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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP adenosin trifosfat

BA benzyladenin

4-CPA kyselina chlorfenoxyoctova
2,4-D kyselina dichlorfenoxyoctova
DMSO dimethylsulfoxid

GA kyselina giberelova

HDL high density lipoproteins
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
IAA kyselina indolyloctova

IBA kyselina indolylmaselna

IL-4 interleukin 4

IL-10 interleukin 10

ISO A isosilybin A

ISOB isosilybin B

a-NAA kyselina naftyloctova

SIL A silybin A

SILB silybin B

SILCHR silychristin

SILYD silydianin

2,45-T kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova
TAX taxifolin

VLDL very low density lipoproteins



1. UVOD

Rychly rozvoj technik explantatovych kultur dosahl takové urovné, ze je
mozno seriozné hodnotit jejich biotechnologické aplikace pro vyrobu
farmaceuticky daleZitych rostlinnych produktd. Rada rostlinnych latek je pro
Clovéka nenahraditelna jako farmaka a pozadavky na tyto latky rychle stoupaiji.
Proto kromé zemédélské produkce jsou stfedem zajmu jiné alternativni zdroje.
Rostliny musime stale jesSté povazovat za dosud malo prozkoumanou
zasobarnu farmaceutickych latek (1).

V poslednich letech se vSak stale obtiznéji zajistuje pfisun téchto
prirodnich surovin, nebot dochazi k drastickému zmensovani rostlinnych zdroju.
Ceny surovin vzrustaji a sou€asné stoupaji naroky, zejména farmaceutického
primyslu. Sbér divoce rostoucich lécivych rostlin i jejich polni péstovani je
znaéné sezonni zalezitosti, jeho vytéZznost zavisi na mnoha faktorech. Casto se
jedna o rostliny, jejichz péstovani muize byt ohrozeno klimatickymi vlivy,
hmyzem nebo bakterialnimi nakazami. Proto bylo v poslednich letech vénovano
velké usili na vypracovani biotechnologického postupu vyroby Zadanych
rostlinnych latek (2).

Rostlinné tkafové kultury predstavuji nadéjny zdroj latek prirodniho
pavodu. Hlavnim problémem jejich vyuziti je nizka produkce vétSiny
sekundarnich metabolitd. Jednou z metod pro zvySeni tvorby téchto latek je
elicitace, protoze biosyntéza mnoha sekundarnich metabolitd v rostlinnych
burfikach je soucasti obranné reakce vuci biologickym nebo abiotickym
stresovym vlivim (4).

Elicitace je metoda vyuzivajici obrannych mechanizmu rostlin ke zvySeni
produkce sekundarnich metabolitt v rostlinach i kulturach in vitro (3). Zakladnim
predpokladem uspésné elicitace, ktera se vyuziva ke zvySeni produkce
sekundarnich metabolitd, je mimo jiné nalezeni vhodného elicitoru, jeho

koncentrace a optimalni doby pusobeni elicitoru na rostlinnou kulturu in vitro

(5).



2. CiL PRACE

Cilem mé prace bylo seznamit se s metodikou kultivace kalusovych a
suspenznich kultur. Testovani vlivu pyrazin-karboxylovych derivati na produkci
flavonolignant v kalusovych a suspenznich kulturach Silybum marianum.

Stanoveni obsahu flavonolignani metodou HPLC.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Kultury rostlinnych explantatu

Kultury rostlinnych explantatd znamenaiji aseptickou kultivaci izolovanych
¢asti rostlin za umélych podminek (6). Jako explantaty se tedy oznacuji rizné
typy in vitro kultivovanych organu vynatych zrostlin, jejich c&asti,
meristematickych pletiv, bunék, protoplastl a kalusu. Explantatové kultury se
vyuzivaji jak pfi Slechténi rostlin, tak pfi produkci rostlinnych metabolitt (1).

Tkanové a bunécné kultury vySSich rostlin jsou schopny vytvaret
sekundarni metabolity v laboratornim méritku. Naskyta se moznost péstovat
rostlinné buriky v primyslovém méfitku pro vyrobu urcitych metabolitl. Vyrobné
vyuZzitelna produkce zatim vSak nebyla dosaZena, kultury nedosahuji dosud , az
na néktereé vyjimky tak intenzivni biosyntézy jako cely organismus. Pfekazkou je
také velmi pomaly narast bunéénych kultur vySSich rostlin ve srovnani
s kulturami mikroorganismu (29).

Zakladem rostlinného organismu, vznikajiciho pohlavnim
rozmnozovanim, je jedna bunka — zygota, ktera vznikne oplozenim vaje¢né
buniky burikou spermatickou. Zygota obsahuje v jadfe kompletni genetickou
informaci a v cytoplazmé& mechanismy umoznujici realizaci této informace.
Zygota je totipotentni a mitoticky se déli. Procesem mitotického déleni vznikaji
dcefiné bunky, které se dale vyvijeji a dochazi k jejich diferenciaci. Stavaji se
stavebnimi jednotkami specializovanych pletiv. MoZnost vegetativnhiho mnozeni
rostlin v8ak ukazuje, Ze rostlinné bunky touto diferenciaci nijak nedegeneruiji,
ale Ze jsou schopny dediferenciace a opétného déleni. Buriky diferencovanych
pletiv se totiz ve své genetické vybavé neliSi od bunék meristematickych.
Proces diferenciace je totiz zalozen na tzv. diferen¢éni genové aktivité, kdy se
specializace buriky vytvafri na zakladé aktivace C&i inaktivace urcitych genu
pFisluSného rostlinného druhu. V rostlinném organismu je tedy totipotentni nejen
zygota a meristematicka burika, ale i kterakoli jina rostlinna bunka (6).

Kazda bunka obsahuje uplnou genetickou informaci celého organismu.
Nedotéeny zlstavaji informace urlujici zakladni zivotni pochody, jako je
syntéza bilkovin, glykolyza aj. BEéhem rastu a dalSiho vyvoje pletiv nasleduje

dediferenciace anatomicka a morfologicka. Na indukci diferenciace se podileji



bunky sousednich pletiv nebo vlastniho pletiva, fytohormony aj. a bunky
diferencovaného pletiva tak ziskaji opét schopnost délit se (7). Zménou
podminek, ve kterych se specializovana rostlinna bunka nachazi, je mozné
v mnohych pfipadech vyvolat dediferenciaci a neorganizovany rust. Teoreticky
je jakékoliv pletivo obsahujici bunky s funkénim jadrem vhodné pro odvozeni
explantatovée kultury (6).

Kultura rostlinnych explantatd se ziska z kterékoli ¢&asti rostliny,
nadzemni nebo podzemni, explantaci parenchymatické tkané, jejim
pfenesenim na tuhou zivhou pudu a inkubaci v teplotnim rozmezi 23 az 28°C.
Po narGstu dostate€ného mnozstvi bunék ve formé kalusu je mozné je
opakované prenaset na Cerstvé Zivné pldy a udrzovat tak ziskanou kulturu v
aktivnim stavu. Obsah rastovych latek a vitaminUd v Zivné pudé ma rozhoduijici
vyznam nejen pro rust kalusové kultury, ale i pro pfevadéni kalusu do
suspenzni kultury. Zejména rozpadavy kalus po preneseni do tekuté zivné pady
zajiStuje homogenitu suspenzni kultury, ktera je pro dalSi vyvoj postupu
nezbytna. Homogenni kultura v tomto pfipadé znamena, Zze obsahuje kromé

jednotlivych bunék i shluky dvou az nékolika bunék (1).

M AW

rostlina otkovani na kalus izolovany suspenzni
pevnou pidu kalus kultura

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

3.1.1. Rozdéleni kultur rostlinnych explantatu (8)

Podle morfologické charakteristiky se rozliSuji:
e Kultury organové - organové systémy, organy, resp. jejich
zaklady Ci ¢asti, péstované v podminkach in vitro zplisobem, ktery
umozniuje jejich diferenciaci a vcelku zachovava jejich stavbu

a funkci.
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e Kultury tkanové (resp. pletivové, kalusy) — do rizného stupné
soudrzné, morfologicky = dezorganizované  mnohobunécné
komplexy tkané (pletiva), pomnozované bud na polotuhych, Ci
pevnych nosiCich, nasycenych Zivnym médiem nebo vyjimeéné
v tekuté zivné pudé.

e Kultury suspenzni — volné buriky a bunécné shluky spolecné
pomnozovaneg, suspendované v tekuté zZivné pudé, promichavané
a provzdusnované.

e Kultury bunééné (resp. kultury volnych bunék) - volné
jednotlivé a identifikované bunky, resp. jejich nejblizSi potomstvo,
pomnozované v tekuté ¢i polotuhé pGdé nebo na nosici

nasyceném pudou.

Kultury protoplasta — kultury bunék zbavenych bunéénych stén.

3.1.2. Kultivace explantatovych kultur (1)

Volba vhodného kultivacniho zafizeni ma pro pfipravu explantatovych
kultur rostlinnych bunék znacny vyznam. Pfi Setrném avSak nedostateCném
zpusobu promichavani explantatové kultury mohou byt metabolické procesy
limitovany kyslikem a kromé toho vznika trvaly tfifazovy systém v dusledku
nadmérné sedimentace nebo flotace bunék. Vhodnym zafizenim jsou
pomalobézné rollery nebo plastikové vaky umisténé na pomalobézném
reciprokém tfepacim stroji. Nevyhodou je znacné dlouha doba kultivace,
bunécny cyklus explantatovych kultur se pohybuje od 15 hod vySe. Tim jsou

zvySené naroky na udrzeni sterility procesu.

3.1.3. Slozeni kultivaéniho média (6)

Mg wivs

Jednim z nejdulezitéjSich faktord ovliviujicich rist a morfogenezi
v explantatovych kulturach je slozeni kultivaéniho média. Média pouZzivana jak
pro kultivaci bunék, tak rostlinnych pletiv & organu obsahuji obvykle nasledujici

slozky: makroelementy, mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny nebo dalSi
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zdroj organického dusiku, sacharidy, nedefinované organické slozky, zpevrujici
latku a rastové regulatory.

Mezi nejCastéji pouzivana média patfi ta, ktera popsali White (1963),
Murashige a Skoog (MS, 1962), Gamborg et al (B5, 1968), Gautheret (1942),
Shenk a Hildebrant (SH, 1968), Nitsch a Nitsch (1969) a Lloyd a McCown
(1981).

a) Makroelementy
Makroelementy zahrnuji: dusik, fosfor, draslik, vapnik, hof¢ik a siru. Optimalni
koncentrace kazdého prvku pro dosazeni maximalni ristové rychlosti je zna¢né
zavisla na rostlinném druhu. Kultivaéni médium by mélo obsahovat
pfinejmensim 25-60 mM anorganického dusiku, nej¢astéji ve formé dusi¢nanu
draselného a dusi¢nanu amonného. Draslik se do médii dodava ve formé
dusi¢nanu nebo chloridu v koncentraci 20-30 mM. Optimalni koncentrace
fosforu, hof€iku, siry a vapniku se pohybuje v rozsahu 1-3 mM.

b) Mikroelementy
Mezi mikroelementy patfi: Zelezo, mangan, zinek, bor, mé&d a molybden. Zelezo
a zinek se obvykle dodavaji v chelatové formé. Také se nékdy pfidava kobalt,
jéd, sodik a chlor. Méd' a kobalt se davaji v koncentraci 0,1 yM, zelezo 100 uM,
molybden 1 uM, jéd 5 uM, zinek 5-30 yM, mangan 20-90 uM a bor 25-100 uM.

c) Zdroj uhliku
NejCastéji je pouzivana sachar6za, nékdy je mozné ji nahradit glukézou Ci
fruktézou. Obvykle pouzivana koncentrace sacharézy je 2-3 %.

d) Vitaminy
Pro rostlinné buriky a pletiva kultivovana in vitro mohou byt nékteré vitaminy
limitujicim faktorem jejich rastu. NejCastéji se pouzivaji thiamin, kyselina
nikotinova, pyridoxin a myo-inositol. Thiamin se pouziva v koncentraci 0,1-10,0
mg/l, je soucasti vétSiny médii a je nepostradatelny pro rast tkanovych kultur.
Kyselina nikotinova se dodava v koncentraci 0,1-5,0 mg/l, pyridoxin
v koncentraci 0,1-10,0 mg/l. Myo-inositol se vyskytuje ve vétSiné Zivnych
médiich, nemusi byt pro rlst explantatu nezbytny, ale muze tento rust
stimulovat. Pfedpoklada se jeho ufast na tvorbé fosfoinositidu

a fosfatidylinositolu, které hraji roli v buné&ném déleni. Myo-inositol se pouziva
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v koncentraci 50-5000 mg/l. Dalsi vitaminy, které se nékdy pouzivaji, jsou
biotin, kyselina listova, kyselina askorbova, kyselina pantotenova, riboflavin atd.

e) Aminokyseliny a dalSi zdroje organického dusiku
Aminokyseliny mohou stimulovat rast explantatd, a to hlavné pfi kultivaci
bunéénych suspenzi a protoplastd. Slouzi burfikam jako bezprostfedni zdroj
dusiku nebo mohou byt vyuzZivany pfimo k syntéze proteind. Dusik se
v organické formé& dodava hlavné ve smési aminokyselin (napf. kasein
hydrolyzat). Také se pouziva L-glutamin, L-asparagin, glycin a adenin.
NejCastéji se pouziva koncentrace 1-100 mg/I, pfi vy8Sich koncentracich mohou
inhibovat rust.

f) Nedefinované organické slozky médii
Do této skupiny patfi cela Ffada organickych extraktll jako napf. protein
hydrolyzat, kokosové mléko, kvasniCni extrakt, sladovy extrakt, extrakt
z bananl, pomerancové Ci rajCatové Stavy. NejCastéji se pouziva protein
(kasein) hydrolyzat v koncentraci 0,05-0,1 % a kokosové mléko v koncentraci
5-20 %. Také se nékdy do médii pfidava aktivni uhli, které ma jak stimulacni,
tak inhibi¢ni efekt na rust explantata. Aktivni uhli ma v zivném médiu tfi zakladni
funkce: absorpce latek inhibujicich rust, absorpce rustovych regulatord a
ztmavnuti média. Inhibici rastu v pfitomnosti aktivniho uhli v médiu je mozné
vysvétlit absorpci rastovych regulatord. Stimulaéni ucinek je pfipisovan jeho
schopnosti vazat toxické fenolické sloueniny produkované explantatem. Aktivni
uhli se pfed pouZitim proplachne kyselinou a zneutralizuje. Pouziva se
v koncentraci 0,5-1,0 %.

g) Latky pouzivané pro zpevnéni média
Pro pfipravu tuhych médii se nejCastéji pouziva agar. K vytvoreni gelu, je-li agar
smichan s vodou, dojde pfi teplotach 60-100°C, ktery tuhne pfiblizné pfi 45°C.
Agaroveé gely jsou tedy stabilni pfi teplotach pouzivanych ke kultivaci. Agar se
obvykle pouziva v koncentraci 0,8-1,0 %. Je mozno také pouzivat agarézu,
Phytagel a Gerlite. Phytagel a Gerlite se pfidavaji v koncentraci 1,25-2,5 g/l,
rychle tuhnou a vysledny gel je velmi Cisty. V pfipadé, Ze neni pouZzito pevné
médium, je mozné explantaty fixovat na mdustcich z filtraCniho papiru,
polyuretanové péné, CediCové vaté, perforovaném celofanu atd.

h) Ruastové regulatory

Zpracovany v kapitole 3.2.
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3.1.4. Faktory ovliviujici explantatové kultury (9)

Na explantaty nema vliv pouze sloZeni kultivaCniho média, ale i dalSi
faktory:
e svétlo (kvalita, intenzita a fotoperiodicita)
e teplota

e plynna slozka kultivacniho prostiedi

Vedle kultivanich podminek zavisi rust také na vlastnim explantatu:
e organ, ze kterého byl explantat izolovan
o fyziologické a ontogenetické stadium
e obdobi odbéru explantatu
o velikost explantatu
e kvalita donorové rostliny
e genotyp
e orientace explantatu
e predchozi plsobeni na donorovou rostlinu

e inokulaéni hustota

Uvedené poradi nepfedstavuje v zadném pfipadé poradi dulezitosti.
Dnes se povazuje za jeden zrozhodujicich faktord genotyp. Pravé
u explantatovych kultur se vSak velmi nazorné ukazuje vzajemna

neoddélitelnost genetickych a fyziologickych zakonitosti.

3.1.5. Vyuziti explantatovych kultur (1)

e Alternativni pfiprava produktl ziskavanych dosud z rostlin v polni kulture,
prfednosti je urCeni si vlastnich podminek, bez zavislosti na rocnim
obdobi, bez zavislosti na pocasi. Tyto produkty jsou homogenni, bez
kontaminantl, hmyzu a chemikalii.

e Ziskavani produktl obsazenych v nesnadno péstovatelnych rostlinach.

14



e Ziskavani

novych

latek pfi

zméné metabolismu explantatovych

rostlinnych bunék. Tyto latky nebyly zjiStény v matefskych rostlinach.

e Produkty biotransformaci, ziskavaji se farmaceuticky vyznamné latky.

V explantatovych kulturach se dosahl vysSi obsah prislusné latky ve

srovnani s matecnou rostlinou v nékolika pfipadech (viz. tab. €.1.).

Produkt Druh rostliny Tvorba bunék Tvorba bunék
v kulture bunék v rostliné (%
(% suché suché
hmotnosti) hmotnosti)
Antrachinony Morinda citrifolia | 18 2,2
Ubichinon-10 Nicotiana 0,04 0,003
tabacum
Ajmalin Catharanthus 1,8 0,8
roseus
Serpentin Catharanthus 1,8 0,8
roseus
Diosgenin Discorea 2,2 2
deltoides
Rosmarinova Coleus blumei 25 3
kyselina

Tabulka €. 1. Nékteré produkty hromadéné v explantatovych kulturach ve

vysSich koncentracich nez v matecné rostliné (1).

15




3.1.6. Mikropropagace rostlin

Mikropropagace predstavuje zplUsob vegetativniho mnozeni rostlin
s vyuzitim explantatovych kultur. Proti tradicnim zpUsobim vegetativniho
mnozeni ma fadu vyhod:

e Kultura se odvozuje z velmi malych €asti rostlin a nevyzaduje se pfilis
prostoru.

e Rozmnozovani se provadi ve sterilnich podminkach, a tim je zabranéno
virovym a mikrobnim nakazam.

e Podminky mnoZeni jsou pfesné definovany.

e Je mozno produkovat druhy nebo klony rostlin, které se tradiCnimi
metodami vegetativnhiho mnozeni mnozi pomalu nebo vibec.

¢ Rostliny je mozno mnozit po cely rok bez zavislosti na ro¢nim obdobi.

e Vzhledem k malé velikosti vychoziho materialu nejsou naroky na velké
sklenikové plochy pro uchovavani matecnych rostlin.

¢ Rostliny in vitro mezi pasazemi nevyzaduiji prakticky zadnou péci (1).

e Mikropropagace umozniuje zkratit Slechtitelsky cyklus a rychlé
namnozeni nové vyslechténych odrud.

Mezi hlavni nevyhody patfi relativné drahé laboratorni vybaveni
apomérné vysoka pracnost metody, ktera zatim neumozZnuje vyuziti
mechanizace. DalSi nevyhodou je pomérné drahy provoz Ilaboratofe
explantatovych kultur (6).

Faze mikropropagace (6)

1) Stadium 0 — vybér mateéné rostliny a jeji priprava pro odbér
explantatu
Je dulezité znat puvod matecné rostliny, ktera by méla byt zdrava
a péstovana v optimalnich podminkach. Odvozeni a rUst explantatu je
ovliviovan ro€nim obdobim, ve kterém je odebiran. NejlepSich vysledku je
dosahovano, je-li explantat odebran z rostliny v aktivni fazi rastu.
2) Stadium | — odvozeni aseptické kultury
Hlavnim cilem tohoto stadia je odvodit sterilni primokulturu. To je spojeno
s povrchovou dezinfekci materialu pouzivaného jako explantat. Tento proces

zahrnuje oplachnuti explantatu vodou a jeho povrchovou dezinfekci pomoci
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jednoho nebo vice dezinfekCnich Cinidel (chloramin B, chlorové vapno). Po
dezinfekci je nutné dezinfekéni roztok z explantatu odstranit opakovanym
vypiranim ve sterilni destilované vodé. Poté se explantaty umisti do kultivacni
nadoby na povrch média, popf. do média.

3) Stadium Il — faze proliferace explantatové kultury

Hlavnim cilem je namnoZeni explantatu, primokultura je opakované
pasazovana na Cerstvé médium. Tento proces trva do dosazeni zadaného
poctu explantatu.

4) Stadium lll — zakofenovani in vitro

Tato faze predstavuje jednorazovou kultivaci prytld. K zakofefiovani je
nutné pouzit jiné kultivaCni médium, které ma odliSné sloZeni a obsahuje jak
cytokininy tak auxiny. U nékterych druhu se pouziva médium s nizSim obsahem
makro a mikroelement(. Kofeny se také lépe tvofi pfi kultivaci prytd na
mustcich z filtracniho papiru. Dulezity vliv hraje i teplo a svétlo. Teploty, které
obvykle stimuluji rast kofend, se pohybuji v rozmezi 25 - 28°C.

5) Stadium IV — zakorenovani in vivo a aklimatizace

V tomto stadiu dochazi k zakofefiovani prytd v nesterilnich podminkach
na substratech, jinych nez jsou kultivacni média (napf. smési obsahujici pisek,
raselinu). Substrat by mél byt slabé kysely az neutralni a mél by mit vysokou
vodni kapacitu, proto je nékdy nutné pouzivat smési jednotlivych substratl. Je
také potfeba aklimatizovat rostliny na snizenou vihkost a pfechod na autotrofni
zpUsob vyZivy.

Jelikoz rostliny rostouci v kultufe nemaji vytvofenou dostate¢né silnou
kutikulu a maji velmi €asto nefunkéni praduchy (tento jev je oznacovan jako
vitrifikace), je nezbytna aklimatizace na snizenou vzdu$nou vlhkost. Je to
zpusobeno vysokou vihkosti v kultivaénich nadobach a malou intenzitou svétla.

DalSim problémem je pfechod z heterotrofie na autotrofii. Pokud totiz
probiha v explantatech fotosyntéza, neni hlavnim zdrojem organického uhliku,
tim je meédium. Listy rostlin rostoucich v explantatech maji odliSnou vnitfni
stavbu a to jim znemoZznuje intenzivni fotosyntézu. Proto jsou listy vzniklé
v explantatovych kulturach povazovany spiSe za zasobni organy, které
poskytuji organické latky pro rast novych listd. Nové vzniklé listy jsou jiz
schopné fotosyntézy a reguluji vydej vody rostlinou.
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3.1.7. Kalusova kultura

Kalus pfestavuje soubor nediferencovanych bunék. Kalusové kultury
mohou byt embryogenni a non-embryogenni. Embryogenni kalusové kultury
obsahuji diferencované buriky, které mohou regenerovat celé rostliny pfres
proces zvany somatickd embryogeneze. Non-embryogenni kalusové kultury
obsahuji vice & méné shluki nediferencovanych bunék, jsou pouzivany pro
produkci sekundarnich metabolitd (10). U vétsiny dvoudéloznych rostlin je
mozné kalus odvodit z riznych explantatd jako napf. ze segmentu listd, stonkad,
kofenu, kouskl zasobnich organu, vzrostnych vrcholG, embryi atd. U
jednodéloznych rostlin je mozné pouzit embrya, velmi mladé listy, nodalni
segmenty stonkd Ci kvétni zaklady. Rust kalusu je indukovan umisténim
explantatu na médium s relativné vysokou koncentraci auxinu (1-10mg/l)
v pfitomnosti nizSi koncentrace cytokininu. Kalus mize byt pouzit k odvozeni
suspenzni kultury. Kalusova kultura s opakovanymi pasazemi ztraci morfogenni

schopnost a stoupa u ni pravdépodobnost genetickych zmén (6).

3.1.8.Suspenzni kultura (6)

Suspenzni kultury rostlin pfedstavuji relativné homogenni populaci bunék
nebo malych bunénych agregatu, které jsou kultivovany v pohybujicim se
tekutém zivném meédiu. Bunky suspenze maji diky tomu pfimy kontakt s zivnym
médiem, takze jednotlivé slozky jsou rychle pfistupné. Snadny pfistup Zivin
a také dobra vymeéna dychacich plynu v pohybujicim se médiu umozniuje velmi
rychly rust suspenze. Pfi dlouhodobé kultivaci se suspenze stava heterogenni
smési, je to zpusobeno genetickymi zménami.

Pro ziskani suspenzni kultury je nezbytné nejprve odvodit kalusové
pletivo. Suspenze se nejlépe tvofi z rozpadavého kalusu. Poté jsou kousky
kalusu kultivovany na tekutém médiu na tfepacce nebo rolleru. P¥i kultivaci na
rolleru Ci tfepaCce se kultivacni nadoby pIni pouze z jedné pétiny az jedné
Ctvrtiny.

Rust bunécné suspenze v uzavieném systému — meéni se podminky

kultivace (sloZeni média, hustota bunécné suspenze atd.) Ize charakterizovat
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tzv.ristovou kfivkou. Rlstovou kfivku je mozné ziskat tak, Zze se graficky
znazorni zavislost nékteré zrustovych charakteristik suspenze (Cerstva

hmotnost, poCet bunék, susina atd.) na ¢ase (obr. €. 2.).

pocet bunék il

stacionarni faze

exponencian faze

doba kultivace (dny)
Obr. €. 2. Rastova kfivka (6).

RuUst suspenze je v porovnani sristem kalusu na pevném médiu
mnohem rychlejSi. Rychly rust bunék zplsobuje rychlé odcéerpavani Zzivin
z kultivaéniho média a k zajisténi stalého rustu je proto nutné suspenze
pomeérné Casto pasazovat na Cerstvé médium.

Pasazovani je nutné provadét na konci exponencialni faze rustu, ktera je
charakteristicka aktivnim délenim a rustem bunék. V exponencialni fazi neni
rist bunék limitovan exogennimi faktory. Exponencialni faze rustu je jednou
z fazi rustové kfivky.

Prabéh kfivky je charakteristicky pomalym rastem suspenze tésné po
naockovani (lag faze), velmi intenzivnim nardstem v exponencialni fazi a
poklesem popf. Uplnym zastavenim rlstu ve stacionarni fazi. Rlst bunék ve
stacionarni fazi je pfedevSim limitovan nedostatkem Zivin, které byly vyCerpany

z média v prubé&hu exponencialniho rustu.
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3.2. Rustové requlatory

Na zakladé urcitych analogii s pusobenim hormonl Zivocisnych je pét
skupin endogennich rustovych regulatori povazovano za rostlinné hormony.
Jsou to auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a ethylen. Mimo né
existuje v rostlinach mnozstvi latek s ristové regulacni aktivitou, které mezi
hormony fazeny nejsou, nebot jsou ucinné ve vysSich koncentracich Cci
nezname dostateCné obecnost jejich plsobeni. Jsou to zejména
brassinosteroidy, polyaminy, kyselina jasmonova a velka skupina fenolickych
latek (9).

Fytohormon se vaze na receptor (= protein) na membrané a signal do
buriky je pfenasen systémem ,poslu” (second messenger) anebo fytohormon
pfimo pronika do buriky a vaze se na tzv. vazebné misto v cytoplasmé a vznikly
komplex pronikda do bunécného jadra, kde vyvola zménu exprese nékterych

genu (7).

3.2.1. Auxiny

Dnes je z auxinovych fytohormon( nejznaméjsi heteroauxin, ktery je po
chemické strance kyselinou B-indolyloctovou (IAA). Stimulaci ristu vyvolava
IAA v rozmezi 10" aZ 10™ mol/l. Vy$si koncentrace rust inhibuji asto zvy$enou
tvorbou ethylenu. Heteroauxin ,zmék&uje“ sténu bunéfnou aktivaci
hydrolytickych enzymd. Méni kyselost bunééné stény ziejmé pres protonové
pumpy, a tim je pH prostfedi vhodné pro aktivitu enzymd potfebnych pro jeji
rist. Stimuluje vznik adventivnich kofenu a raSeni pupenl. Na vzrostném
vrcholu, kde heteroauxin dosahuje vy$Si koncentrace, pini vlastné funkci
nativniho inhibitoru tim, Ze brzdi rast postrannich pupent (7).

Kauxinim se fadi predevS§im kyselina indolyloctova (IAA), kyselina
indolylmaselnad (IBA), Kkyselina dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina
naftyloctova (NAA). IAA pfedstavuje nativni auxin, ostatni jsou latky syntetické.
Dalsimi  syntetickymi  latkami patfici ktéto skupiné jsou kyselina
chlorfenoxyoctova (4-CPA), kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T).

Auxiny jsou Vv kultivaénim médiu pouzivany pfedevSim za ucCelem stimulace
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ristu kalusu a bunék, v nékterych pfipadech k indukci tvorby prytd a zejména

kofend, k indukci somatické embryogeneze a stimulaci rastu prytd (6).

3.2.2. Gibereliny

Dnes je znamo vice nez 100 giberelind (= derivatd s giberelanovym
skeletem). Jsou to terpenoidni slouCeniny s charakteristickym giberelanovym
skeletem. Oznacujeme je Cislicemi GA;, GA,, GAz atd. Nejznaméjsi je kyselina
giberelova (GA3), které se bézné fika giberelin.

Giberelin vznika v mladych listech pfredevS§im vzrostnych vrchold,
v kofenech i v kli¢icich semenech. Nepusobi toxicky a proto na rozdil od auxinu
se vrostlinach nevytvareji zadné mechanismy na odbouravani giberelinu.
Giberelin stimuluje mitézu v meristémech, rast internodii i listd, nikoliv vSak
kofenu. RuSi dormanci semen, ovliviiuje aktivitu amylazy, indukuje kveteni u
dlouhodennich rostlin. Pfi tom ucinek GA3; neni tak zavisly na koncentraci jako
je tomu u auxinu (7). GAz stimuluje rust bunéénych kultur pfi nizké hustoté

suspenze, dale stimuluje rust kalusu a rlst zakrslych rostlin (6).

3.2.3. Cytokininy

Cytokininy indukuji v pfitomnosti auxini buné&cné déleni Cili cytokinezi.
Se stimulaci déleni bunék je spjato urychleni tvorby DNA. Obecné lze fFici, ze
cytokininy stimuluji metabolismus rostlin, zvliasté pak RNA a proteosyntézu.
Proto zpomaluji starnuti bunék a zvySuji jejich odolnost proti nepfiznivym
Cinitelim prostfedi. Nejnapadnéji se jevi schopnost cytokininG branit Zloutnuti
izolovanych listl (7).

Mezi cytokininy patfi benzylaminopurin (BAP, jinak benzyladenin BA),
6-dimetylaminopurin (kinetin) a zeatin. Cytokininy se pouzivaji v kultivacnich
médiich za ucelem stimulace bunééného déleni a stimulaci tvorby axilarnich
prytd (6). Cytokininy pusobi na fyziologické procesy v interakci a kooperaci
zejména s auxiny. Cytokininy a auxiny umoznuji regeneracni proces ,in vitro“ a
zménami jejich poméru v médiu lze regenerovat celou rostlinu (vyrovnany

pomér = kalus, nadbytek auxinu = kofeny, nadbytek cytokininu = stonky) (7).
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3.2.4. Kyselina abscisova

Kyselina abscisova patfi k terpenoidnim inhibitordm. Vyskytuje se ve
formé nékolika izomerl a fyziologicky aktivni je jeji S-izomer. Nejvice se ji tvofi
v dormantnich semenech, pupenech, hlizach i cibulich a vlastné urCuje dobu
dormance. Mlze vznikat ziejmé ve vSech organech rostliny, pfedevsim v8ak za
stresovych podminek. Brzdi prodluzovaci fazi rdstu bunék (pUsobi
antagonisticky k pusobeni auxint a giberelint). Jeji obsah ve starnoucich nebo
zavadajicich listech prudce stoupa. Urychluje starnuti listd, jejich opad a vstup
do vegetacniho klidu (7).

Kyselina abscisova stimuluje i inhibuje rast kalusu v zavislosti na
rostinném druhu, stimuluje proliferaci prytGt a inhibuje pozdéjsi faze

embryogeneze (6).

3.2.5. Ethylen

Ethylen ma v hierarchii fytohormonl zvlastni postaveni, protoze ve
fyziologické koncentraci ma tak nejednoznacné ucinky, Ze jej nemulzZeme
pokladat ani za stimulator ani za inhibitor.

Po chemické strance je nejjednodussSim rlstovym regulatorem. U vyS$Sich
rostlin vznika z methioninu. Rozpousti se v cytoplazmé, kde byla zjiSténa
specificka vazebna mista pro ethylen. PuUsobi i na expresi gend. Brzdi
proteosyntézu, i tvorbu mRNA. Naopak indukuje tvorbu nékterych mRNA
i bilkovin.

Ethylen je snad nejznaméjsi signalni molekulou zprostfedkujici reakci
rostliny na poranéni (stres). Plsobi na enzymy a tim reguluje procesy v bunce
nebo se vaze na membrany a tim zvySuje jejich permeabilitu. Byl zjistén
synergicky ucinek predevSim auxinu na tvorbu ethylenu. Auxiny totiz stimuluji
v pletivech produkci ethylenu a ten ve zvySené koncentraci inhibuje jejich dalSi
tvorbu. Proto byva ethylen bézné chapan jako antagonisticky pusobici latka na
vSechny typy fytohormona (7).
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3.3. Fyziologie stresu

3.3.1. Stresova reakce a stresové faktory (9)

Rostliny jsou béhem svého Zivota vystaveny velmi promeénlivym
podminkam vnéjSiho prostfedi. Ty mohou nejen zpomalovat jejich Zivotni
funkce, ale také poSkozovat jednotlivé organy a v krajnim pfipadé vést i k jejich
uhynuti.

Nepfiznivé vlivy vnéjSiho prostfedi zavazné ohrozujici rostlinu
oznacujeme jako stresové faktory (stresory).
setkavaiji v prirodé:

Abiotické faktory
o fyzikalni
» mechanické ucinky vétru
» nadmérné zareni (UV, viditelné)
» extrémni teploty (horko, chlad, mraz)
e chemicke
» nedostatek vody (sucho)
nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
nedostatek zivin v pudé
nadbytek iontd soli a vodiku v pidé

toxické kovy a organické latky v pudé

vV V VYV V V

toxické plyny ve vzduchu

Biotické faktory
e herbivorni Zivo€ichové (spasani, poranéni)
e patogenni mikroorganismy (viry, mikrobi, houby)

e vzajemné ovliviiovani (alelopatie, parazitizmus)
Stresové faktory, at’ uz fyzikalné-chemické ¢i biotické, mohou pronikat do
vnitfniho prostfedi rostlin riznych druh( nestejné snadno, a to predevSim

v dusledku rizné vyvinutych ochrannych struktur. Tento zplsob ochrany ma
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pfevazné pasivni a dlouhodoby charakter (napf. tlusta kutikula na listech,
vyrazna impregnace bunécnych stén). Jedna se vlastné o schopnost vyhnout
se stresu, ke které pfispivaji také vhodné naasované zivotni cykly.

Z fyziologického hlediska jsou mnohem zajimavéjSi mechanizmy aktivni
odolnosti omezujici negativni dopad stresord az po jejich proniknuti
k plazmatické membrané bunék a do symplastu. V takovém pfipadé dochazi ke
spusténi retézce zmeén, ktery byva oznacovan jako stresova reakce.

Zjednodusené muzeme popsat prubéh stresové reakce:

e poplachova faze - bezprostfedné po zacatku pulsobeni
stresového faktoru dochazi k naruSeni bunélnych struktur
a funkci

o restitucni faze — intenzita pasobeni stresoru neprekracuje letalni
uroven a zahy dochazi k mobilizaci kompenzacénich mechanism

o faze rezistence — kompenzacni mechanismy sméfuji ke zvyseni
odolnosti rostliny vaci pasobicim faktorim

o faze vycerpani — pfi dlouhodobém a intenzivnim pusobeni

stresového faktoru dochazi k dalSimu poklesu

X
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Obr. &. 3. Idealizovany pribéh stresové reakce (podle Larchera 1995)
(9).

Zakladni schéma prabéhu stresové reakce vSak nevypovida vubec nic
o rozmanitosti vlastniho pasobeni stresort ani o koordinaci slozitého komplexu
reakci, kterymi je podlozena odpovéd rostliny na jejich pasobeni.

Prabéh stresové reakce a jeji kone€ny vysledek zavisi jak na intenzité

a délce pusobeni stresového faktoru na danou rostlinu, tak i na geneticky
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vazanych predpokladech odpovédi, souhrnné oznacCovanych jako adaptacni
schopnosti.

Pfechodné zvySeni odolnosti ziskané pod vlivem stresoru a nazyvané
jako aklimatizace muzZe byt zaloZzeno jak na zménach rychle pomijivych (tvorba
specifickych metabolitd), tak i na zménach trvalejSich (zmény v tvorbé novych
organu a v jejich vnitfni strukture).

Studium stresu u rostlin rostoucich v pfirodnich podminkach byva
komplikovano tim, Zze Casto vice stresovych faktorl puUsobi sou€asné (napf.
silné zareni, vysoka teplota a nedostatek vody). Interakce mezi nimi mohou
podstatné ménit charakter stresové reakce ve srovnani s pusobenim kazdého
faktoru oddélené. Pusobeni stresorl byva také ¢asto omezeno pouze na Cast
rostliny, ve které dochazi k lokalni stresové reakci, ale ta mize druhotné

zpUsobovat stres i v ostatnich organech.

3.3.2. Spoleéné mechanizmy stresovych reakci

Existuji jisté vyhrady o obecné stresové reakci rostlin, presto byly
nalezeny spole¢né dil¢i komplexy reakci, které vedou ke zvySeni odolnosti vUCi
nékolika stresiim soucasné.

K nejCastéjSim spoleCnym zmeénam, které vedou ke zvySeni odolnosti
vuci nékolika stresovym faktorim soucasné, patfi:

> tvorba stresovych proteind;

» tvorba a odstranovani aktivnich forem kysliku;

> tvorba ,stresovych” fytohormonl (kyseliny abscisové, ethylenu,
kyseliny jasmonové, methyljasmonatu a polyamidu);

» tvorba osmoregulacnich  slou€enin  (cukrtd, polyalkohol(

a jednoduchych dusikatych latek) (9).

Tvorba stresovych proteint

Vlivem stresoru se zacinaji v bunce syntetizovat proteiny, které se za
normalnich okolnosti vibec nedaji v burice zjistit. Tyto proteiny se nazyvaji
stresové proteiny. Jen nékteré proteiny se vyskytuji pravidelné i u jinych typu

stresq, vétSina je specificky vazana na urcity stresovy faktor.
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Proteiny, jejichz syntéza je indukovana nespecificky (rdznymi typy
stresorll), muzeme rozdeélit do tfi funkénich skupin: molekularni chaperony,
protedzy a ubikvitin. Jejich intenzivni tvorba souvisi se vzrlistem poctu
poskozenych proteint v riznych bunéénych strukturach.

Chaperony slouzi nejen kfizeni zmén konformace proteinl pfi
transportech pfes membrany, ale jsou schopny upravit jejich konformaci i pfi
mirném poskozeni. Pokud ovSem dojde k velkym, nenapravitelnym zménam, je
takovy protein ,0znacen“ malou molekulou ubikvitinu a rozloZzen pomoci proteaz

na aminokyseliny. Ty jsou pak vyuZity k syntéze novych proteina.

Mg vwiv s

» proteiny indukované zvySenou teplotou;
» proteiny indukované chladem;

» proteiny indukované dehydrataci;

» proteiny indukované sniZzenou koncentraci kysliku;
» proteiny indukované patogeny (9).

Tvorba a odstranovani aktivnich forem kysliku

Aktivni formy kysliku (ROS, reactive oxygen species).

Bézny molekularni kyslik v nasi atmosféfe je pomérné malo reaktivni,
ovSem nékterymi procesy v rostlinach muze byt pfeménén na mnohem
aktivnéjsi formy (singletovy kyslik a superoxidovy anion) €i silné oxidaéni
slou€eniny (hydroxylovy radikal, peroxid vodiku).

Uloha t&chto latek je rozmanita. Vznikaji jako nebezpe&né produkty pfi
pusobeni Ffady stresovych faktor( a rostliny musi mit u¢inné systémy na jejich
deaktivaci. Na druhé strané mohou mit kladnou ulohu jako signaly ¢i ochranné
latky pfi nékterych typech stresu a je tudiz zadouci jejich koncentraci udrzovat
na jisté urovni.

Tvorba aktivnich forem kysliku probiha na prvnim misté v chloroplastech,
kde se soustfeduje velké mnozZstvi energie pfi absorpci zafeni asimilacnimi
pigmenty a souCasné je v nich zvySena koncentrace kysliku z rozkladajici se
vody ve fotosystému II. K fotoredukci kysliku muze dochazet predevSim ve
fotosystému | (Mehlerova reakce), produktem pfi Mehlerové reakci je superoxid,

Vv,
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vodiku. ZvysSeni tvorby aktivnich forem kysliku je v chloroplastu dano snizenim
rychlosti sekundarnich procesu fotosyntézy vlivem nejriznéjSich stresovych
faktorua (9).

Superoxid funguje jako oxidacni i redukcni €inidlo. Je schopny reagovat
a vytvaret dalSi aktivni formy kysliku. Enzym superoxiddismutaza, ktera se
nachazi v matrix chloroplastd a na tylakoidni membrané, dismutuje superoxid

na peroxid vodiku, a to zvlasté za mirné kyselého pH.
0, — H,0,

Kdyz spolu reaguji superoxid a peroxid vodiku dochazi k reakci, kdy je
produkovana nejreaktivnéjsi forma kysliku — hydroxylovy radikal. Tato reakce,
znama pod jménem Haber-Weiss, vS8ak musi byt katalyzovana pfeménou

kovovych iontl, zejména Zeleza a médi (15).
H,O, + 02._ —OH +O0OH + (o7}

V chloroplastu také muize dochazet k tvorbé singletového kysliku za
vysoké ozarenosti pfenosem excitaCni energie z chlorofylu (v excitovaném
tripletovém stavu) na kyslik v zakladnim stavu (9). Absorpce dostate¢ného
mnozstvi energie zplsobi pfevraceni spinu jednoho z neparovych elektronu
kysliku. Biradikalni forma kysliku v tripletovém zakladnim stavu po absorpci
potfebné energie pfejde do stavu singletového, ve kterém maji oba elektrony
opacny spin. Vznikly singletovy kyslik je ve srovnani s molekularnim kyslikem
velmi reaktivni (15).

V mitochondriich muze dochazet ktvorbé superoxidu a nasledné
i peroxidu vodiku autooxidaci ubichinonu, zejména je-li transport elektronu
béznymi cestami z ubichinonu na oxidazové systémy z néjakych davodu
zpomalen. Tvorba superoxidu byla dokazana také na membranach
peroxizomu, glyoxyzomu a mikrozomda.

Negativni plsobeni aktivnich forem kysliku spociva predevsim
v peroxidaci lipidd. Nejvice nachylné jsou membranové lipidy s vysokym
obsahem nenasycenych mastnych kyselin. PoSkozeny mohou byt i nékteré
aminokyseliny, proteiny a nukleové kyseliny. K oxidaci je zejména nachylny

histidin, metionin, tryptofan a guanin.
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Mechanismy ochrany pfed oxidacnim poskozenim:
» systémy pfimé deaktivace: karotenoidy, a-tokoferol;
» specializované enzymy a enzymatické systémy:
superoxiddismutaza, askorbat a glutation.
Protistresova uloha aktivnich forem kysliku je dullezita pfi napadeni
rostliny patogenem, regulovana tvorba ma i pfimy antimikrobialni ucinek,
prispiva ke zpevnéni bunécné stény a tim ma rostlina vétsi odolnost vadi

stresorum (9).

Tabulka €. 2. Lokalizace a cilova mista aktivnich forem kysliku (15).

Aktivni forma kysliku Lokalizace Cilové misto

Singletovy kyslik Chloroplasty Peroxidace
membranovych lipidu,
destrukce chlorofylu

Superoxid Chloroplasty, Destrukce chlorofylu,

Mitochondrie,
Peroxizomy,
Bunécna sténa,
Endoplazmatické
retikulum,
Glyoxyzomy,

Plazmaticka membrana

peroxidace

membranovych lipidd

Peroxid vodiku

Peroxizomy,
Bunééna sténa,

Apoplast

Inaktivace enzymi

Calvinova cyklu

Hydroxylovy radikal

Chloroplasty,

Bunééna sténa

VSechna mista v burice
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Tvorba stresovych fytohormont

Pusobenim stresovych faktord se mohou vytvaret nékteré fytohormony
(kyselina  abscisova, ethylen, kyselina jasmonova, methyljasmonat
a polyaminy).

Kyselina abscisova (dormin) je pfirozenym inhibitorem rustu
krytosemennych rostlin. Inhibuje kliCeni, tvofi oddélovaci vrstvy mezi fapikem
a stonkem, coz vede k opadavani listd a fapikd. Urychluje starnuti bunék a také
brzdi déleni a rast bunék. Jeji pusobeni ve stresovych situacich je spojeno
s indukci tvorby specifickych proteint, které chrani buriku pfed pusobenim
stresovych podminek.

Ethylen je pfirodni regulator zrani plodu, brzdi syntézu auxinu. Dale
inhibuje prodluzovaci rast a stimuluje rast radialni. ZvySeni tvorby ethylenu je
jednou z prvnich reakci rostlin na pasobeni stresoru.

Kyselina jasmonova a methyljasmonat urychluji starnuti listovych
segmentl a dulezitou ulohou je jejich funkce jako signal pfi reakci na dotyk, na
patogeny a na poranéni. Stoupa tim jejich obsah v burice, ktery nese informaci
o pUsobeni vnéjsiho faktoru.

Polyaminy stimuluji rast v systémech in vitro, ve kterych probiha
intenzivni bunécné déleni. Také stimuluji somatickou embryogenezi a iniciuji
kveteni. Hraji vyznamnou ulohu v obrané proti stresiim, a to diky jejich
ochrannym plsobenim na membrany a na DNA (mohou ovlivnit jeji konformaci i

expresi genu) (9,11).

3.3.3. Biotické stresy (9)

a) alelopatie
O alelopatii hovofime tehdy, jestlize dojde k pfenosu ucinné latky
z rostliny a dojde tak k ovlivnéni sousedni rostliny. Latky mohou na rostlinu
pUsobit inhibiéné v nékterych pfipadech az toxicky. Uginné latky musi byt
z jedné (zdrojové) rostliny vylou€eny a pfeneseny na jinou (cilovou) rostlinu
v dostatecné koncentraci. Zdrojova rostlina tedy musi byt va&i ucinné latce

mnohem méné citliva nez rostlina cilova.
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b) interakce s bylozravymi zivocichy

Rostliny jsou neustale vystaveny nebezpeli poskozeni svych organl
mnoha druhy Zivocichu. Existuje cela fada morfologickych a morfogenetickych
adaptaci k omezeni tohoto poSkozeni (napf. ostré trny Ci trichomy). Kromé toho
se setkavame i s adaptacemi biochemickymi. Mnohé sekundarni metabolity
syntetizované v rostlinach puasobi odpudivé €i toxicky na Zivo€ichy. Tyto latky
lze zhlediska mnozstvi vyskytu rozdélit na kvalitativné vyznamné
a kvantitativné vyznamné. Latky kvalitativné vyznamné se v rostlinach vyskytuji
v malych koncentracich, pfesto jsou pro zivoCichy velmi toxické. Patfi sem
nejriiznéjSi alkaloidy, glykosidy uvolfiujici kyanovodik, glukosinolaty a mnoho
dalSich. Mezi kvantitativné vyznamné metabolity, které nejsou natolik toxicke,
ale vyskytuji se ve vétSim mnozstvi, patfi lignin, taniny a fenolické latky. Tyto

latky zpUsobuji Spatnou stravitelnost, nechutnost az toxicitu.

c) reakce na patogenni organizmy

Rostliny mohou napadat také patogenni mikroorganismy (viry, bakterie,
houby). PfedevSim patogenni houby disponuji celou fadou velmi ucinnych
lytickych exoenzymi. Na pocatku vSech obrannych reakci je podnét k jejich
spusténi, kterym byva specificky metabolit (elicitor) uvolfovany pfi pocatecni
interakci buriky s patogenem a identifikovany vhodnym receptorem hostitelské
bunky. Jako elicitory mohou slouzit nékteré metabolity vyluCované patogeny tzv.
exogenni elicitory (napf. nékteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidy)
a slou€eniny uvolfiované z narusenych bunéénych stén obou organismu tzv.
endogenni elicitory (napf. oligomery chitinu, oligoglukany a glykoproteidy
uvolnované hydrolyzou bunééné stény patogennich hub).

K obrannym reakcim rostlin na patogeny mulzeme zafadit tvorbu
fytoalexinu, specifickych nizkomolekularnich latek, které se za normalnich
okolnosti v burikach nevyskytuji, ale zaCinaji se vytvarfet az po napadeni
patogenem. VétSina téchto sloucenin je lipofilni povahy, coz jim usnadiuje
pronikani pres plazmatickou membranu patogeni a mohou tak poskodit
membranové funkce. Plsobi toxicky hlavné na patogenni houby, méné na
bakterie. DalSi obrannou reakci je tzv. hypersenzitivni reakce. Pfi této reakci
dochazi krozpadu membranového systému hlavné nahlym zvySenim

koncentrace vysoce reaktivnich volnych radikalt a peroxidu vodiku. Dochazi tak
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k rychlé zkaze vlastni bunky i houbové hyfy. Postupné odumiraji i bunky
v blizkém okoli mista infekce. Jinym typem obranné reakce je zvySena tvorba
polysacharidu kalézy, ktery vyplfiuje buriky v okoli infikovaného mista a je velmi
odolny vac&i houbovym hydrolyzam.

Navzdory témto mechanismim existuji silné virulentni kmeny hub, které
snadno prekonaji ochranna opatfeni a to diky tvorbé specifickych latek tzv.

supresoru, které potlacuji vznik ochrannych metabolitu.

3.3.4. Priklady abiotickych stresovych faktoru (9)

a) Reakce na prehrati

Pfi zvySeni teploty nad 40°C dochazi u vétSiny druh rostlin k zasadnim
zménam ve fyzikalné-chemickych vlastnostech bunéénych membran i proteinu.
Lipidova vrstva pfechazi do lamelarné kapalného (superfluidniho) stavu, ve
kterém nemUze plnit svoje zakladni funkce. Stava se propustnou pro ionty
a prestava poskytovat dostateCné pevnou oporu pro membranové proteiny.
Proteiny za vysoké teploty méni konformaci a dochazi ke ztraté jejich funkci.

Prvni postizenou membranou je tylakoidni membrana v chloroplastech.
Indikatorem vznikajiciho stresu je poSkozeni fotosystému II, které lze zjistit
méfenim fluorescence chlorofylu in vivo. Jina metoda k urceni stupné odolnosti
je mikroskopické pozorovani bunék za postupného zvysSovani teploty. Dosazeni
kritické teploty se projevi zastavenim proudéni cytoplazmy, a to v dusledku

rozpadu cytoskeletu.

b) Stresové ucinky nizkych teplot
Citlivost na chlad ( nizké teploty nad bodem mrazu) vykazuji zejména
nékteré uzitkové rostliny plvodem z teplejSich oblasti, napf. okurky, raj¢ata,
papriky a kukufice. Velmi citlivé na chlad jsou také kvétni organy v raném stadiu
vyvoje a v prub&hu gametogeneze, a to i u rostlin, jejichz vegetativni organy na
chlad citlivé nejsou. Vlivem nizkych teplot dochazi ke zménam
fyzikalné-chemickych vlastnosti membran. Volna propustnost membran pro

ionty vede ke ztraté transmembranového potencialu, k zastaveni selektivniho
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a aktivniho transportu a k zastaveni osmotickych procesu. Po jisté dobé tohoto
stavu dochazi k vy€erpani energetickych zdroji a k odumfeni buriky.

PoSkozeni rostlin  mrazem je obvykle spojeno s tvorbou ledu
a s mrazovou dehydrataci bunék. Led vytvofeny uvnitf bunék zpusobuje témér
vzdy neobnovitelné poskozeni mnoha struktur a rychlé odumirani. V pfirodnich
podminkach je pokles teplot pozvolny, proto se led vyskytuje v burice malokdy.
Voda v mezibunéénych prostorech zacina mrznout pfi teplotach -1 az -3°C.
AvSak ani pfi teplotach nizSich, nez je oCekavany bod tuhnuti, nemusi jesté
nutné dojit k tvorbé ledu. Pokud nejsou pfitomna vhodna krystalizacni jadra,

voda zUstava v tekutém podchlazeném stavu i do -38°C.

c) Vodni stres

Ze vSech abiotickych faktort, které omezuji rast a produktivitu rostlin,
stoji na prvnim misté nedostatek vody. Voda, na rozdil od mineralnich Zivin, ma
velmi rychly kolobéh v ekosystémech a jeji zasoba v rostlinach i v padé staci
jen na pomérné kratkou dobu. Vzhledem ke slozitym vztahim mezi mnozstvim
vody v rostliné a v okolnim prostfedi nelze dosti dobfe zavést jednoduché
kritérium, podle kterého bychom hodnaotili, jak velkému stresu z nedostatku vody
je rostlina vystavena. Charakteristiky vychazejici ze stavu vody v rostliné jsou
proto spolehlivéjSi nez udaje o vodé v prostfedi. Nejvice postizenym organem
jsou vzdy listy.

Pfi poklesu vodniho potencialu na hodnotu -0,2 aZz -0,8MPa dochazi
v bunkach k velmi podstatnému zvySeni koncentrace Kkyseliny abscisové,
zejména v listech, kde ma za nasledek zavirani priduchl. Pfi vétSim poklesu
vodniho potencialu k hodnotam okolo -1,0MPa dochazi u mnoha druht k tvorbé
aminokyseliny prolinu. Hlavni vyznam této latky je zfejmé zvySeni osmotického
tlaku v burikach. Jestlize se vodni potencial listl dale snizuje dochazi k vaznym
metabolickym zménam. Pokud v této pokrocilé fazi vodniho stresu dojde
k dopInéni ztrat vody, v8echny bunécné funkce se postupné vraceji do
normalniho stavu, i kdyz tento navrat neni okamzity. V pfipadé jesté delSiho
trvani nedostatku vody muze silnou dehydrataci dojit k tak vaznym zménam, ze

odumfeni organu Ci celé rostliny je nevyhnutelné.
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d) Nedostatek kysliku v pudé

K tomuto nedostatku dochazi, pokud je malo vzduSnych poért v padé
anavic jsou uzké, jak tomu byva u tézkych jilovych padd nebo v duasledku
zvySeného obsahu vody v pudé. Jakmile koncentrace kysliku v intercelularach
klesne pod 2 az 4 %, dochazi kinhibici aerobnich respiraénich procesu.
Pfechod na anaerobni disimilacni procesy ma pro rostlinu vazné duasledky.
Jednak se ziskavaji témito procesy pouze 2 molekuly ATP misto 32 molekul,
a dalSim nebezpeCim jsou konecné produkty fermentace (etanol a kyselina
mlécna). Na pokryti normalnich energetickych potfeb musi rostlina spotfebovat
vétSi mnozstvi organickych latek, coz brzy vede k jejich uplnému vyCerpani.

Kromé pfimych uc€inkd na rostliny vyvolava nedostatek kysliku zmény
v samotné pudé. Pfikladem je necinnost nitrifikacnich bakterii za nedostatku
kysliku. VétSina pfijatelného dusiku je proto ve formé& amonnych iontd, které
mohou pUsobit ve vySSi koncentraci na nékteré druhy rostlin inhibi¢né az

toxicky.

e) Zasolené a kyselé pudy

Problémy, kterym rostliny musi Celit pfi ristu na zasolenych ptdach, jsou
komplexni povahy. Kromé vlastniho toxického vlivu vysoké koncentrace
nékterych iontt (zejména Na®, CI, SO, a Mg*") to byva velmi nizky vodni
potencial a zhor$ené fyzikalni vliastnosti pldy. Dochazi tak k zastaveni délivého
i plouzivého rastu a nakonec k odumreni celé rostliny.

V kyselych pudach dochazi k poklesu pH pady jednak vstupem
vodikovych iontd do pudy z kyselych srazek a také nevhodnym zplsobem
obhospodarovani. Pfimé poskozeni rostlin je pomérné vzacné. Mnohem
vyznamnéjSi je nepfimé pusobeni vysokou koncentraci vodikovych iontu.
Dochazi ke zvySeni rozpustnosti nékterych slou€enin v pidé, zejména dochazi
k uvolfiovani vysoce toxickych iontu hliniku, Zeleznatych a manganatych iontd,

které v nadbytku plsobi velice toxicky.

f) Toxické latky v prostredi
Oxid sifiCity vstupuje do listd hlavné otevienymi priduchy a difuzi
v intercelularach se snadno Sifi ke vSem burikam listového mezofylu. Po

proniknuti bunéénou sténou se rychle rozpousti a méni na sifi€itanové anionty,
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jejichz naprosta vétSina vstupuje do chloroplasti. Ve vysSich koncentracich
blokuji €innost karboxylaéniho enzymu Rubisko, a tim je inhibovan i prabéh
sekundarnich procesu fotosyntézy.

Ozo6n vstupuje do listu vyhradné praduchy a jiz v intercelularach
v kontaktu s vihkymi bunécnymi sténami se velmi rychle rozklada. Pfi rozkladu
ozonu vznika nejen molekularni kyslik, ale jako meziprodukty i vysoce reaktivni
superoxid a hydroxylovy radikal, které jsou z €asti zneSkodnény jiz v bunécné
sténé pfeménou na peroxid vodiku a pak na vodu. Pfi vysSich koncentracich
ozénu dochazi k poSkozeni bunécnych soucasti, nejvice je postizena
plazmalema a ¢astecné i vnitini membranovy systém bunék a organely, vCetné
chloroplastu.
Toxické kovy (zejména zinek, olovo a kadmium) jsou velmi snadno pfijimany
kofeny. Po vstupu do bunék inaktivuji nékteré enzymy a redoxni systémy.
Dochazi ke zpomaleni rastu primarniho kofene a k hromadéni tézkych kovl
v kofenech. Cast toxickych iontli se dostava i do nadzemnich organd, kde

nejvice ovliviiuje fyziologické procesy v listech, v prvni fadé fotosyntézu.

3.3.5. Elicitace a elicitory

Za jednu z moznosti, jak ziskavat sekundarni metabolity rostlin, je
povazovana produkce pomoci in vitro kultur. V téchto kulturach v8ak byva
biosyntéza téchto latek Casto nedostateCna, nebo je potlatena uplné. Ke
zvySeni produkce sekundarnich metaboliti se pouziva fada metod, jako jsou
napfiklad optimalizace kultivacniho média, geneticka manipulace, pfidavani
prekurzorl do média , a také elicitace (12).

Elicitace je proces, ktery vyuziva schopnosti rostlin a rostlinnych bunék
kultivovanych in vitro reagovat na ruzné stresové podnéty celou fadou
obrannych reakci. Diky témto reakcim dochazi ke zvySené biosyntéze
a kumulaci sekundarnich latek (13).

Elicitor je specificky metabolit, ktery je podnétem ke spusténi obrannych
reakci v postizené bunce. VétSina obrannych reakci rostliny je zavisla na

aktivaci vhodnych genu. Elicitory obvykle neovliviuji genovou aktivitu pfimo, ale
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zprostiedkované pomoci prfenaseCu signalu (oznaCovanych také jako druzi
posloveé).

Velmi Castym a neobyCejné rychlym zplsobem pFenosu signalu
a aktivace genové exprese je tvorba superoxidu. Vznikly peroxid vodiku ma
kromé pfimého ucinku na expresi genu jesté ucinek nepfimy, pfi kterém nejprve
peroxidaci lipidd v membranach vznika kyselina jasmonova a methyljasmonat
a ty pak teprve ovliviuji transkripci. Také zvySena tvorba ethylenu se podili na
iniciaci genové exprese (9).

K elicitacim se pouzivaji jak biotické elicitory (houby, bakterie, viry,
kvasinky), tak abiotické elicitory (UV zafeni, soli téZkych kovud, kyselina
trichloroctova, zmény pH). Vyhoda abiotickych elicitord spociva v jejich
definované chemické struktufe, v moznosti pouziti jejich pfesné hmotnosti nebo

objemu a jejich mensi ekonomické narocnosti (14).
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3.4. Substituované amidy pyrazin-2-karboxylové

kyseliny

Pyrazinovy kruh je soucasti mnoha polycyklickych sloucenin majici
biologicky nebo primyslovy vyznam. Pyraziny se pfirozené vyskytuji ve spousté
jidel, jako napfiklad v ohfatém chlebu nebo masu, v peCenych bramborach a
kavé.

Pyrazinové derivaty jsou pouzivany jako antioxidanty. U téchto sloucenin
bylo prokazano dulezité terapeutické uziti, napfiklad jejich vysoka

antimykobakterialni aktivita (25).

Ve sveé rigordzni praci jsem pro elicitaci kalusovych a suspenznich kultur
Silybum marianum (L.) Gaertn. pouzila jako abioticky elicitor latku ze skupiny
substituovanych amidl pyrazin-2-karboxylové kyseliny:

(3-jod-4-methylfenyl)amid 5-methylpyrazin-2-karboxylové kyseliny
0
by
I
#NNT A
([

Exact Mass =353
Molecular Formula =C13H12IN30

MD 527/11

Obr. &. 4. Vzorec elicitoru.
Rozpustnost: horka voda, etanol, DMSO
Molekulova hmotnost: 353,16

Substituované amidy pyrazin-2-karboxylové Kkyseliny byly v mnoha
studiich testovany pro jejich in vitro antimykobakterialni, antifungalni aktivitu a
pro jejich inhibici fotosyntézy a tim padem také ovlivnéni tvorby sekundarnich
metabolitd (26).

Byl zkouman efekt dvou nové syntetizovanych sloucenin ze skupiny

substituovanych  amidd  pyrazin-2-karboxylové  kyseliny na  produkci
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flavonolignanu v kalusové a suspenzni kultufe Silybum marianum (L.) Gaertn.
Maximalni flavonolignanové produkce v suspenzni kultufe Silybum marianum
slouCeninou  3-methylanilidem  5-terc-butylpyrazin-2-karboxylové  kyseliny
v koncentraci 3,71 - 107 mol/l bylo dosaZeno po 72 h elicitaci, zvySeni oproti
kontrole bylo 893%. V kalusové kultufe bylo zjiSténo zvySeni flavonolignanove
produkce oproti kontrole 0 1039% a to slouceninou 5-brom-2-hydroxyfenylamid
5-terc-butyl-6-chloropyrazin-2-karboxylové kyseliny o koncentraci 2,59 - 10
mol/l po 24 h elicitaci (26).

V dalSi praci byl sledovan vliv nové substituovanych sloucenin opét ze
skupiny substituovanych amidd pyrazin-2-karboxylové kyseliny na kalusovou
kulturu Ononis arvensis L. Slou¢eniny zna¢né ovlivnily produkci flavonoidud v in
vitro kultufe. Zvlasté po elicitaci slou¢eninou 4-hydroxyanilid 6-chlor-5-terc-
butylpyrazin-2- karboxylové kyseliny o koncentraci 3,32 - 107 mol/l. Po 48 h
elicitaci vzrostl obsah flavonoidu o 976% (27).

Byla také testovana herbicidni aktivita a ovlivnéni produkce flavonoidl
u kultury Ononis arvensis L. u vybranych nové syntetizovanych derivatl
pyrazin-2-karboxylovych kyselin. V praci byly testovany tyto latky:

1) 6-chlor-N-(4-chlor-3-methylfenyl)-pyrazin-2-karboxamid o koncentraci

1,06 - 10° mol/l

2) 6-chlor-N-(3-jod-4-methylfenyl)-pyrazin-2-karboxamid o koncentraci 0,53

- 107 mol/l

3) 5-terc-butyl-N-(4-chlor-3-methylfenyl)-pyrazin-2-karboxamid
o koncentraci 0,98 - 107 mol/l

4) 5-terc-butyl-6-chlor-N-(2-fluorfenyl)-pyrazin-2-karboxamid o koncentraci
1,02 mol/l

5) 5-terc-butyl-6-chlor-N-(4-trifluormethylfenyl)-pyrazin-2-karboxamid

o koncentraci 0,84 mol/l

VSechny testované latky ovlivnily produkci flavonoidd u kultury Ononis
arvensis L. in vitro. Nejvy$Si narlst obsahu flavonoidl nastal u kalusové kultury
Ononis arvensis L. po 12 h elicitaci slou¢eninou Cislo 2, obsah flavonoidl byl
zZjistén 900% oproti kontrole (25).
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3.5. Flavonolignany

Flavonolignany

Flavonolignany jsou kombinaci struktury flavonoidt a lignand. Vznikaji
oxidacnimi  procesy mezi flavonoidy a fenylpropanoidy, obvykle
koniferylalkoholu (28).

Obr. €. 5. Vznik fenolickych alkoholl redukci skoficovych kyselin (28).

COZH COSCoA CHon
HSCo NADPH NADPH
Rz Ry R, Ry R, Ri R,
OH

Obr. €. 6. Syntéza silybinu z taxifolinu a koniferylalkoholu (28).
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3.6. Silybum marianum (L.) Gaertn.

Popis

Silybum marianum, Asteraceae, Asterales

Silybum marianum (L.) Gaertn. (ostropestfec mariansky) je statna
bodlakovita rostlina se silnou, vétvenou lodyhou a chobotnaté vykrajovanymi,
ostfe zubatymi listy, které jsou tuhé, svétlé, lesklé a na lici Casto bile skvrnité.
Velké kvétni ubory spocivaji jednotlivé na konci lodyhy a jejich vétvi. Luzko
ubort je Stétinkaté a odstalé. Zakrovni listy maji dlouhé trny. Kvéty jsou
Cervenofialové, zfidka bilé. Plody (nazky) maji chmyfi slozené z chloupku.
Kvete od Cervence do zafi.

Je plvodem ze Stfedomofri. U nas se péstuje v zahradach, nékdy roste

divoce na navsich, rumistich a kamenitych stranich (16).

Droga

Drogou je plod — Cardui mariae fructus.

Drogu tvofi plody zbavené chmyru. Plod uzavira velké svétlé semeno
bez endospermu, jehoZ tenké osemeni je srostlé s oplodim. Droga je bez
pachu, oplodi ma nahofklou a semena olejovitou chut.

Droga je vedena v Ceském farmaceutickém kodexu pod &lankem Cardui
mariae fructus (plod Silybum marianum (L.) Gaertn.). Musi obsahovat nejméné
1,0 % silymarinu, pocitaného jako silybin (C25H22,010 — Mr 482,4) (17, 18).

Obsahové latky

Hlavnimi  obsahovymi latkami Silybum marianum je skupina
flavonolignand komplexné nazyvana silymarin (1,5-3%). Flavonolignany jsou
adi¢ni slouc€eniny flavanonolu s koniferylalkoholem. Silymarin se sklada ze ftfi
izomerickych slou€enin — silybin, silydianin a silychristin. |zomericky pomér
silybinu k isosilybinu, silychristinu a k silydianinu je 3:1:1:1.

Dalsi  flavonolignany identifikované v Silybum  marianum  jsou
2,3-dehydrosilybin, 2,3-dehydrosilychristin, dale flavonoidy jako napf. taxifolin,

apigenin a jeho 7-O-glukosid. Mezi dalSi obsahové latky této drogy patfi olej
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s vysokym podilem nenasycenych mastnych kyselin, aminokyseliny se
znacnym podilem zastupcl obsahujicich siru, cukry, hof€iny a silice (18).

Podle CL 2002 je silymarin smés latek flavonolignanového typu ziskana
extrakci plodu ostropestfce marianského Silybum marianum (L.) Gaertn. Hlavni
podil obsahovych latek tvofi silybinin A, silybinin B, isosilybinin A, isosilybinin B,
silydianin, silychristin, taxifolin. Poc€itano na vysusenou latku, obsahuje nejméné
80% silymarinu vyjadieného jako silybinin.

Silymarin je hnédozZluty prasek, slabého charakteristického pachu (19).

Obr. €. 7. Chemicka struktura hlavnich obsahovych latek (19).

o CH,OH
e “ \\\\\\\@ OCH;,3
& 0

H Silybin
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Silychristin
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2,3-dehydrosilybin

2,3-dehydrosilychristin

Pouziti a farmakologické uc¢inky obsahovych latek
Silymarin a jedna zjeho strukturalnich komponent silybinin jsou
substance s dolozenymi hepatoprotektivnimi vlastnostmi (18). Silymarin pUsobi
jako antioxidant diky vlivu na snizeni produkce volnych radikald a muze branit
vazbé ruznych toxin na membranové receptory hepatocytu (20).
Jejich mechanismus 0cCinku je nicméné malo jasny. Pusobi &tyfmi
cestami :
1) jako antioxidanty, zhaseCe a regulatory intracelularniho obsahu
glutathionu
2) jako stabilizator bunéné membrany a regulator permeability, ktery
zabranuje hepatotoxickému agens vstupovat do hepatocytu
3) jako promotor rRNA syntézy, stimuluje jaterni regulaci
4) jako inhibitor pfemény hvézdicovitych hepatocytd na myofibroblasty, fj.
proces odpovédny za depozici kolagenovych viaken, coz vede k cirh6ze
(22).
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Pouziva se jako choleretikum, cholagogum pfi hepatitidé, pfi
Zlu€nikovych kamenech, pfi akutnich i chronickych zanétech jater a cirhézach,
pfi jaternich poskozenich zpusobenych jak wuzivanim alkoholu tak
psychotropnimi latkami (fenothiaziny, butyrofenonem). Také byly prokazany
ucinky antitumorové (16, 18).

Skottova a kol. (21) ve své studii zkoumali Uginek silymarinu na
antioxidacni status a lipoproteinovy profil u potkant krmenych experimentalnimi
dietami, které vyvolavaji pro-atherogenni zmény v lipoproteinovém profilu
a oxidacni stres. Silymarin podavany potkanim ve vysokocholesterolové dieté
zlepsil antioxidacni status v cirkulaci, zabranil vyvoji tukovych jater a pozitivné
modifikoval lipoproteinovy profil (snizil VLDL-cholesterol a zvysSil pomér
HDL/VLDL-cholesterolu).

Hussain SA a kol. (23) zjiStovali mozné anflogistické uCinky silymarinu u
pacientl s osteoartréozou. Jednak byl pacientim podavan samostatny silymarin,
ale také kombinace s piroxikamem a meloxikamem. Bylo zjisténo snizeni
hladiny interleukind po podani silymarinu bud samostatné nebo v kombinaci
s piroxikamem.

Wilasrusmee Ch. a kol. (24) studovali ve své praci mozny
imunostimulacni u€inek Silybum marianum in vitro. Bylo zjisténo, ze Silybum
marianum zpusobil zvySeni lymfocytl, interferonu gama, interleukinu IL-4
a IL-10, timto byl zjistén mozny imunostimulaéni ucinek.

Silybum marianum je slozkou nékolika hromadné vyrabénych Ié€ivych
pripravkd — Flavobion (70 mg), Simepar (70 mg), Legalon (140 mg) (18). Bézna
davka silymarinu je 200-480 mg za den (20). SuSena droga je soucasti
Cajovych smési. Po peroralnim podani silymarinu se nalézaji v krvi jen nizké
koncentrace jeho hlavni komponenty silybininu, ve ZIu€i se vSak naléza asi
20-40% aplikované latky. Jeho renalni vyluCovani je nepatrné, za 24 hodin po
aplikaci se objevi v moci jen asi 1 — 7% aplikované latky. Silybinin se vyluCuje
prevaznou mérou zluci, a to predevsim v konjugované formé. Lze predpokladat,
Ze se silybinin po konjugaci neabsorbuje a dochazi tak k enterohepatalnimu
obéhu (18).

43



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pristroje a vybaveni

e Analytické vahy Sartorius PRLT A 1, Némecko

e Autoklav P S 20 A, Chirana, CR

e Autosampler Jasco AS-2055 Plus, Japonsko

e Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Slovensko

e Diodovy detektor Jasco MD-2015, Japonsko

e Horkovzdusny sterilizator, Chirana SVS9/1, CR

e Kolona Li Chrospher RP-18 250-4, sorbent Li Chrospher Sum
e Mikrofiltry (0,45um), Tessek, CR

e Prfedkolona Li ChroCART 4-4, sorbent Li Chrospher 5 um
e Pumpa Jasco PU-2089 Plus, Japonsko

e Sus$arna HS 61A Chirana, CR

e Termostat kolony Jetstream 2 Plus, Japonsko

e Té&snéni na vialky, LABICOM s.r.o. Olomouc, CR

o TrepaCka UNIMAX 2010, Heidolph Instruments, Némecko
e Vialky, LABICOM s.r.o. Olomouc, CR

e Vodni lazen, typ 1042, GFL, Némecko

4.2. Chemikalie a pomocné latky

e Ajatin, Profarma-Produkt, CR

e Destilovana voda, Katedra analytické chemie, Faf UK HK, CR
e Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Lachema, CR

e Dusiénan amonny p.a., Penta, CR

e Dusi¢nan draselny p.a., Lach-Ner, CR

e Ethanol 96%, Lachema, CR

e Glycin, Aldrich, USA

e Hydrolyzat kaseinu, Imuna, Slovensko
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e Chlorid kobaltnaty p.a., Penta, CR

e Chlorid vapenaty p.a., Penta, CR

e Jodid draselny p.a., Lachema, CR

e Kyselina borita p.a., Lachema, CR

o Kyselina fosforeéna, Lachema, CR

e Kyselina nikotinova, Lachema, CR

e Methanol HPLC grade, Merk, Némecko
e Methanol p.a., Penta,CR

e Molybdenan sodny, Lachema, CR

e Myo-inositol, Fluka, Svycarsko

e Pyridoxin puriss., Koch-Light Laboratories, Velka Britanie
e Sachardza &ista, Lachema, CR

e Siran hofeénaty p.a., Lachema, CR

e Siran manganaty p.a., Lachema, CR

e Siran médnaty p.a., Lachema, CR

e Siran zine¢naty, Lachema, CR

e Siran zeleznaty, Lachema, CR

e Thiamin, Koch-Light Laboratories, Velka

4.3. Biologicky material

K vypracovani rigorézni prace jsem pouzila tkanovou kulturu odvozenou
z kofenové c&asti kli¢ni rostliny Silybum marianum (L.) Gaertn. v 41. — 50.

pasazi.
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4.4. Slozeni a priprava zivhého média

Ke kultivaci bylo pouzito zivné médium pfipravené dle Murashigeho a

Skooga ve slozeni (34):

mg/I
CaCl,.2H,0 440,00
KNO3 1900,00
MgS0O,4.7H,0 370,00
NH;NO3 1650,00
KH,PO4.H,0 170,00
FeSO, 27,84
Na,EDTA 37,31
MnS0O,4.4H,0 22,30
ZnS04.7H,0 11,50
H3BO3 6,20
Kl 0,830
CuS04.5H,0 0,025
Nax;Mo00,4.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
Inozitol 100,00
Hydrolyzat kaseinu 1000,00
Glycin 2,00
Kyselina nikotinova 0,50
Pyridoxin 0,50
Thiamin 0,10
Sachar6za 30000,00

Mnozstvi vySe uvedenych substanci je vyjadfeno v miligramech na litr
zivné pudy. Substance byly odvazeny na analytickych vahach, latky pouzivané
v malych mnozstvich se pipetovaly z koncentrovanych zasobnich roztoku. Vse
bylo rozpusténo v destilované vodé v odmérné barice na 1000,0 ml a dopIinéno
destilovanou vodou po rysku. Jako stimulator rdstu byl pouzit roztok kyseliny

a-naftyloctové kyseliny (a-NAA) v mnozstvi 10 mg na litr zivného média.
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4.5. Pasazovani a kultivace kultur

Kalusové kultury byly kultivovany ve 100 ml Erlenmayerovych bankach
pfedem umytych horkou vodou se saponatem, vyplachnutych pitnou
a destilovanou vodou a vysu$enych v horkovzdusném sterilizatoru pfi 200°C.
Zivné médium s rlistovym regulatorem bylo rozpinéno do vysterilizovanych
banék, do kazdé barnky se odméfilo 30 ml média. Po uzavfeni hlinikovou folii
byly barky sterilizovany v autoklavu 15 min pfi 121°C a 100kPa. Takto
pripravené pudy se mohly pouzit pro pasazovani tkanovych kultur.

Pasazovani se provadélo 30-ty den kultivace kultury v boxu s laminarnim
proudénim vzduchu, ktery byl pfedem vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vysvicen
germicidni lampou. V prostfedi laminarniho boxu byla do vysterilizovanych
banék pfenesena Cast kalusu na mustek z filtraéniho papiru.

Kultivace kultury probihala po dobu 4-5 tydn( za teploty 25°C a osvétleni
s 16-ti hodinovou svételnou periodou.

Suspenzni kultura se ziskala zkalusové kultury mechanickym
rozmélnénim kalusu. Byla kultivovana ve stejném médiu po dobu dvou tydnu na

tfrepacce (120 ot/min) za stejné teploty a osvétleni jako kalusova kultura.
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4.6. Priprava roztoku elicitoru

Jako elicitor byl pouzit (3-jod-4-methylfenyl)amid 5-methylpyrazin-2-
karboxylové kyseliny, ve tfech koncentracich a to: 100 mg/100ml; 10 mg/100mi;
1 mg/100ml.

Navazka CcCisté substance dané latky (100,00 mg) byla kvantitativné
pfenesena do odmérné banky o objemu 100 ml a dopInéna 96% ethanolem po
rysku. Takto byla pfipravena koncentrace c;.

Odpipetovanim 10 ml tohoto roztoku do odmérné bariky o objemu 100
ml a doplnénim rozpoustédlem po rysku byla ziskana koncentrace c,.

10 ml z roztoku ¢, bylo pfeneseno do odmérné barnky o objemu 100 ml
a doplnéno rozpoustédlem po rysku, takto byla ziskana koncentrace cs.

V8echna fedéni roztoku elicitoru byla provadéna za podminek aseptické

prace v boxu s laminarnim proudénim vzduchu pfedem vysviceném germicidni

UV lampou. K pfipravé roztokl bylo pouzivano sterilni sklo a nastroje.
Koncentrace pfipravenych roztoku elicitoru:
c1 = 100 mg/100ml ( 2,83 - 10 mol/l)

c2= 10 mg/100ml ( 2,83 - 10™ mol)
c3=1mg/100ml ( 2,83 - 10 mol/l)
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4.7. Elicitace in vitro kultur

Elicitace kalusovych kultur byla provadéna po 4 — 5 tydnech kultivace
kultury a elicitace suspenznich kultur po 2 tydnech od posledni pasaze. Ke
vhnaseni roztoku elicitoru byly pouzity sterilni pipety, prace probihala za
aseptickych podminek.

K elicitaci bylo pouzito celkem 35 banék pro kazdou koncentraci elicitoru.
Do vSech banék byl pfidan 1 ml roztoku elicitoru dané koncentrace. Banky byly
rozdéleny do Sesti skupin, a to podle doby odbéru. Kalusy byly odebirany
v Sesti Casovych intervalech od aplikace elicitoru po 6, 12, 24, 48, 72 a 168
hodinach.

Stejny postup byl pouzit za identickych podminek i u suspenznich kultur.

Jako kontrola byla zvolena kalusova a suspenzni kultura péstovana bez
pfidavku elicitoru.

Kalusy se po vyjmuti z banék susily na filtraénim papiru za laboratorni
teploty. Suspenzni kultury byly prefiltrovany pres filtraéni papir. Papir se
zachycenymi shluky byl susen opét za laboratorni teploty.

UsuSené kalusy a bunécné shluky byly pomoci tfenky s térkou
upraskovany a pouzity ke stanoveni obsahu flavonolignanu.

Bylo sledovano i vyluCovani metaboliti do zivného média. Vzorky média
nebyly odebirany pravidelné. Odebrané médium (25 ml) bylo odpafeno na
vakuové odparce a ziskany odparek byl rozpustén v 10 ml methanolu

a analyzovan.
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4.8. Stanoveni obsahu flavonolignanti

Princip stanoveni:

Vysokoucinna kapalinova chromatografie High — Performance Liquid
Chromatography (HPLC) je separaCni metoda, ktera umoznuje kvalitativni
I kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési (30).

Tato metoda vyuziva déleni analyzovanych latek mezi dvéma
nemisitelnymi fazemi, z nichz mobilni fazi je kapalina, ktera prostupuje
stacionarni fazi naplnénou do kolony. K separaci tedy dochazi na zakladé rizné
afinity délenych latek ke stacionarni a mobilni fazi. Detekce probiha az za
kolonou vhodnym detektorem. Zakladni kvalitativni charakteristikou je reten¢ni
Cas, coz je Cas od nastfiku vzorku na kolonu k maximu chromatografického
piku. Kvantitativni charakteristikou je plocha (event. vySka) chromatografického
piku (31).

Parametry HPLC analyzy:

HPLC analyza byla provadéna na chromatografické sestavé Jasco
(Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015, autosampler AS-2055), vybavené
predkolonovym filtrem kolonou LiChrospher RP-18 250x4 (5 um) s ochranou
predklonkou.

Detekce byla provedena pomoci DAD detektoru v rozmezi vinovych
délek 190 — 450 nm. Obsah sledovanych latek byl vypocten z pikl pfi vinové
délce 288 nm.

Objem nastfiku byl 20 pl.

Eluce mobilni faze probihala nejdfive gradientové, z0 % methanolu
v Case t = 0 do 50 % methanolu v €ase t = 5 min. Nasledovala isokraticka eluce
50 % methanolem do €asu t = 25 min. Mobilni faze obsahovala jako pufr vzdy
0,15 % kyseliny fosforecné.

Pratok byl 1,4 ml/min.

Standard: Silymarin.
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Postup stanoveni:

Ususené vzorky kalusu a suspenznich kultur byly po rozdrobnéni v tfeci
misce dvakrat extrahovany vzdy 10 ml methanolu R 80% po dobu 10 min na
vodni lazni pod zpétnym chladiCem. Oba extrakty byly spojeny a doplnény
methanolem R 80% na 20 ml.

Poté byly vzorky filtrovany pfes mikrofiltr (0,45um), asi 1,7 ml roztoku
bylo pfevedeno do vialek a vzorky byly analyzovany metodou HPLC.

Vzorky média byly nejprve vysuSeny na vakuové odparce. Poté byly
rozpustény v 10 ml methanolu R 80% a Zfiltrovany do vialek a analyzovany
metodou HPLC.
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Kalibra€ni krivky:

1. Kalibraéni kfivka: taxifolin

x: koncentrace (mg/qg) regresni koeficient: 0,9999
y: plocha a=0
y=bx+a b =3,26361

34|
21
30
281
264 -
241
22
20
184 -
161
144
121
10

Area

o N B oo
RS B
T

2. Kalibracni kfivka: silychristin

x: koncentrace (mg/qg) regresni koeficient: 0,9999
y: plocha a:0
y: bx +a b: 3,26964
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3. Kalibracni kfivka: Silydianin
x: koncentrace (mg/g)
y: plocha

y: bx +a

4. Kalibra¢ni kfivka: Silybin B
x: koncentrace (mg/qg)

y: plocha

y:bx +a
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4.9. Statistické zpracovani vysledku

Smérodatna odchylka je veli€ina, ktera vyjadfuje, jak se hodnoty liSi od
prumérné (stfedni) hodnoty.

Funkce smérodatné odchylky je definovana vztahem (32):

S
\ (n-)

s — smérodatna odchylka
X — hodnota sledované veliCiny
X — prumérna hodnota sledované veli€iny

n — pocet ¢lend souboru

Ke zjisténi statistické vyznamnosti vlivu elicitoru na obsah rutinu byl
pouzit t-test rozdill dvou praméru.

Pro testovaci kritérium plati vztah:

(o [, =%, .\/nlnz(nl+n2—2)

/ 2 2 n +n
ns, +n,s, 1 2

t - testovaci kriterium

X, - aritmeticky primér kontrolniho souboru

X, - aritmeticky pramér pokusného souboru

s, - smérodatna odchylka kontrolniho souboru
s, - smérodatna odchylka pokusného souboru
n, - poCet ¢lend kontrolniho souboru

n, - pocet €lent pokusného souboru
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Testovacimu kritériu pfislusi t-rozdéleni se stupném volnosti vypocteném

podle vzorce:

v=n+n,—-2

Vypoctena hodnota testovaciho kritéria se porovna s prislusnou kritickou
hodnotou t(v)p pro vypocteny stuper volnosti v a zvolenou hladinu vyznamnosti
p. Je-li hodnota t vétSi nez hodnota t(v)p, je rozdil statisticky vyznamny na
hladiné vyznamnosti p (34).

Pro zjiSténi obsahu rutinu byla provedena vzdy 3 paralelni stanoveni,
proto pocet ¢lent souboru je n; = n, = 3, pocet stupnid volnosti v = 4. Pro
zvolenou hladinu vyznamnosti p = 0,05 a pro 4 stupné volnosti je tato kriticka
hodnota testovaciho kritéria t(v)p rovna 2,78. Vysledky jsou statisticky
vyznamné je-li hodnota testovaciho kritéria vy$si nez kriticka hodnota (32,33).

Pro vypocet hodnot testovaciho kritéria pro odbéry po 6, 12, 24, 48, 72 a
168 hod byla pouzita kontrolni hodnota odbéru po 0 hod u kalusové kultury a u

suspenzni kultury byla pouZita kontrola odebrana po 168 hod.
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5. VYSLEDKY

Tabulka €. 3. Obsah flavonolignanti (%) v kalusové kulture Silybum

marianum (L.) Gaertn. po elicitaci roztokem (3-jod-4-methylfenyl)amidem

5-methylpyrazin-2-karboxylové kyseliny o rizné koncentraci.

Koncentrace . Obsah - . Hodnota
o Hodina . o Smérodatna .
elicitoru odbéru flavonolignanu odchylka testqv’ac_:lho
[ mol/l] [%] kritéria
Ok 0 0 -
6 0,02 0,001 11,56
12 0,02 0,001 11,56
C: 24 0,03 0,001 42,41
48 0,01 0,002 7,07
72 0,01 0,002 7,07
168 0 0 0
ok 0 0 -
6 0 0 0
12 0,03 0,003 14,13
C, 24 0 0 0
48 0 0 0
72 0 0 0
168 0 0 0
ok 0 0 -
6 0 0 0
12 0 0 0
Cs 24 0,01 0,002 7,07
48 0 0 0
72 0 0 0
168 0 0 0

Pozn.: k = kontrola
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Tabulka €. 4. Obsah flavonolignanti (%) v suspenzni kultufe Silybum
marianum (L.) Gaertn. po elicitaci roztokem (3-jod-4-methylfenyl)amidem

5-methylpyrazin-2-karboxylové kyseliny o rizné koncentraci.

Konpe;ntrace Hodina Obs.ah ] Smérodatna Hodnot’a
elicitoru odbéru flavonolignanu odchylka testqv’ac_:lho
[ mol/l ] [%] kritéria

6 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
C, 48 0 0 0
72 0 0 0
168 0 0 0
168k 0 0 -
6 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
C, 48 0 0 0
72 0 0 0
168 0 0 0
168k 0 0 -
6 0,01 0,002 7,07
12 0,01 0,003 4,71
24 0,01 0,002 7,07
Cs 48 0,04 0,001 56,56
72 0,02 0,001 11,56
168 0 0 0
168k 0 0 -

Pozn.: k = kontrola
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Graf ¢. 1. Obsah flavonolignanu (%) v zavislosti na dobé odbéru

v kalusové kulture Silybum marianum (L.) Gaertn.
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Graf €. 2. Obsah flavonolignanti (%) v zavislosti na dobé odbéru

v suspenzni kultuie Silybum marianum (L.) Gaertn.
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Tabulka €. 5. Obsah jednotlivych slozek silymarinového komplexu a

taxifolinu v kalusové kultufre Silybum marianum (L.) Gaertn. pfi pouziti

riznych koncentraci elicitoru.

Konpgntrace Hodina | Tax |siLcHr!| siLyD SIL SIL ISO ISO Sil.
elicitoru odbéru [%] [%] [%] A B A B Komplex
[ mol/l ] [%] | [%] | [%] | [%] [%]

6 0,01 0,02 0 0 0 0 0 0,02
12 0,01 0,02 0 0 0 0 0 0,02
C, 24 0,08 0 0,03 0 0 0 0 0,03
48 0,01 0 0,01 0 0 0 0 0,01
72 0,04 0 0,01 0 0 0 0 0,01
168 0,01 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0,03 0 0 0 0 0 0,03
c, 24 0 0 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0
24 0,01 0,01 0 0 0 0 0 0,01
Ca 48 0,01 0 0 0 0 0 0 0
72 0,01 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabulka €. 6. Obsah jednotlivych slozek silymarinového komplexu a

taxifolinu v suspenzni kultufe Silybum marianum (L.) Gaertn. pfi pouziti

riznych koncentraci elicitoru.

Konpgntrace Hodina | Tax |siLcHr!| siLyD SIL SIL ISO ISO Sil.
elicitoru odbéru [%] [%] [%] A B A B Komplex
[ mol/l ] [%] | [%] | [%] | [%] [%]

6 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0
C, 24 0 0 0 0 0 0 0 0
48 0,01 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0,01 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0
c, 24 0 0 0 0 0 0 0 0
48 0,01 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0,01 0,01 0 0 0 0 0 0,01
12 0,01 0,01 0 0 0 0 0 0,01
24 0,02 0,01 0 0 0 0 0 0,01
Ca 48 0 0,04 0 0 0 0 0 0,04
72 0 0,02 0 0 0 0 0 0,02
168 0,05 0 0 0 0 0 0 0
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Graf €. 3. Obsah taxifolinu (%) v zavislosti na dobé odbéru

v kalusové kulture Silybum marianum (L.) Gaertn.
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Graf ¢. 4. Obsah taxifolinu (%) v zavislosti na dobé odbéru

v suspenzni kultuie Silybum marianum (L.) Gaertn.
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Tabulka €. 7. Obsah flavonolignanu a taxifolinu v médiu u kalusové
kultury Silybum marianum (L.) Gaertn. po 24 hod. pusobeni elicitoru o

riznych koncentracich.

Konpgntrace TAX SILcHR | siLYD SIL SIL ISO ISO
elicitoru A B A B
[%] [%] [%]
[ mol/l'] [%] [%] [%] [%]
C, 0,12 0,03 0 0 0,01 0 0
C, 0,02 0,06 0,01 0 0 0 0
Cs 0 0 0 0 0 0 0

Tabulka €. 8. Obsah flavonolignant a taxifolinu v médiu u suspenzni
kultury Silybum marianum (L.) Gaertn. po 24 hod. pusobeni elicitoru o

riznych koncentracich.

Konpgntrace TAX SILcHRr | sILYD SIL SIL ISO ISO
elicitoru A B A B
[%] [%] [%]
[ mol/l ] [%] [%] [%] [%]
C, 0,02 0 0,01 0 0,04 0 0
C, 0 0,01 0 0 0 0 0
Cs 0 0 0 0 0 0 0
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Obr. €. 8. Priklad HPLC chromatogramu kultury Silybum marianum

Different Y units

-taxifolin

RT [min]
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6. DISKUZE

Proces elicitace vyuziva schopnosti rostlin i rostlinnych bunék
kultivovanych in vitro reagovat na ruzné stresové podnéty fadou obrannych
reakci, které vedou ke zvySené akumulaci sekundarnich metabolit (35).

Zakladnim predpokladem uspésné elicitace, ktera se vyuziva ke zvyseni
produkce sekundarnich metabolitd, je mimo jiné nalezeni vhodného elicitoru,
jeho koncentrace a optimalni doby plsobeni elicitoru na rostlinnou kulturu in
vitro (5).

Cilem mé prace bylo stanovit obsah sekundarnich metabolitd —
flavonolignanu, produkovanych kulturou Silybum marianum (L.) Gaertn. , ktera
byla kultivovana na médiu podle Murashigeho a Skooga s pfidavkem 10 mg/l
kyseliny a-naftyloctové po pusobeni abiotického elicitoru. Jako elicitor byla
pouZzita latka ze skupiny substituovanych amidd pyrazin-2-karboxylové kyseliny
- (3-jod-4-methylfenyl)amid 5-methylpyrazin-2-karboxylové kyseliny. Elicitor
jsem dodavala ke kalusové kultufe kultivované na papirovych mdustcich
sycenych zivnym meédiem a k suspenzni kultufe kultivované na tfepacce, ve

tfech rdznych koncentracich:

c1 = 100 mg/100ml ( 2,83 - 10 mol/l)
c2= 10 mg/100ml ( 2,83 - 10™ mol)
cz=1mg/100ml ( 2,83 - 10™ mol/l)

Vliv elicitoru byl sledovan v Sesti Casovych intervalech: 6, 12, 24, 48, 72 a
168 hodin. Pro stanoveni obsahu flavonolignantd v kalusové a suspenzni kultufe

byla zvolena metoda HPLC.

Kalusova kultura

Ke statisticky vyznamnému zvySeni obsahu flavonolignanu doSlo po
aplikaci roztoku elicitoru v koncentraci c; po 6, 12, 24, 48 a 72 hodinach;
v koncentraci ¢, po 12 hodinach; v koncentraci c3 po 24 hodinach (viz. tab. €. 3,

graf €. 1.).
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Kalusova kultura bez pfidavku elicitoru flavonolignany neprodukovala.
Pdsobenim elicitoru tedy doslo k ovlivnéni a zvySeni tvorby flavonolignanu
kalusovou kulturou.

NejvysSi narist obsahu flavonolignant (0,03 %) nastal po pusobeni
roztoku elicitoru o koncentraci c; po 24 hodinach, kde produkce flavonolignanu
vzrostla 3x oproti hodnotam ziskanym po aplikaci roztoku elicitoru v koncentraci
c1 po 48 a 72 hodinach; v koncentraci c3 po 24 hodinach, v téchto
koncentracich byl zji§tén obsah flavonolignant 0,01 %. V koncentraci ¢, po 12
hodinovém pusobeni elicitoru byl zjistén obsah flavonolignana 0,03 %, ten vSak
neni tolik statisticky vyznamny jako obsah flavonolignant v koncentraci c; po 24
hodinach aplikace elicitoru.

V kalusové kultufe byly detekovany tyto slozky silymarinového komplexu:
silychristin a silydianin. Nejvy$Si obsah silychristinu (0,03 %) byl zjiStén po 12
hodinach puasobeni elicitoru o koncentraci c,. Nejvy$Si obsah silydianinu
(0,03 %) nastal po aplikaci roztoku elicitoru o koncentraci c; po 24 hodinach
(viz. tab. €. 5.).

V kalusové kultufe byl také zjistén obsah flavonoidu taxifolinu,
v koncentraci c; ve vSech €asovych intervalech; v koncentraci c3 po 24, 48 a 72
hodinach pusobeni elicitoru. Nejvyssi obsah taxifolinu (0,08 %) byl zjistén po 24

hodinové aplikaci roztoku elicitoru o koncentraci c; (viz. tab. €. 5, graf €. 3.).

Suspenzni kultura

Po aplikaci roztoku elicitoru byl obsah flavonolignant statisticky
vyznamné zvysSen u koncentrace c3 po 6, 12, 24, 48 a 72 hodinach (viz. tab.
C. 4, graf €. 2.).

Suspenzni kultura bez pfidavku elicitoru opét neprodukovala
flavonolignany. Pusobenim elicitoru opét doslo k ovlivnéni a zvySeni produkce
flavonolignanu suspenzni kulturou.

Maximalni produkci flavonolignant (0,04 %) zpuUsobil roztok elicitoru
o koncentraci c3 po 48 hodinach, kde produkce flavonolignant vzrostla 4x
oproti hodnotam ziskanym po aplikaci roztoku elicitoru v dané koncentraci po 6,
12 a 24 hodinach, v téchto koncentracich byl zjiStén obsah flavonolignanu 0,01
%.
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V suspenzni kultufe byl detekovan pouze silychristin jako slozka
silymarinového komplexu. NejvysSi obsah silychristinu (0,04 %) byl zjistén po
48 hodinové aplikaci roztoku elicitoru o koncentraci cs ( viz. tab. €. 6.).

V suspenzni kultufe byl také zjistén obsah flavonoidu taxifolinu,
v koncentraci c¢; po 48 hodinach; v koncentraci ¢, po 6 a 48 hodinach; v
koncentraci c3 po 6, 12, 24 a 168 hodinach pusobeni elicitoru. Nejvyssi obsah
taxifolinu (0,05 %) byl detekovan po 168 hodinové aplikaci roztoku elicitoru o
koncentraci cs (viz. tab. €. 6, graf €. 4.).

Kalusova ani suspenzni kultura (bez pfidavku elicitoru) neprodukovala
flavonolignany ani flavonoid taxifolin. Pokud porovnavame produkci
flavonolignand u kalusovych a suspenznich kultur po aplikaci roztoku elicitoru,
vySsi tvorba flavonolignant byla zaznamenana u suspenzni kultury. NejvysSi
obsah flavonolignanu (0,04 %) byl tedy naméfen v suspenzni kultufe po aplikaci
elicitoru v koncentraci c; po 48 hodinach. Tato skutecnost je pravdépodobné
zpusobena tim, Ze je bunka kultury v kontaktu s elicitorem celym svym
povrchem.

Bylo sledovano i vylu€ovani flavonolignanu a flavonoidu taxifolinu do
zivného média. Vzorky média kalusovych i suspenznich kultur byly odebrany
vzdy po 24 hodinovém pulsobeni roztoku elicitoru ve vSech koncentracich.
V médiu kalusovych a suspenznich kultur byly detekovany taxifolin, silychristin,
silydianin a silybin B. NejvySSi obsah v médiu kalusové kultury byl zjiStén u
taxifolinu (0,12 %) po aplikaci elicitoru o koncentraci c; (viz. tab. . 7.). V médiu
suspenzni kultury byl zjistén nejvyssi obsah silybinu B (0,04 %) po aplikaci

elicitoru o koncentraci c; (viz. tab. €. 8.)

Duvodl nizké produkce flavonolignand v kultufe Silybum marianum
muze byt nékolik.

Jednim z nich mohlo byt stafi kultury. V této praci byly pouzity kalusové a
suspenzni kultury v 41. — 50. pasazi. Stafi kultury mohlo byt divodem nulové
produkce flavonolignant v kalusové a suspenzni kultufe péstované bez
pfidavku elicitoru.

DalSim duvodem mohl byt nevhodné zvoleny elicitor. Pfedpokladem
uspésné elicitace je pouziti vhodného elicitoru, jeho koncentrace a optimalni

doba pusobeni (5).
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Substituované amidy pyrazin-2-karboxylovych kyselin byly jiz pouzity
v fadé praci za u€elem ovlivnéni produkce sekundarnich metabolit.

Byl zkouman efekt dvou nové syntetizovanych slou€enin ze skupiny
substituovanych  amidd  pyrazin-2-karboxylové  kyseliny na  produkci
flavonolignant v kalusové a suspenzni kultufe Silybum marianum (L.) Gaertn.
Maximalni flavonolignanové produkce v suspenzni kultufe Silybum marianum
slouceninou 3-methylanilid 5-terc-butylpyrazin-2-karboxylové kyseliny
v koncentraci 3,71 - 107 mol/l bylo dosazeno po 72 h elicitaci, zvy$eni oproti
kontrole bylo 893%. V kalusové kultufe bylo zjiSténo zvySeni flavonolignanove
produkce oproti kontrole o0 1039% a to slou€eninou 5-brom-2-hydroxyfenylamid
5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny o koncentraci 2,59 - 10
mol/l po 24 h elicitaci (26).

V dalSi praci byl sledovan vliv nové substituovanych sloucenin opét ze
skupiny substituovanych amidld pyrazin-2-karboxylové kyseliny na kalusovou
kulturu Ononis arvensis L. Slou¢eniny zna¢né ovlivnily produkci flavonoidd v in
vitro kultufe. Zvlasté po elicitaci slou¢eninou 4-hydroxyanilidem 6-chlor-5-terc-
butylpyrazin-2- karboxylové kyseliny o koncentraci 3,32 - 107 mol/l. Po 48 h
elicitaci vzrostl obsah flavonoidu o 976% (27).

PFfi sledovani ovlivnéni produkce flavonolignand u kultury Silybum
marianum byly pouzity rizné elicitory.

V jedné studii bylo sledovano ovlivnéni tvorby flavonolignant u
suspenzni kultury Silybum marianum po pfidani koniferylalkoholu, prekurzoru
flavonolignanové syntézy. Byl detekovan silydianin v kontrolnich vzorcich i
vzivném meédiu. KZzadnému dalSimu vyraznému ovlivnéni tvorby
flavonolignand nedoslo (36).

V dalsi studii byla sledovana produkce silymarinu pouZitim
methyljasmonatu jako elicitoru. NejvétSi produkce silymarinu bylo dosazeno
pouzitim methyljasmonatu o koncentraci 100 uM, kdy produkce se zvedla oproti
kontrole o 600 % (37).

Bylo také sledovano ovlivnéni produkce silymarinu v suspenzni kultufe
Silybum marianum pouzitim kyseliny jasmonové a pikloramu. Aplikaci 3 mgl/l
pikloramu a 2 mg/l kyseliny jasmonové doslo k vyraznému zvySeni produkce
silymarinu. Prace ukazuje na to, Ze je mozno tyto dvé latky pouzit k ovlivnéni

produkce flavonolignant (38).
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7. ZAVER

Vysledky prace Ize shrnout nasledovné:

V kalusové kulture Silybum marianum po elicitaci
(3-jod-4-methylfenyl)amidem  5-methylpyrazin-2-karboxylové kyseliny
byly detekovany tyto flavonolignany a flavonoidy: silychristin, silydianin a
taxifolin.

V suspenzni kulture Silybum marianum po elicitaci
(3-jod-4-methylfenyl)amidem 5-methylpyrazin-2-karboxylové kyseliny
byly detekovany tyto flavonolignany a flavonoidy: silychristin a taxifolin.
Maximalni produkce taxifolinu v kalusové kultufe nastala po 24
hodinovém pusobeni elicitoru o koncentraci ¢, = 2,83 - 10 mol/l (obsah
taxifolinu 0,08 %).

Maximalni produkce silychristinu v kalusové kultufe byla zjiSténa po 12
hodinovém ptisobeni elicitoru o koncentraci ¢, = 2,83 - 10 mol/l (obsah
silychristinu 0,03 %).

Maximalni produkce silydianinu v kalusové kultufe byla pozorovana po
24 hodinovém plisobeni elicitoru o koncentraci c; = 2,83 - 10 mol/l
(obsah silydianinu 0,03 %).

U kontroly kalusové kultury (bez elicitace) nebyl zjistén zadny obsah
flavonolignanu a flavonoidu.

Maximalni produkce taxifolinu v suspenzni kultufe byla zjist€éna po 168
hodinovém pulsobeni elicitoru o koncentraci c; = 2,83 - 10 mol/l (obsah
taxifolinu 0,05 %).

Maximalni produkce silychristinu v suspenzni kultufe byla pozorovana po
48 hodinovém plisobeni elicitoru o koncentraci ¢z = 2,83 - 10° molll
(obsah silychristinu 0,04 %).

U kontroly suspenzni kultury nebyly detekovany flavonolignany a
flavonoidy.

Maximalni zvySeni produkce silymarinového komplexu (0,03 %) nastalo
v kalusové kultufe po 24 hodinovém pusobeni elicitoru o koncentraci
c1=2,83 - 10° mol/l
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Maximalni zvy8eni produkce silymarinového komplexu (0,04 %)
v suspenzni kultufe bylo zjisténo po 48 hodinovém pusobeni elicitoru o
koncentraci ¢z = 2,83 - 10”° mol/.

NejvysSi obsah flavonolignant byl tedy naméfen v suspenzni kultufe po
aplikaci elicitoru v koncentraci cz po 48 hodinach.

V zivném médiu kalusové a suspenzni kultury byl detekovan taxifolin,

silychristin, silydianin a silybin B.
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9. ABSTRAKT

Moznosti ovlivnéni produkce sekundarnich metabolitd u kultury
Silybum marianum in vitro

Elicitace je metoda vyuZivajici obrannych mechanizmu rostlin ke zvyseni
produkce sekundarnich metabolitl v rostlinach i kulturach in vitro. V této praci
byl sledovan vliv 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hod puUsobeni tfi koncentraci
abiotického elicitoru (3-jod-4-methylfenyl)amidu 5-methylpyrazin-2-karboxylové
kyseliny na produkci flavonolignanu kalusovou a suspenzni kulturou Silybum
marianum. Kultura byla kultivovana na médiu podle Murashigeho a Skooga
s pridavkem 10 mg/l kyseliny a-naftyloctové (a-NAA). Pro stanoveni obsahu
flavonolignant v kalusové i suspenzni kultufe byla zvolena metoda HPLC.
Maximalni obsah flavonolignantd (0,03 %) v kalusové kultufe byl prokazan po 24
hod pulsobeni elicitoru o koncentraci c;= 2,83 - 10 mol/l. Maximalni obsah
flavonolignantu (0,04 %) v suspenzni kultufe byl zjistén po 48 hodinovém

pusobeni elicitoru o koncentraci cz = 2,83 - 107 molll.

Possibilities of affecting of secondary metabolites production in
culture Silybum marianum in vitro

Elicitation is the method making use defensive mechanism of plants to
increasing poduction of secondary metabolites in plants and cultures in vitro.
The effect of 6, 12, 24, 48, 72 and 168 hours influence by three concentrations
of the abiotic elicitor (3-jodo-4-methylfenyl)amide 5-methylpyrazine-2-karboxylic
acid on the flavonolignans production in Silypbum marianum callus and
suspension culture was monitored in this study. The in vitro culture was
cultivated on Murashige-Skoog medium with the addition of 10 mg/l of
a-naphtylacetic acid as a growth regulator. The content of flavonolignans was
determined by HPLC. The maximum content of flavonolignans (0,03 %) in
callus culture was demostrated after 24 hours of elicitation (c;= 2,83 - 1073
mol/l). The maximum content of flavonolignans (0,04 %) in suspension culture

was demonstrated after 48 hours of elicitation (cs = 2,83 - 10™ molll).
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