Tu ovliviiu;ji elicitory
nepiimo, prostfednictvim pfenasecu signalu — druhych poslli (second messengers).
Pfenos od aktivovanych receptoru elicitorl k DNA v jadfe je mozny riznymi cestami.

Jednou z moznosti je fosfoinositidovy systém, pfi kterém jsou hydrolyzou lipidu
plasmatické membrany generovany dvé signalni slou€eniny (inositol-1, 4, 5-trifosfat a
diacylglycerol). Ty za uc€asti vapnikovych iontl aktivuji proteinkinasy a posléze i
expresi genu.

DalSim velmi ¢astym a neobyCejné rychlym zplsobem pfenosu signalu a
aktivace genové exprese je tvorba superoxidu a dalSich aktivnich forem kysliku.
Kromé& pfimého uCinku na genovou expresi na ni maji navic jeSté nepfimy ucinek
prostfednictvim zvySeni tvorby kyseliny jasmonové a methyljasmonatu. Pfi napadeni
rostliny patogenem se také rychle zvySuje tvorba ethylenu.

Na obranné reakci se poté kromé stresovych proteind podili i chemicky
jednodussi latky s vyraznym antibiotickym uc€inkem. Nékteré mohou byt v jistych
druzich pfitomny trvale, i kdyz v menSim mnozstvi nez pfi infekci. Ty oznaCujeme
jako fytoncidy ¢i inhibitiny a spadaji mezi né sekundarni metabolity jako jsou
flavonoidy, terpenoidy, fenolické latky a alkaloidy.

Zvlastni skupinu specifickych nizkomolekularnich obrannych latek tvofi
fytoalexiny, které se za normalnich okolnosti v burice nevyskytuji, ale zaCnou se
tvofit az po napadeni patogenem. V souc€asnosti je znamo pres 300 fytoalexinu, které
po chemické strance patfi mezi velice riznorodé typy slou€enin. U systematicky
pfibuznych druhl rostlin se vyskytuji podobné druhy fytoalexint, napf. u Celedi
Fabaceae prevazuji isoflavonoidy, u Solanaceae pfevazné seskviterpeny, u Poaceae
diterpeny, u Apiaceae furanokumariny nebo u Vitaceae stilbeny. Jedna se tedy o
sekundarni metabolity. VétSina téchto latek ma lipofilni povahu, coZ jim umoziuje
snadny prinik pfes membranu patogena. Fytoalexiny maji velmi toxické ucinky jiz
v koncentracich 10 az 10 mol/l hlavné na patogenni houby, o néco méné pak na
bakterie (5).

Byl sledovan vliv biotického elicitoru Pseudomonas aeruginosa ve formé
homogenatu a vodni suspenze mrtvych bunék na produkci anthracenovych derivat(
tkanovou kulturou Rheum palmatum L. rdzného stafi a pavodu. Potvrdil se narast

tvorby anthracenovych derivatt, nejvice u osmileté kultury (1,027 %) po 6 hodinové



elicitaci vodni suspenzi mrtvych bunék Pseudomonas aeruginosa (1,7 mg susSiny/1
ml roztoku) (9).

Vjiné studii byl sledovan vliv homogenatu Candida utilis na produkci
anthracenovych derivatd kalusovou a suspenzni kulturou Rheum palmatum L.
rizného stafi a puvodu. DoSlo ke zvySeni produkce v porovnani s kontrolou az o 228
% (12).

3.3.5.2 Alelopatie (5)

Kazda rostlina obsahuje velké mnozstvi sekundarnich metabolitd, z nichz
nékteré mohou pulsobit inhibicné az toxicky na jiné rostliny vyskytujici se v jejich
tésné blizkosti. Pokud skute¢né dojde k preneseni ucCinné latky a k ovlivnéni
sousedni rostliny, hovofime o alelopatii. Mechanismus pusobeni latek
s potencialnim alelopatickym pusobenim je dosud znam jen nedostatecné.
K nej¢astéji pozorovanym ucinkim patfi inhibice membranovych funkci, v€etné
pFijmu iontd minerdlnich Zivin, inhibice délivého i dlouzivého rdstu bunék a inhibice

klideni.

3.3.6. Abiotické stresy

Plynné, kapalné i pevné slozky prostfedi, v némz rostliny pfirozené rostou,
jsou velmi rozmanitou smeési chemickych slou€enin, z nichZz nékteré mohou mit
vyrazné inhibi¢ni az toxické pusobeni.

Z plyna je nejvice nebezpelny ozon a oxid sifiCity, v pidé pak ionty tézkych
kovli a aromatické organické latky. Cinnosti ¢lovéka se do prostfedi dostavaji i
xenobiotika ve formé& umélych hnojiv, pesticidl, detergentl apod.

Oxid sifiCity vstupuje do lista predevS§im otevienymi pruduchy a difuzi
v intercelularach se snadno Sifi ke vSem burikam mezofilu. Po proniknuti bunéénou
sténou se méni na sifiCitanové ionty a vstupuje do chloroplasti. Vysokou koncentraci
sifiCitand je pak inhibovan pridbé&h sekundarnich procesu fotosyntézy. Aklimacni
reakce spocivaji ve zvySeni aktivity enzym0 metabolismu siry a také zvySeni
pufrovaci kapacity bunék.

Oz6n vznika vétsinou fotolyzou oxidu dusiku (NO, NO;) a také nékterych
uhlovodikl. Do listd vstupuje vyhradné pruduchy a jiz vintercelularach se velmi

rychle rozklada. Pfi rozkladu vznika nejen molekularni kyslik, ale jako meziprodukty i



vysoce reaktivni superoxid (O,) a hydroxylovy radikal (OH’). Ozén indukuje tvorbu
ethylenu, polyamind a flavonoidu, které jsou soucasti obranné reakce rostliny (5).

Po realné davce ozénu byl v primarnich listech fazole (Phaseolus vulgaris L.)
pozorovan narust syntézy genu, jejichz produkty jsou zahrnuty v biosyntéze
fenylpropanovych molekul, flavonoidnich barviv a isoflavonoidnich fytoalexinu.
Z tohoto pohledu mizeme tedy nahlizet na 0z6n jako na abioticky elicitor obrannych
reakci rostlin (15).

Toxické kovy, zejména zinek, olovo a kadmium se bézné dostavaji do pudy ve
vétSich mnozstvich usazovanim prachu z primyslovych procesu, z vyfukovych plynu,
z kontaminovanych odpadnich vod a hnojiv. Odolné rostliny (napf. nékteré travy) se
mohou chranit znesnadnénim vstupu toxickych iontd do cytosolu, a to vylu€ovanim
organickych kyselin do rizosféry, sorpci na pektinové latky v bunéénych sténach a
kone¢né i vétSi selektivitou transportnich proteind v plasmatické membrané.
K vnitrobuné&nym detoxikacnim mechanismum patfi prfedevsSim tvorba stresovych
proteinu, zahrnujici odolngjsi isoenzymy, ale také proteasy a ubikvitin pro urychleni
rozkladu poskozenych protein. DalSi velmi ucinnou reakci je tvorba specifickych
slouc€enin (fytochelatini) schopnych inaktivovat tézké kovy vazbou do chelatovych
komplexu. Fytochelatiny jsou zvlastni peptidy podobné glutathionu. Vznikaji spojenim
dvou az osmi molekul kyseliny y-glutamové a cysteinu s jednou molekulou glycinu.
Komplexné vazané toxické ionty jsou transportovany do vakuol, kde jsou nasledné
inaktivovany vysokou koncentraci organickych kyselin (5).

Byl sledovan vliv abiotickych elicitord — CuSO, a CdCl, na produkci
flavonoidu v kalusové kultufe Ononis arvensis L po 24, 48 a 168 hodinové aplikaci.
Testované elicitory ovliviiovaly produkci flavonoidu v této kultufe vyrazné. Po elicitaci
CdCl; byl zjistén narlst hladiny flavonoidl o 67 % oproti kontrole (14).

lonty chromu byly pouzity jako elicitor v jiné studii. Sledovan byl vliv chloridu
chromitého na produkci flavonoidl v kalusové a suspenzni kultufe Ononis arvensis L.
po 12, 24, 48, 72 a 168 hodinové aplikaci. Ke statisticky vyznamnému zvyseni
produkce flavonoidd doSlo po pusobeni v8ech tfi pouzitych koncentraci CrCl; a
maxima dosahlo po 12 hodinovém piisobeni koncentrace c, (6,32.10° mol/)
v suspenzni kultufe (19).

Z fyzikalnich faktorl se muze jako elicitor uplatfiovat napf. osmoticky stres. Po
10 hodinach pusobeni osmotického stresu ve 25% roztoku polyethylenglykolu pfi

25°C a ve tmé byl v semenacku fazole mungo (Vigna radiata L.) zjiStén vyznamny



narust mnozstvi ethylenu a aktivnich forem kysliku zahrnujicih superoxidovy radikal a
peroxid vodiku. Vzhledem k tomu, Ze inhibitory tvorby ethylenu mohou toto mnozstvi
snizit, avSak neovliviiuji koncentraci aktivnich forem kysliku, zda se, ze tvorba
ethylenu je mimo jiné indukovana pravé aktivnimi formami kysliku. Pfedpoklada se,
Ze v pfimé spojitosti se zvySenou tvorbou ethylenu je pouze superoxidovy radikal.
Exogenné dodany peroxid totiz syntézu ethylenu vyrazné neovliviiuje (16).

Vliv efektu UVB zafeni (280-320 nm) byl testovan na kalusové kultufe
Camellia sinensis L.. Rust této kultury byl vlivem zéafeni potlaten a byly zaroven
sledovany urcité zmény v morfologickych charakteristikach. Tyto podminky podnitily
tvorbu bunék s loZisky chlorofylu (Zluty kalus prostoupeny oblastmi zelenych bunék)
a modifikovanou schopnosti akumulovat fenolické slouceniny, véetné flavanu
typickych pro Camellia sinensis L.. Na konci kultivacniho cyklu (45. den) byl narast
fenolickych sloucenin témér 1,5krat zvySen oproti kontrole (20).

| studie provadéna na semenaccich pSenice (Triticum aestivum L.) se
zabyvala vlivem UVB zafeni, navic v kombinaci se suchem. Byly sledovany
fyziologické a biochemické odpovédi po pusobeni sucha, UVB a kombinovaného
stresu. Pusobeni téchto vliva vyvolalo retardaci rastu o 25,5; 29,1 a 55,9%. Za jeden
z dlvodu retardace rustu je povazovano oxidativni poskozeni indikované naristem
koncentrace H,O; a stupném lipidové peroxidace.

Aktivity superoxiddismutasy, guaiacolperoxidasy a askorbatperoxidasy se
navysily po pusobeni sucha, UVB i kombinaci obou, zatimco katalasova aktivita byla
shizena po plUsobeni kombinovaného stresu oproti kontrole. Kombinovany stres tedy
0,2 mM nitroprussidu sodného jako donoru NO pusobeni stresorl zmirnil, avSak

navysil obsah prolinu (21).



3.4 Methylviologen

Methylviologen neboli paraquat mizeme zaradit mezi bipyridylové herbicidy.
Ty jsou vyuzivany jako kontaktni herbicidy a také jako vysuSovadla poli, na nichz
jsou péstovany produkty jako napf. bavina. Zakladni mechanismus pusobeni
oxidativniho stresu bipyridyll je, Ze po jejich plsobeni dochazi k iniciaci cykll oxidaci
a redukci. Nejdfive podstoupi redukci jednoho elektronu diky NADPH k vytvofeni
volného radikalu, ktery pfeda svuj elektron molekularnimu kysliku za vzniku
superoxidoveho radikalu. Do vyCerpani NADPH reaguji superoxidové radikaly za
vzniku hydroxylovych volnych radikalt, coz vede v kone¢né fazi ke smrti bunky.
Hydroxylové volné radikaly maji vysokou toxicitu a reaguji s membranovymi lipidy

reakci znamou jako peroxidace lipidd.
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Obr. 4. Mechanismus herbicidniho ucinku methylviologenu(23)

Po chemické strance se jedna o strukturu para-substituované quartérni

bipyridiniovou slou€eninu, konkrétné 1,1"-dimethyl-4,4"-bipyridinium (22,23).
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Obr. 5. Chemicka struktura methylviologenu (23)

Plasobenim methylviologenu se zvysSuje v rostlinach &i rostlinnych kulturach
mnozstvi aktivnich forem kysliku. MUze byt tedy vyuzit jako abioticky elicitor ke
sledovani pusobeni oxida¢niho stresu u rostlin.

Plsobeni methylviologenu jako generatoru aktivnich forem kysliku
(superoxidového radikalu, ne vSak peroxidu vodiku) bylo pfedmétem studie na
kultufe Salvia miltiorrhizia. Byl sledovan vztah mezi u€inkem aktivnich forem kysliku
a produkci fytoalexinl. Vlivem methylviologenu byla (na rozdil od peroxidu vodiku)
inhibovana tvorba biomasy a obsah fenolickych kyselin se snizil. Pusobeni
methylviologenu navic spustilo produkci fytoalexinu cryptotanshinonu ve vsech
sledovanych kulturach (24).

Jako pusobku oxida¢niho stresu bylo methylviologenu vyuzito i ve studii na

kultufe Solanum tuberosum L., k niz se pfidavaly nizké davky steroidnich glykosida.



Ty vtomto pfipadé zvySovaly aktivitu peroxidas a snizovaly tak uroven peroxidace
lipidu (25).

Ke zhodnoceni fyziologického potencialu obranného systému vysSSich rostlin
proti peroxidaci lipidl zpUusobené stresory, kterym je rostlina vystavovana, vytvorili
Yoshimura a kol. (26) transgenni rostliny tabaku, které tvofily protein podobny
glutathion-peroxidase v cytosolu a chloroplastech. ZvySena odolnost transgennich
rostlin proti peroxidaci membranovych lipidl byla testovana navozenim oxidaéniho
stresu pomoci methylviologenu. Potvrdili, Ze vysoky obsah glutathion-peroxidase
podobného proteinu velmi dobfe odstranuje hydroperoxidy nenasycenych mastnych
kyselin tvofenych v bunéfné membrané za stresovych podminek. Potvrdila se
navySena integrita membrany i zvySena tolerance proti oxidaCnimu stresu
pusobenému nejen methylviologenem.

Polyaminy jsou znamé jako uc€inné antioxidacni slou€eniny v rostlinach.
Slune€nicové listy vykazaly po pulsobeni methylviologenu uUbytek mnozstvi
putrescinu, spermidinu a sperminu (mezi 33% az 80% oproti kontrole). Z markert
oxida¢niho stresu méfenych po pusobeni methylviologenu poklesly hladiny chlorofylu
(30%) a glutathionu (49%) a obsah reaktivnich substanci kyseliny thiobarbiturové
(TBARS) se navysil (60%). Aktivita superoxiddismutasy poklesla o 60% a
lipoxygenazova aktivita se zvySila o 25% proti kontrole. Dodanim exogennich
polyaminu pfed pusobenim methylviologenu zvratilo jeho toxicitu do rizného stupné
(dle daného polyaminu a testovaného parametru). Spermidin byl schopen inhibovat
ztratu chlorofylu, zatimco spermin takfka uplné zvratil u€inek methylviologenu na
TBARS. Také aktivita superoxiddismutasy se blizila hodnotam kontoly. NejmenSi
antioxidacni aktivitu vykazal putrescin. Tyto vysledky potvrdily ulohu polyamind jako

vychytavacl radikalt v antioxidacni ochrané rostlin (27).

3.5 Flavonoidni glykosidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou velice rozsahlou skupinou rostlinnych
fenold. V souCasné dobé je znamo vice nez 4000 flavonoidnich latek a stale se
nachazeji dalSi slou€eniny. Jsou to derivaty fenylchromanu, kde chroman arylovany
v poloze 2 (flavany), 3 (isoflavany) nebo 4 (neoflavany). Bézné byvaji vSechny ffi
kruhy substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami a jednotlivé derivaty

se liSi pouze stupném substituce a oxidace. Rozeznavame nasledujici zakladni



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

flavonoly a anthokyanidiny.
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Obr. 6. Chemicka struktura flavonoidu (29)
PFirodni flavonoidy se nejcastéji vyskytuji ve formé O-glykosidu, obsahuji tedy

ve své molekule necukernou soucast (aglykon) a cukernou slozku. Volné aglykony se
vyskytuji pouze zfidka. V nékterych pfipadech (pfi technologickém zpracovani pfi
vySSich teplotach a v kyselém prostiedi) mize dochazet k hydrolyze glykosida a
vzrustu koncentrace aglykona.

Flavonoly jsou nejhojnéjSi skupinou flavonoidl zastoupenych v ovoci a
zeleniné. Jejich nejbéznéjsi zastupci jsou kvercetin a kemferol.

Flavonoidy jsou vyznamnou soucasti antioxidacniho systému. Zabranuji
peroxidaci lipidd, likviduji volné kyslikové radikaly, mohou vazat a inaktivovat nékteré
prooxidacni kovové ionty (Zelezo, méd). Antioxidacni aktivita flavonoidu je zavisla na
poCtu a poloze hydroxylovych skupin v molekule, vliv ma i jejich glykosylace.
Optimalni radikalové likvidaéni vlastnosti byly nalezeny pro o-dihydroxy strukturu v
kruhu B, 2,3 dvojnou vazbu a 4-oxo funkéni skupinu v kruhu C a 3 a 5 -OH skupiny

na kruzich A a C. Tuto strukturu maji pravé flavonoly (30, 31).



Terapeutické vyuziti flavonoidul je zaloZzeno na jejich schopnosti normalizovat
permeabilitu kapilar, odstrafiovat jejich lomivost, plsobit antihemorrhagicky a
antiedematozné (P-vitaminovy ucinek). Jsou inhibitory hyaluronidasy, brani Sifeni
mikrobialnich toxind tkanémi, jsou proto podpUlrnymi prostiedky pfi Ié€bé infek&nich
onemocnéni. Nékteré maiji diureticky, vasodilatacni a antihypertonicky ucinek (31).

Flavonoidy maji antioxidaéni charakter a mohou jako potrava deaktivovat
reaktivni kyslikaté a dusikaté slouCeniny vytvarené v téle Clovéka a zabranit tak
vzniku ruznych nemoci. Jejich vysoce antioxidaéni vlastnosti jsou v posledni dobé
Siroce studovany zvlasté ve vztahu ke kardiovaskularnim nemocem (32). Jako
antioxidanty maji jedine¢né vlastnosti zplsobené i tim, Zze jsou umistény v polarni
Casti fosfolipidové dvojvrstvy membrany. | kdyZ obecné deaktivuji radikaly slabé&ji nez
a-tokoferol, jejich polarita umozniuje lokalizaci na membrané, kde tak mohou pfimo
deaktivovat radikaly tvofené ve vodni fazi a zabranovat peroxidaci lipida. Antioxidacni
vlastnosti flavonoidl, obzvlasté jejich pusobeni na LDL, zacaly byt v nedavné dobé
intenzivné studovany i pro jejich mozny ochranny vliv proti nemocem zplisobenym
peroxidaci lipid. Lipidova peroxidace je dulezita in vivo hlavné proto, ze pfispiva
napf. k vyvoji aterosklerézy (33).

Vhodny zpusob stravovani a pfijem potravin s vy$Sim obsahem flavonoidu by
mohl pomoci pfi IéCbé téchto chorob a pfedchazeni jim. Tato cesta ke zvySeni pFijmu
antioxidantl je zfejmé& vhodnéjsi nez podavani samotnych antioxidacnich preparat
jako vitamin C a E (30).

3.6. Ononis arvensis L.
Popis

Vytrvala, 30 az 80 cm vysoka bylina nebo polokef. Lodyha je pfima, bohaté
vétvena, na bazi dfevnata, s 1 az 2 fadami chlupl, v horni Casti témér lysa nebo
fidce zlaznata. Spodni listy jsou 3Cetné, listky zubaté, prostfedni listek s delSim
fapickem nez fapicky listkl postrannich, horni listy jsou obvykle nedélené, vSechny
listy jsou zZlaznaté chlupaté. Kvéty vyrastaji obvykle jednotlivé v pazdi listenu, jsou
kratce stopkaté, 1 az 2,5 cm velké, rizové az fialové Cervené, velmi zfidka bilé,
kalich je stopkaté Zlaznaty. Lusky jsou 6 az 10 mm dlouhé a obsahuji 1 az 3 semena.

Kvete od Cervence do zaCatku zafi (35).



Vyskyt

Zapadni, jihozapadni a stfedni Evropa, od Britanie po zapadni Ukrajinu, od
Balkanu a Italie po jizni Skandinavii, druhotné i v Severni Americe. U nas se objevuje
roztrouSené az hojné predevSim v teplejSich oblastech, téméf schazi v jiznich a
zapadnich Cechéach. Roste na suchych loukéch a kfovinatych stranich od nizin do
podhUfi, objevuje se i na uhorech a kolem komunikaci, vzdy na hlubokych a

mineralné silnych ptdach (34).

Droga

Lékopisnou drogou je cely nebo fezany usuSeny kofen druhu Ononis
spinosa L.

Kofen je vice nebo méné zplostély, zkrouceny, rozvétveny, hluboce
zvrasnény, na povrchu hnédy, podélné svraskly. Na pficném Fezu je patrna uzka kdra
a vyrazné veéjifovité difevo. Lom je kratky, vlaknity (36, 37).

CSL 4 uvadi jako mate&nou rostlinu drogy Radix ononidis jehlici rolni (Ononis
arvensis L.) i jehlici trnitou (Ononis spinosa L.) (38).

Obsahové latky
e 0,02-0,2% silice neznamého slozeni, podilejici se na ucinku drogy
e Isoflavonovy glygosid ononin (formononetin-7-p-D-glukosid), aglykon
formononetin  (7-hydroxy-4’-mthoxyisoflavon) ma slabé estrogenni
ucinky
e ononid — amorfni latka podobné struktury a vlastnosti jako glycyrrhizin

e triterpen a-onocerin (onokol).

formononetin

Obr. 7. (31)

Pouziti



Kofen vykazuje mocopudny uc€inek. Tradi€né se pouziva pfiinfekcich

mocovych cest a ledvinovych kaméncich. Nalevy slouzi k proplachnuti mocovych

cest pfi zanétlivych stavech ijako pfedchazeni tvorby kaménkl. Doporucuje se

pfi dné a revmatickych potizich. Vyzaduje podavani ve velkém objemu tekutiny.

Nedoporucuje se pfi otocich vzniklych z nedostateCnosti srdce nebo ledvin.

4.

4.1

EXPERIMENTALNI CAST

Rostlinny material

Byla pouzita tkanova kultura odvozena z kofenoveé ¢asti kliéni rostliny Ononis

arvensis L. v 60. az 71. pasazi.

4.2

4.3

Pristroje a vybaveni
Analytické vahy Sartorius A200S
Autoklav P S 20 A, Chirana
Box s laminarnim proudénim Fatran LF
Horkovzdusny sterilizator Chirana SVS9/1
Spekrofotometr CECIL 1000 SERIES
Trepactka UNIMAX 2010, Heidolph Instruments
Vodni lazen, typ 1042, GFL

Chemikalie



e Aceton R

e Destilovana voda R

e Ethylester kyseliny octové R

e Chlorid hlinity RSI

e Kyselina chlorovodikova RS

e Kyselina octova ledova R (5% V/V) v methanolu R
e Methylviologendichlorid dihydrat

e Roztok methenaminu R (5g/l)

e Siran sodny bezvody R

4.4 Priprava zivného média
Kultura byla kultivovana na médiu dle Murashigeho a Skooga (MS) (40). Jako

stimulator ristu byl pouzit lihovy roztok kyseliny a-naftyloctové (a-NAA) 10 mg/l.

SloZeni Murashigeho a Skoogova média (v mg)

CaCl;2H,0 440,0
KNO3 1900,0
NH4NO3 1650,0
MgSO47H,0 370,0
KH,PO4H,0 170,0
FeSO4 7H,0O 27,84
Na,EDTA 37,34
MnSO44H,0 22,30
ZnS047H,0 11,50
H3BO3 6,20
KI 0,83
CuSO45H,0 0,025
Na;MoO42H,0 0.025

CoCly6H,0 0.025



Myo-inositol 100,0

Hydrolyzat kaseinu 1000,0
Glycin 2,0
Kyselina nikotinova 0,5
Pyridoxin hydrochlorid 0,5
Thiamin hydrochlorid 0,1
Sacharosa 30 000,0

Uvedené mnozstvi vzdy odpovida mnozstvi potfebnému na pfipravu
1 | média.

Jednotlivé sloZky byly odvaZovany na analytickych vahach, latky pouzivané ve
velmi malém mnozstvi byly odméreny ze zasobnich roztokl odpipetovanim. VSechny
soucasti byly rozpustény v destilované vodé v odmérné bance na 1000 ml a barika
byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Zivné médium spoleéné s rlistovym
regulatorem bylo rozplnéno do vysterilizovanych Erlenmayerovych banék, do kazdé
30 ml.

4.5 Kultivace tkanovych kultur

4.5.1 Priprava kultivaénich nadob a nastroju

Pro kultivaci byly pouzity 100 ml Erlenmayerovy banky pfedem umyté horkou
vodou se saponatem, vyplachnuté pitnou a destilovanou vodou a vysusSené
v horkovzdusném sterilizatoru pfi 200 °C.

Do banék byly vlozeny mustky z filtraéniho papiru a nalito Zivné médium, poté
byla hrdla banék prfekryta hlinikovou félii a bariky se nechaly sterilizovat v autoklavu
15 min pfi 121 °C a 100 kPA.

Pfed manipulaci byly banky a hlinikové folie sterilizovany ajatinem.
Pasazovani a odvozovani kultur bylo provadéno v laminarnim boxu pfedem vymytém
roztokem ajatinu (1:10) a vyzafeném germicidni zafivkou. Pinzety byly pfed pouZitim
oCistény a oplachnuty 96% ethanolem. V hlinikové foli byly sterilizovany

v horkovzduSném sterilizatoru 2 hodiny pfi teploté 200 °C.

4.5.2 Pasazovani a kultivace



Pasazovani bylo provadéno v prostfedi laminarniho boxu. Inokulum (&ast
kalusu z pfedchozi kultivace) bylo pfi kultivaci kalusové kultury pfeneseno na mustek
z filtraCniho papiru. Suspenze byla pfipravena 2z casti kalusu mechanickym
rozdrobnénim a byla prfenesena pfimo do média. NaoCkované banky se opét
uzavrely hlinikovou félii. Kultura rostla po dobu 30 dni pfi 25 °C pfi normalnim
svételném rezimu (16 hodin svétlo, 8 hodin tma). Suspenzni kultura byla kultivovana

na tfepacce (120 ot/min) za stejnych svételnych i teplotnich podminek.

4.6 Priprava roztoku elicitoru

Jako elicitor byl pouzit roztok methylviologendichlorid dihydratu, a to ve tfech
koncentracich 0,1 mg/100 ml, 1,0 mg/100 ml a 20mg/100 ml.

Koncentrace roztoku c; byla pfipravena navazenim presné 25,00 mg
methylviologenu, toto mnozstvi bylo kvantitativné pfevedeno do odmémé barky o
obsahu 250 ml a dopInéno 96% ethanolem po rysku.

Odpipetovanim 10ml do 100 ml odmérné bariky a doplnénim 96% ethanolem
po rysku byla pfipravena koncentrace c,, z niz nasledné stejnym postupem byla
pfipravena i koncentrace cs.

Priprava roztok( elicitoru byla provadéna za aseptickych podminek
v laminarnim boxu vyzareném germicidni UV lampou. Nastroje a sklo pouzité na

pfipravu byly pfedem vysterilizovany.

Koncentrace roztokti methylviologenu

e C;=10,0mg/200 ml (2,1929 - 10 mol/l)
e C=1,0mg/100 ml (2,1929 - 10 mol/l)
e c3=0,1mg/100 ml (2,1929 - 10 mol/l)

4.7 Elicitace in vitro kultur



Elicitace kalusovych kultur byla provadéna po 3-4 tydnech, elicitace
suspenznich kultur po 2 tydnech od posledni pasaze. K aplikaci roztoku elicitoru byly
pouzity sklenéné pipety pfedem vysterilizované v autoklavu 15 min pfi 120 °C.

Pro kazdou koncentraci elicitoru a typ tkanové kultury bylo pouzito vzdy 35
banék, které byly rozdéleny do 6 skupin dle ¢asu odebirani vzorkd. Byl aplikovan
vzdy 1ml roztoku methylviologenu dané koncentrace ke kalusové nebo suspenzni
kultufe. Kultury byly béhem puasobeni elicitoru uchovavany za stejnych podminek
jako pfi kultivaci. Vzorky byly odebirany po 6, 12, 48, 72 a 168 hodinach po aplikaci
elicitoru.

Kalusy se po vyjmuti z banék susSily na filtraCnim papife pfi laboratorni teploté.
Suspenzni kultury byly zfiltrovany pres filtracni papir a poté usuSeny jako kalusy.
UsuSené vzorky se nakonec upraskovaly v tfeci misce a pouzily ke stanoveni obsahu
flavonoidu dle CL 97.

Kontroly byly pofizeny z kalusové i suspenzni kultury bez pfidavku elicitoru.
Bylo sledovano i vyluCovani metabolitl do zZivného média. Vzorky média nebyly
odebirany pravidelné. Odebrané médium bylo odpafeno a dale byl v odparku

stanoven obsah flavonoidt dle CL 97.

4.8 Stanoveni obsahu flavonoidu

Ke stanoveni obsahu flavonoidil byla vyuZita metoda uvedena v CL 97 (41).

Zakladni roztok

Navazka (g) upraskované kalusové nebo suspenzni kultury byla smichana ve
100 ml bance s kulatym dnem s 1 ml methenaminu R (5g/l), 20 ml acetonu R a 2 m|
kyseliny chlorovodikové RS a vafena pod zpétnym chladiCem po dobu 10 minut. Po
zchladnuti se roztok Zfiltroval pfes chomacek vaty. Droga i chomacek vaty se vafrily
jesté dvakrat s 20 ml acetonu R po dobu 10 minut. Po ochlazeni se roztok Zfiltroval
pfes vatu. Spojené acetonové vyluhy se Zfiltrovaly pfes filtracni papir do 100 ml
odmérné banky a doplnily se acetonem R pfedem pouzitym k proplachnuti banky a
filtru. 20 ml tohoto roztoku se prevedlo do délici nalevky, pfidalo se 20ml destilované
vody R a protfepavalo se nejprve jednou 15 ml a pak tfikrat 10 ml ethylesteru

kyseliny octové R. Spojené ethylacetatové vrstvy se dvakrat protiepaly 50 ml



destilované vody R a Zfiltrovaly pfes 10 g siranu sodného bezvodého R do odmérné

bariky a doplnily ethylacetatem R do 50 ml.

Zkouseny roztok

Roztok byl pfipraven smichanim 10,0 ml zakladniho roztoku s 1 ml chloridu
hlinitého RSI a doplnénim roztokem 5% kyseliny octové ledové R (V/V) v methanolu
R do 25 ml.

Porovnavaci roztok

Roztok byl pfipraven zfedénim 10 ml zakladniho roztoku roztokem
5% Kkyseliny octové ledové R (V/V) v methanolu R na 25 ml.

Po 30 minutach byla méfena absorbance zkouSeného roztoku pfi maximu 425
nm proti porovnavacimu roztoku.

Obsah flavonoida v procentech se vypodital dle vzorce:

A 125
m

A..... absorbance zkouseného roztoku pfi 425 nm
m....... navazka drogy v gramech

Byla provedena vzdy tfi paralelni méfeni, z nichz byl vypocitan aritmeticky primér.

4.9 Stanoveni ztraty susenim

Do tfi pfedem vysuSenych vazenek se na analytickych vahach odvazilo
prfesné 2,000 g vzorku a susilo se 2h v suSarné pfi 100-105 °C. VysuSené vzorky
byly uchovany v exsikatoru do vychladnuti, poté byly zvazeny na analytickych
vahach. Hmotnost suSiny byla vztazena na hmotnost vzorku a vyjadfena

v procentech (41).



4.10 Statistické zpracovani vysledku

Smérodatna odchylka vyjadfuje, jak se hodnoty li§i od primérné (stfedni)
hodnoty.

Funkce smérodatné odchylky je dana vztahem:

> (x-x)°

B CECY
Srrrrnnaaaans smérodatna odchylka
) QUUTUTTRRRR hodnota sledované veli€iny
X oo primérna hodnota sledované veli€iny
[ P pocet €lenu souboru (42)

Pro zjisténi statistické vyznamnosti vlivu elicitoru na obsah flavonoidl byl
pouzit t-test dvou praméru.

Pro testovaci kritérium plati vztah:

t— |X1_X2| _\/nlnz(n1+n2_2)
s’ +n,s,’ n, +n,

| ST testovaci kritérium
D T aritmeticky prameér kontrolniho souboru
X2, aritmeticky primér pokusného souboru
ST smérodatna odchylka kontrolniho souboru
ML pocet ¢lenu kontrolniho souboru
N2, pocet ¢lenu pokusného souboru



Testovacimu kritériu pfislusi t-rozdéleni se stupném volnosti vypoctenym dle

vzorce:

v=n+n, -2

VypocCitana hodnota testovaciho kritéria se porovna s pfisluSnou kritickou
hodnotou t(v), pro vypocteny stuper volnosti v a zvolenou hladinu vyznamnosti p.
Jestlize je hodnota t vétSi nez hodnota t(v),, je rozdil statisticky vyznamny na hladiné

vyznamnosti p (43).

Pro zjisténi obsahu flavonoidu byla vzdy provedena tfi paralelni méfeni. Z toho
vyplyva, ze pocet ¢lenl souboru n;=n,= 3 a pocet stupnu volnosti v= 4.

Pro zvolenou hladinu vyznamnosti p= 0,05 a Ctyfi stupné volnosti je kriticka
hodnota t(v),= 2,78.

Vysledky jsou tedy hodnoceny jako statisticky vyznamné, je-li hodnota

testovaciho kritéria vySSi nez kriticka hodnota.



5. VYSLEDKY

Tab. 1. Obsah flavonoidu [%] v kalusové kultufe Ononis arvensis L. po

elicitaci roztokem methylviologenu o razné koncentraci v zavislosti na dobé

odbéru.
Koncentrace Obsah Hodnota
elicitoru Hodina | flavonoidd | Smérodatna testovaciho
[mg/l] odbéru [%0] odchylka kritéria

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

cl k 0,009 0,001 -
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

c2 k 0,009 0,001 -
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

c3 k 0,009 0,001 -

.......... kontrola
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Tab. 2. Obsah flavonoidl [%] v suspenzni kultufe Ononis arvensis L. po

elicitaci roztokem methylviologenu o rizné koncentraci v zavislosti na dobé

odbéru.
Koncentrace Obsah Hodnota
elicitoru Hodina | flavonoidl | Smérodatna testovaciho
[mg/l] odbéru [%0] odchylka kritéria
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
cl k 0,033 0,001 -
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
c2 k 0,033 0,001 -
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
c3 k 0,033 0,001 -

.......... kontrola
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6. DISKUSE

Charakteristickym problémem kultivace rostlinnych explantatd v kulturach in
vitro byva nizka produkce sekundarnich metabolitd. Elicitace je jednou z metod
vhodnych k ovlivnéni produkce pfirodnich latek v kulturach in vitro (9).

Zakladnim predpokladem uspésné elicitace, ktera povede k pozadovanému
zvySeni produkce sekundarnich latek, je tedy mimo jiné nalezeni vhodného elicitoru,
jeho koncentrace a optimalni doby pUsobeni elicitoru na rostlinnou kulturu in vitro
(20).

Cilem této prace bylo zjistit, zda pUsobeni oxidacniho stresu ovlivni tvorbu
flavonoidd v kalusové a suspenzni kultufe Ononis arvensis L.

K ovlivnéni produkce flavonoidi byl pouzit jako elicitor methylviologen
(paraquat). Pusobenim methylviologenu se zvySuje v rostlinach ¢i rostlinnych
kulturach mnozstvi aktivnich forem kysliku, coZ stimuluje obranné reakce rostliny a
tim se zvySuje tvorba sekundarnich metabolita.

Kalusova i suspenzni kultura byla kultivovana na médiu dle Murashigeho a
Skooga (40) s pfidavkem roztoku kyseliny a-naftyloctové (a-NAA) 10 mg/l jako

rustového regulatoru. Elicitor byl pouzit v koncentracich:

e ¢3=10,0 mg/100 ml (2,1929 - 10" mol/l)
e C,=1,0mg/100 ml (2,1929 - 10™* mol/l)
e Cc3=0,1mg/100 ml (2,1929 - 10”° molll).

Methylviologen byl pfidavan ke kalusové i suspenzni kultufe v mnozstvi 1 ml a
kultury in vitro byly odebirany vzdy po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach plasobeni

elicitoru. Obsah flavonoidd byl stanoven spektrofotometricky dle CL 97.

V kalusové kultufe Ononis arvensis L. doSlo po aplikaci methylviologenu o
koncentraci c; ke statisticky vyznamnému narlstu produkce flavonoidd po 168

hodinach pusobeni. Obsah flavonoidd byl zvySen na 0,049%, tedy o 444% oproti



kontrole. Po 6, 12, 24, 48 a 72 hodinach elicitace se obsah flavonoidu zvySil jen
minimalné nebo se naopak snizil (viz Tab. 1., Graf 1a.).

Po aplikaci methylviologenu o koncentraci c, byla produkce flavonoidu
statisticky zvySena po 12, 24 a 48 hodinach elicitace, pficemz maxima bylo dosazeno
po 12, resp. po 24 hodinach, a to na 0,015%, tedy o 66% proti kontrole. V ostatnich
Casech nebyly hodnoty statisticky vyznamné (viz Tab. 1., Graf 1a.).

Po aplikaci methylviologenu o koncentraci c; ke statisticky vyznamnému
narustu nedo$lo a produkce flavonoidu byla pouze mirné zvySena po 24 a 48
hodinach elicitace (viz Tab. 1., Graf 1a.).

U kalusové kultury Ononis arvensis L. bylo tedy dosaZzeno maximalni
produkce flavonoidl po elicitaci methylviologenem o koncentraci c; po 168 hodinach

elicitace a to 0 444% proti kontrole (viz Graf 1b.).

V suspenzni kultufe Ononis arvensis L. po aplikaci methylviologenu o
koncentraci ¢; nedoSlo u zadného vzorku ke statisticky vyznamnému narustu
produkce flavonoidl proti kontrole. Naopak u vSech vzorkl byla produkce statisticky
vyznamneé snizena. Po 72 hodinach elicitace az o 82% (viz Tab. 2., Graf 2a.).

Po aplikaci methylviologenu o koncentraci ¢, byl zaznamenan statisticky
vyznamny narust produkce po 24 hodinach elicitace a to pouze na 0,038%, tedy o
15%. U ostatnich vzorkd byl zaznamenan statisticky vyznamny pokles produkce. Po
12 hodinach elicitace dokonce az o 88% (viz Tab. 2., Graf 2a.).

Po aplikaci methylviologenu o koncentraci c; doSlo ke statisticky vyznamnému
narustu produkce flavonoidi po 12 hodinach elicitace. Bylo dosazeno produkce ve
vySi 0,047%, jednalo se tedy o 42% narust proti kontrole (viz Tab. 2., Graf 2a.).

Maximalni produkce flavonoidl suspenzni kulturou Ononis arvensis L. bylo
tedy dosazeno 12 hodinovou elicitaci methylviologenem o koncentraci cs, kdy narist

produkce proti kontrole byl 0 42% (viz Graf 2b.).

Celkové tedy byla tvorba flavonoidd po elicitaci methylviologenem zvySena
vice v kultufe kalusové. Kultura vykazovala maximalni obsah flavonoidu po 168
hodinové elicitaci methylviologenem o koncentraci 10 mg/100 ml (2,1929 - 10" mol/l).
Zatimco po aplikaci CICr;3 (19) bylo dosazeno maximalniho zvySeni tvorby flavonoid
v kalusové kultufe Ononis arvensis L. 0 98% po 48 hodinové elicitaci, produkce

indukovana methylviologenem byla zvySena o 444% proti kontrole po 168 hodinach.



Pro srovnani - vy$Si narlst produkce flavonoidll byl zaznamenan po elicitaci
kyselinou jodoctovou, kdy u kalusové kultury doSlo k maximalnimu zvySeni tvorby
flavonoidd po 24 hodinach elicitace. Obsah flavonoidd byl zvySen o 529 % oproti
kontrole (44). Jesté vysSi narlst tvorby flavonoidd pak byl zaznamenan po 48
hodinové elicitaci  4-hydroxyanilidem  kyseliny  6-chlor-5-terc.butylpyrazin-2-
karboxylove, kdy se produkce zvySila 0 976% oproti kontrole (45).

Po elicitaci methylviologenem dochazelo v kalusové kultufe spiSe jen k velmi
mirnému zvySeni obsahu flavonoidi nebo se obsah blizil hodnotdm kontrolniho
vzorku. V kultufe suspenzni byl ovdem zaznamenan spiSe pokles tvorby flavonoidd,
po 12 hodinové elicitaci methylviologenem o koncentraci ¢, dokonce az o 88%.

Pfi nahodném odbéru vzorki média nebylo zaznamenano vyluCovani
flavonoidl do média.

Methylviologen byl vyuzit jako generator oxidativniho stresu i ve studii na
kultufe Salvia miltiorrhizia, v niz byl sledovan vztah mezi u€inkem aktivnich forem
kysliku a produkci fytoalexini. Pusobeni methylviologenu na rozdil od peroxidu
vodiku spustilo produkci fytoalexinu cryptotanshinonu ve vSech sledovanych
kulturach (24).

Také ve studii levinshe a kol. (46) byl pouzit methylviologen jako zdroj
aktivnich  forem kysliku. Methylviologen stimuloval aktivitu ACC oxidasy
v borovicovych jehlicich. ACC oxidasa je spojena se stimulaci tvorby ethylenu
oxidaCnim stresem. ZvySena aktivace byla zaznamenana jiz od koncentrace 2 pM,
pficemz maxima bylo dosazeno pfi 10 uM.

Vzhledem ktomu, Ze polyaminy jsou znamé jako ucinné antioxidacni
slou€eniny v rostlinach, byl zkouman vliv methylviologenu na jejich mnozstvi.
Slunecnicové listy vykazaly po pulsobeni methylviologenu uUbytek mnozstvi
putrescinu, spermidinu a sperminu (mezi 33% az 80% oproti kontrole). Z marker(
oxida¢niho stresu méfenych po pusobeni methylviologenu poklesly hladiny chlorofylu
(30%) a glutathionu (49%) a obsah reaktivnich substanci kyseliny thiobarbiturové
(TBARS) se navysil (60%). Aktivita superoxiddismutasy poklesla o 60% proti kontrole
a lipoxygenasova aktivita se zvysila o 25%. Dodani exogennich polyamind pfed
pusobenim methylviologenu poklesy markerd oxida¢niho stresu zvratilo. Tyto
vysledky potvrdily ulohu polyamind jako vychytavacu radikalt v antioxidaéni ochrané
rostlin (27).



Po aplikaci methylviologenu doslo i k vyznamné up-regulaci ferritin2-genu
v Conyza canadensis L., a to jak vrostlinach citlivych k methylviologenu, tak i
k methylviologenu necitlivych. Tyto up-regulace jsou spojovany s obrannymi

reakcemi rostliny na pusobeni methylviologenu (47).

7. ZAVER



8.

Vysledky prace je mozné shrnout takto:

V kalusové kultufe byl zaznamenan statisticky vyznamny narust tvorby
flavonoidl oproti kontrole po aplikaci roztoku elicitoru o koncentaci ¢,
po 168 hodinach, u koncentrace c, po 12, 24 a 48 hodinach a u
koncentrace c; ke statisticky vyznamnému narustu nedoslo.

V suspenzni kultufe nebyl zaznamenan statisticky vyznamny narust
tvorby flavonoidi oproti kontrole po aplikaci roztoku elicitoru o
koncentaci c;, u koncentrace c, nastal statisticky vyznamny narust po
24 hodinach a u koncentrace c3 po 12 hodinach.

Maximalni zvySeni tvorby flavonoidd nastalo v kalusové kultufe pfi
elicitaci roztokem methylviologenu o koncentraci ¢; po 168 hodinach.
Produkce flavonoidu byla zvySena o 444% proti kontrole.

Maxima produkce flavonoidl suspenzni kulturou bylo dosazeno 12
hodinovou elicitaci methylviologenem o koncentraci c3, kdy narast
tvorby flavonoidu proti kontrole byl 42%.

NejvysSi obsah flavonoidd tedy dosahovala kalusova kultura elicitovana
168 hodin methylviologenem o koncentraci c;, kde tvorba flavonoid
byla zvySena o 444% proti kontrole.

Ke statisticky vyznamnému snizeni tvorby flavonoidu dos$lo v kalusové
kultufe po aplikaci methylviologenu v koncentraci ¢; po 6 a 12 hodinach
(0 100%) a v suspenzni kultufe po aplikaci koncentrace c, po 12
hodinach (o 88%).
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