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1. UVOD

Pfirodni zdroje, zejména lé¢ivé rostliny, jsou nedilnou soucasti 1éka jiz
od starovéku. Lékarnici i lékafi vyuZivali &asti rostlin k pfipravé l&ivych &aji,
kapek, sirup(i a masti. BEhem vyvoje se Iékarnici nauéili z rostlin izolovat Cisté
latky a posléze je piipravovat synteticky. Postupné o léive rostliny zajem po-
nékud poklesl. V sou¢asné dobé je obrovsky zajem o vie pfirodni a také ob-

last vyzkumu a uZivani léivych rostlin zaZiva renesanci.

Lédivé rostliny se v dnesnim pohledu ¢asto pouZivaji jako surovina pro
pramyslovou izolaci Géinnych, chemicky &istych latek nebo jejich souhrni. Je
tomu tak u viech obsahovych latek, jejichz syntéza neni znama, nebo je-li
znama, je ekonomicky nevyhodna. Tyto se potom uZivaji pfimo, nebo slouZi
jako vychozi surovina pro chemické polosyntézy, jimiZ se obméfiovanim struk-
tury vytvareji latky nové, Casto s vyznamnéjsim terapeutickym uginkem.

Rostiinny material pro dali zpracovani se ziskava sbérem. BohuZel
se zhoriuje kvalita Zivotniho prostfedi, ktera ma vliv na vytéZnost pfi péstova-
ni Ié&ivych rostlin, ale pocet lidi stale roste a tim stoupa poptavka po kvalitnich
pfirodnich surovinach pro pfipravu kvalitnich pfirodnich Iéki v dostatecnem
mnozstvi. Proto se uchylujeme k alternativnim variantam péstovani lecivych
rostlin.

Jednou z t&chto variant je biotechnologické péstovani. Jde o kultivaci in
vitro rostlinnych explantatd, kdy metabolity 'mohou byt produkovany a kontro-
lovany za danych podminek, bez neZzadoucich pfimési a s vysokym stupném
homogenity kontinualné béhem celého roku (1,2).

Pii kultivaci in vitro se také snazime najit takové postupy, které umozni
zvysit produkci. Jednou z metod je elicitace. VyuZiva viastnosti rostlin, ¢i bu-
nék kultivovanych in vitro reagovat na rlizné stresové podnéty kaskadou
obrannych reakci s naslednym zvySenim produkce sekundarnich metabolitd
(3).Tato diplomova prace se zabyva aplikaci metody abiotické elicitace na
konkrétni rostliné s konkrétnim stresorem.



2. CiL PRACE

2.1. Seznamit se s principy a postupy pfi kultivaci
rostlinnych tkanovych kultur in vitro.

2.2. Pozorovat vliv pasobeni raznych koncentraci si-
ranu Zeleznatého na produkci anthracenovych deriva-
ta v explantatové kulture Rheum palmatum L. in vitro
v nékolika éasovych rozmezich.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Reven dlanita — Rheum palmatum L.

3.1.1. Botanicky popis rostliny

Rheum palmatum L., je vytrvala rostlina vySky pfes 2 metry,
s mohutnym, tlustym a fepovitym oddenkem, s dlouhymi, rozvétve-
nymi, vediej§imi kofeny a oddenkovymi hlizami. Rheum palmatum
L. patii do &eledi rdesnovitych (Polygonaceae). Velké, Stavnaté a
hluboce pétilalotnaté listy s pefencklanymi aZ pefenodilnymi ukroj-
ky jsou dlouze Fapikaté a Siroce srdéité, vytvari pfizemni riZici. Lo-
dyha je &ervenohnéda, prouzkovana, duta a je zakoncena latou ne-
bo spise chomadem kvétd, vyristajicich z paZdi korunovitych liste-
n(. Oboupohlavny kvét je bélavé nebo natervenaié barvy, plodem
je trojkiidla nazka, aZ 10 mm dlouha a 7 mm Siroka, hnédé barvy.
Kvete v ¢ervenci a v srpnu (4,5,6).

3.1.2. Pavod a vyskyt
Jde o rostlinu domaci ve vysokych horach v Cingé a Tibetu.
K farmaceutickym tGcelim se dnes péstuje v nékterych evropskych

zemich i u nas (7).
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3.1.3. Zpusob péstovani

Rostlinu péstujeme v hluboké vapnité, pfiméfen& vihke za-
hradnické vyZivné pQdé, obdélavané az do pllmetrové hloubky a
dostateéné& pohnojené. Volime mirn& zastinéné misto chranéné pro-
ti vétru. Rozmnozujeme ji semeny nebo délenim trst. Semena zasi-
vame zpravidla na jafe do bedynek nebo do pafenisté, piikryjeme
hlinou a udrZujeme vlhkost a stin. Jakmile vyrostou prvni pary listd,
rostlinky pfesazujeme. Vegetativné je lepsi rozmnoZovat na podzim.
Vysazujeme asi ha 150 cm vzdalenost (4,5).

3.1.4. Sbér a uprava drogy

Oddenky s kofeny se zpravidla sbiraji ve tfetim aZ patém roce
péstovani na podzim po dozrani semen, pfipadné na jafe pfed ra-
Senim. Sklizi se loupané, neloupané nebo jen kira. Siln&jsi kousky
nafezeme po délce. Sugime pofezané na kousky asi 10 cm dlouhé,
pii teploté do 50 °C. Spravné ususena droga je na fomu Zlutoderve-
né barvy. Skladuje se v suchu a chranime ji pfed hnilobou a $kidci
(4,5).

3.1.5. Charakteristika drogy
Drogu tvofi usudené celé nebo fezané kofeny a oddenky druhu
Rheum palmatum L., Rheum officinale BAILL., kiizenc( obou druhtl
nebo jejich smés. Podzemni &asti jsou vé&tSinou roziezane, zbavene
stonk{l a zevni vrstvy kiiry s postrannimi kofinky. Droga ma zvlastni
aromaticky zapach, hotkou, kofenité natrpklou chut. Pfi Zvykani vr-

Ze mezi zuby (8,9).



3.1.6. Obsahové latky

3.1.6.1. Anthracenové derivaty
Droga obsahuje 3 -12 % anthracenovych derivatl pfitomnych
v oxidovanych (anthrachinony) i redukovanych (anthranoly, anthro-
ny, dianthrony), pfevainé glykosidné vazanych formach. Pomér
oxidovanych i redukovanych forem je pfiblizné 1 : 1. Pfi skladovani
klesa podil redukovanych forem, které se oxiduji na anthrachinony

7).

Schéma oxida&né - redukénich pochodi :
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RozloZeni anthraglykosid( v droze je nestejnomérné. Nejvyssi
obsah G&innych latek byva ve spodnich a vnéjdich ¢astech odden-
ku, kde jsou uloZeny v buikach dfefiovych paprskd a v okoli kam-
bia. Mlad$i éasti obsahuji vice volnych anthracenovych derivatd, ve
star§ich pfevazuji glykosidy. Celkovy obsah uginnych latek je nej-
vétSi v dobé kvétu. Podil volnych derivatd mirné roste b&hem lpra-
vy a skladovani v dlsledku enzymatické hydrolyzy (7).

Struktury hlavnich antrachinoni :

O OH
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Mezi hlavni volné anthrachinony patfi : aloeemodin, chrysofa-
nol, rhein, (rheum) emadin, fyscion a jejich anthrony a dianthrony
(rheidin A, B, C, sennidin A, B, C, aloeemodindianhron, difysciondi-
anthron, dichrysofanoldianthron, frangulaemodindianthron). Tyto
struktury jsou vazany na cukernou slozku (7).



Struktura dianthronu :

O

O
Hlavni monoglykosidy jsou : aloeemodin-8-B-D-glukosid, chry-
sofanein, rhein-8-monogiukosid, rheochrysin, rheumemodinmono-
glukosid. Hlavni diglykosidy jsou : chrysofanoldiglukosid, aloee-
modindiglukosid, rheindiglukosid (7).

3.1.6.2. Trisloviny
Vyznamny je i obsah tfislovin. Radime je mezi tannoglykosidy

ze skupiny hydrolyzovatelnych tfislovin, hlavné glukogallin. Jejich
obsah v droze se pohybuje okolo 5 — 10 % (7).

3.1.6.3. Vedlejsi a balastni latky
Z vedlej$ich a balastnich latek byly v droze nalezeny amorfni

pryskyfice, flavonolové giykosidy (rutin), organické kyseliny volné
(jable¢nd, stavelova, jantarova) i ve formé soli , cukry, Skrob, pektin,
mastny olej, fytosteroly a enzymy (7).
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3.1.7. Farmakologické uéinky a pouziti drogy

Pro farmaceutické ucely se pouZivd droga pochazejici
z mate&né rostliny Rheum palmatum L. a Rheum officinale BAILL.
nebo jejich kiiZencl (8). Zcela nepfipustné je pouZiti kofend a od-
denkl ze sekce Rhaponticum (Rheum rhabarbarum L., Rheum rha-
ponticum L.), které navic obsahuji estrogenné G&inny derivat stilbe-
nu rhaponticin (7).

Droga vykazuje laxativni, adstringentni a stomachické uginky.
Efekt je zavisly na davce. V terapii se vyuZiva predevsim pfi poru-
chach traviciho Gstroji. Nejéast&j§imi indikacemi jsou prdjem, zacpa,
nechutenstvi a dyspeptické stavy.

Pro svou hotkou chut se pouziva jako stomachikum v davce
pfiblizZné 0,2 g pfi poruchach zaZivani a nechutenstvi.

Adstringentni u¢inek, dany obsahem ftfislovin, se projevi
v malych davkach okolo 0,5 g. V t&chto malych davkach Ize drogu
pouZit jako antidiarhoikum. Tfisloviny sraZeji bilkoviny, tvofi s nimi
ve vodé& nerozpustné slouéeniny rezistentni vaéi proteolytickym en-
zymOm. Ochranny koagulaéni film na sliznici zabrafuje pronikani
vody a Skodiivych latek, ¢imz urychluje hojeni. Terapeuticky se
tiisloviny uZivaji pfi 1é¢bé zanétl, hemoroidl, mensich spalenin a
omrzlin, stfevnich a Zalude&nich prijmi. PouZivaji se také jako an-

tidota pfi otrave tézkymi kovy (7).

Ve vyésich davkach kolem 1 g pasobi droga laxativné viivem
obsahu anthracenovych derivath.
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Glykosid je jen transportni formou vlastniho uginného aglyko-
nu, jehoZ spojenim s cukry klesa rozpustnost glykosidd v lipidech a
tim i resorpce v Zaludku a tenkém stfevé. Aglykon je v tlustém stre-
v& uvolnén hydrolytickou aktivitou stfevni mikrofléry. Smési rlznych
glykosidl plsobi siln&ji nez ¢isté latky v odpovidajicich mnoZstvich.
Mechanismus uginku spoéiva v drazdéni sliznice tlustého stfeva
s naslednym zvySenim peristaltickych pohybl. Ugin&j&i (draZdivé;si)
jsou redukované formy — anthrony, avak pro terapii jsou vyhodnéjsi
formy oxidované, u nichz je nizsi riziko vyskytu nezadoucich G&inki
( krvavé prijmy, daveni, bolesti). Laxativni uginek nastupuje béhem
6 — 12 hodin (7).

Anthraglykosidim a anthrachinonim pfirodniho plvodu jsou
tradiéné pfipisovany zejména laxativni aéinky. Vyzkumy zaméiené
na nejriznéjdi biologické Ginky vdak ukazuji, Ze spektrum plsobe-
ni téchto latek je vyrazné §ir§i. Nékteré anthrachinony pusobi anti-
bakterialn&, antifungaln&, maji antivirové a repelentni adinky. Vyka-
zuji také plsobeni mutagenni, kancerogenni a antineoplasticke,
které je velmi &asto podminéno dobrou schopnosti anthrachinont
vazat se na nukleové kyseliny. V nékterych piipadech se anthrachi-
nony nevazi na jiz vytvofené nukleové kyseliny, ale pfimo inhibuji

jejich syntézu (10).
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3.1.8. Nezadouci ucinky drogy

Redukované formy anthracenovych derivatl jsou silné drazdi-
vé, proto mohou zp(isobit obtiZe, které se projevuji silnymi bolestmi,
krvavymi prijmy a davenim. Tyto potiZe se v8ak objevuji jen zfidka.
Pfi chronickém pouzivani vyvolavaji anthrachinonova laxativa tma-
vé zbarveni sliznice tlustého stieva (melanosis coli), které zdravi
neohroZuje a po vysazeni laxativ obvykle vymizi. Droga také zpd-
sobuje pfechodné zbarveni modi, které je neskodné.

Pravidelné uZivani projimadel vede k vypéstovani navyku,
neméné zavazné je vyhasinani defekaéniho reflexu, které miize vy-

astit az v uplnou atonii tlustého stieva.

Droga je kontraindikovana u zanétlivych onemocnéni traviciho
traktu, v téhotenstvi a laktaci (vylutuje se do mateiského mléka) a
vzhledem k vysokému obsahu $tavelanu pfi urolitiaze. Kyselina sta-
velova se vaZe s vapnikem v krvi za vzniku nerozpustnych vapeno-
Stavelovych krystal(, které se mohou ukladat v ledvinach a zplso-
bovat fedvinové kameny. Nedoporucuje se podavani détem mlad-
§im 12 let (10).

Na zakladé téchto okoinosti je zifejmé, Ze pouzivani drogy ma
sva rizika a proto je dlleZité indikovat ji pouze v opravnénych pfipa-
dech, které nelze zvladnout upravou rezimu &i jinymi SetrnéjSimi

metodami (11).
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3.2. Rostlinné kultury in vitro

3.2.1. Zakladni terminy

Rostlinny explantat - kazdy fragment Ziveho pletiva, cely organ
nebo komplex organtl, odebrany bud z intaktni rostliny nebo z jiz
existujici kultury s cilem péstovat jej v podminkach in vitro.

Intaktni rostlina - rostlina péstovana v prirozenych podminkach.

Kultura rostlinnych explantatia - rostlinné explantaty péstova-
né po uréitou dobu in vitro.

Kultivace in vitro - péstovani rostlinného materialu
v podminkach co nejuplnéji definovatelnych po strance chemic-
ké i fyzikalni a zabrafujicich nezadouci kontaminaci cizorodymi
Zivymi organismy a burikami.

Subkultivace, pasazovani - pfenos celé kultury nebo jeji ¢asti
(o&ka, inokula) do &erstvé zivné pldy s cilem obnovit, zachovat
&i zesillit rGst kultury po dals$i subkultivadni interval. Subkultivaéni
interval je doba mezi dvéma pasazovanimi.

Kalus, zaval, svalec - neorganizované pletivo vzniklé &innosti
sekundarnich meristému po poranéni rostliny; pletivo proliferujici
na povrchu nenadorovych primarnich explantatd a schopné
subkultivace.

Totipotence - schopnost rostlinnych bunék kultivovanych in vitro
obnovit v prib&hu diferenciaénich procesl specializované funk-
ce a postupné regenerovat ve fertilni rostlinu; umozZiuje realiza-
ce genetickych zmén vyvolanych v jednotlivych burikach na
Grovni celého organismu.

Diferenciace - chemické a strukturalni zmény v jednotlivych
burikach a pletivech spoéivajici v aktivaci &i inaktivaci urgitych
gen(, jimiZ se odlisily od tzv. eumeristematického stavu a ziskaly
jinou specializaci. Opaény proces je nazyvan dediferenciace.

14



Dediferenciace, embryonizace - chemické a stukturalni zmé&ny
v jednotlivych burikach a pletivech, na jejichZ zakladé ziskavaji
jiz specializované zralé buriky vlastnosti typické pro eumeriste-
maticky stav.

Rozpadavost kultur - schopnost kultur se rozpadat na mensi
shluky bunék &i voiné buriky a dale rist (1).

3.2.2, Klasifikace rostlinnych explantatd

Kultury rostlinnych explantatl Ize dle morfologické a anatomické cha-

rakteristiky rozdélit do nasledujicich kategorii :

*

Kultura organova — organové systémy, organy &i jejich zaklady
a &asti, péstované v podminkach in vitro zptsobem, ktery umoz-
fiuje jejich diferenciaci a v celku zachovava jejich stavbu a funk-
ci.

Kultura tkaifiova, pletivova — do rlzného stupné soudrzne,
morfologicky dezorganizované mnohobuné&&né komplexy tkané
(pletiva), pomnoZené bud na polotuhych & pevnych nosicich,

nasycenych zivnym médiem.

Kultura suspenzni — volné bunky a bunééné shluky spoleéné
pomnoZované suspendovany v tekuté Zivné padé, promichavané

a provzduSiiované.

Kultura bunééna, kultura volnych bunék — volné jednotlivé a
identifikované buiiky pomnoZované v tekuté &i polotekuté pudé
nebo na pevném nosiéi nasyceném Zivnou pudou.

Kultura protoplast — kultura bunék zbavenych buné&nych stén

).
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3.2.3. Viastnosti kultur rostlinnych explantatu

Zakladni vlastnosti kultur rostlinnych explantati :

tkafiovou, suspenzni ¢i bunéénou kulturu ize odvodit, az na vel-
ké vyjimky, z kterékoliv Zivé rostlinné ¢asti.

kulturu Ize pé&stovat in vitro za vhodnych kultivaénich podminek
neomezené dlouho.

tkafova i suspenzni kultura se v pribéhu ristu in vitro dedife-
rencuje a ztraci sv(j pivodni morfologicky a fyziologicky charak-
ter, neni véak homogenni, obsahuje burfiky rizného stupné dife-

renciace.

buriky tkanovych ani buné&Znych kultur nejsou schopny tvorit
Jednovrstevnou kultury, neuchycuji se na tuhé ani polotuhé
podklady.

fada organovych, tkanovych & buné&énych kultur je schopna tr-
vale rist na pIné syntetickych pldach, &asto velmi jednodu-
chych.

explantatové organy, resp. organové zaklady v kultufe in vitro

mohou dorustat.
zakladni prvky totipotence bunék jsou zachovany.

organové, tkanové ani bun&éné kultury nejsou schopny bez po-
$kozeni podstoupit konzervaci mrazem.

suspenzni kultury jsou tvofeny volnymi bufikami a jednotlivymi
buné&&nymi shluky, pomér volnych bunék a bunéénych shluki se

v pribéhu kultivace mGzZe ménit.

rozpadavost suspenzni kultury Ize ovlivnit sloZzenim Zivného mé-
dia a dalS§imi kultivaénimi podminkami (1).

16



3.2.4. Podminky kultivace rostlinnych explantatd

Optimaini rst, ale i produkce sekundarnich metabolit) jsou ovlivnény

volbou vhodnych podminek.

3.2.4.1. Slozeni zivnych médii

vvvvvv

fiujicich rst a morfogenezi tkafiovych kultur rostlin a je zavislé na ty-

pu kultivace (1):

heterotrofni bun&éné kultury (bezbarvé, sacharid 2%, svétlo)
fotomixotrofni bunééné kultury (zelené, sacharid 2%, svétlo)

fotoautotrofni bunééné kultury (zelené, oxid uhlicity, svétlo)

Slozky zivnych pld se podie mnoZstvi v plidé resp. svého charakteru

&i fyziologickych tcinkil rozdéluji do nasledujicich skupin :

L/
0.0

*,
L0

Makroelementy - jsou nuiné pro kultivaci intaktnich rostlin. Po
kvalitativni strance se jedna o dusik, siru, fosfor, magnesium,
vapnik, chlér a draslik. lonty se pfidavaji do Zivného media ve

formé jejich soli.

Mikroelementy - jsou nezbytné pro riist explantatovych kultur a
zahrnuji Zelezo, mangan, zinek, bér, méd a molybden. Zelezo a
zinek se obvykle do médii dodavaiji v chelatové form&. Do medii
se také nékdy dodava kobalt, jod, sodik a chlor, ovdem pro rust
explantatové kultury nejsou nepostradateine (12).

Vitaminy a bios faktory - mohou byt pro vetsinu rostlinnych
tkafiovych kuitur limitujicim faktorem jejich rlstu. Nejvétsi vy-
znam maiji vitaminy skupiny B. Nepostradatelnym je zejména
thiamin, pouZiva se i riboflavin a pyridoxin. Vyznamnymi jsou ta-
ké tzv. bios faktory, mezi néz se poéitd sacharid myoinositol a
biotin, dale vitamin C a kyselina nikotinova.
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Zdroje organického uhliku - cukry, alkoholy a organické kyse-
liny. Slouzi jako stavebni jednotka pro nové vznikajici tkané. Ja-
ko nejtast&jsi zdroj uhliku a energie je pouZivana sachar6za.
V nékterych pfipadech je moZné sacharézu nahradit gluk6zou &i
fruktézou. Obvykle pouZivana koncentrace sachardzy
v kultivaénimu médiu je 2-5%. Alkoholy nemaiji pro tkariové kul-
tury také vyznam jako cukry. Jako uspokojujici zdroj uhliku v8ak
muze slouzit glycerin.

Nedefinované smési pf¥irodnich latek - nejdastdji se pouZiva
hydrolyzat kaseinu a pepton. Rast je moZné fasto stimulovat
ptidanim celé fady dal$ich organickych extrakt( - z kokosového
mléka, kofiského kastanu, viasského ofechu, kukufice, pSenice,
sladu a kvasnic.

Latky pouZivané pro zpevnéni media - pro pfipravu tuhych
médii se nejCasté&ji pouzZiva agar. PouZiva se také agar6za. Agar
ma proti ostatnim gelizujicim latkdm Fadu vyhod. Agarové gely
jsou stabilni, pfi teplotach pouzivanych ke kultivaci. Agar nerea-
guje s ostatnimi slozkami média a neni rozkladan rostlinnymi
enzymy. Tuhost agarového gelu 1ze regulovat pouZitou koncent-
raci agaru, druhem agaru a pH média. V pfipadé&, Ze neni pouzi-
to pevné médium je mozZné explantaty fixovat® na mustcich
z filtraéniho papiru, polyuretanové péné, Sedi¢ové vaté nebo

perforovaném celofanu.

Rustové regulatory, fytohormony - Ize pro uéely kuitivace roz-
déiit do tfi zakladnich skupin: auxiny, cytokininy a gibereliny (1).
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« auxiny - pouZiva se predev$im kyselina indolyloctova, ky-
selina indolylmaselna, kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova a
kyselina naftyloctova. V kultivaénim médiu jsou pouzivany
za Udelem stimulace rlstu kalusu a bunék. V nékterych
pfipadech indukuji tvorbu pryt(t a zejména kofent.

» cytokininy - reprezentuji benzylaminopurin, 6 - dimetyla-
minopurin, furfurylaminopurin a zeatin. PouZivaji se ke sti-
mulaci buné&ného d&leni, k indukci tvorby prytl  a inhibici
tvorby kofend.

+ gibereliny - pfedevsim se jedna o kyselinu giberelovou,

ktera stimuluje rlist bunéénych kultur a kalusu (12).

3.2.4.2. Fyzikalni podminky kultivace

Svétlo - v intaktnich rostlinach i tkafiovych kulturach dochazi plisobe-
nim svétla ke zméné intenzity biosyntézy a k akumulaci sekundarnich
metabolitl. Stejny vliv ma i svétlo na organovou diferenciaci.

Teplota - vé&tSinou je empiricky zvolena v tésném rozmezi okolo 25 °c.
Jeji hodnota ovliviuje rychlost metabolismu, déleni bunék a jeji zvyse-
ni muZe indukovat organogenezi.

Acidita Zivného média - neni nezbytné nutné, aby byla pfi kultivaci
rostlinnych tkafovych kuitur udrZovana v uritém rozmezi. Roztoky,
které se obvykle pouZivaji, jsou slabé kyselé, optimalni hodnota zavisi
na typu kultury (1).
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3.2.5. Etapy kultivace explantatovych kultur

V&echny vyznamné etapy kultivace Ize rozdélit do Ctyr fazi :

g

|

primarni explantat

|

Faze 2. kalus na pevné pudé

l

Faze 1. vychozi rostlina organové kultury

Faze 3. suspenzni kultura

/b N\

Faze 4. izolované bunky scale-up protoplasty

(klonovani) (fermentace) (faze)
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Faze 1.

Cilem je ziskat stabilni primarni explantat s vysckou produkci
metabolitu, proto je dileZity i samotny vybér matené rostliny. Frag-
ment nékterého organu z povrchové sterilni nebo asepticky péstovane
rostliny se umisti in vitro na vhodné agarové médium. Médium ma
pfesné definované sloZeni, vétinou volené tak aby maximalné pod-
porovalo r(ist a mnoZeni bunék. Po nékolika tydnech kultivace se ob-
jevi primarni kalus, ktery je schopen se rozmnoZovat na novém me-
diu.

Faze 2.

Ziskany kalus je schopen neomezené proliferace po odstranéni
zbytku vychoziho organu pfi pasazovani na vhodném mediu.
V pribé&hu prvnich pasaZi se casto projevuji morfologické (pigmenta-
ce) a morfogenetické (regenerace) zmény. Stabilni a homogenni rost-
linny materiél se ziska aZ po vy$3im podtu pasazi, oviem pouze za
predpokladu pfisného dodrzovani konstantnich podminek kultivace
(sloZeni zivné pldy, pravidelnost pasaZi, teplota a osvétleni).

Faze 3.
Metodou enzymového (pomoci pektinaz) nebo mechanického
rozvolnéni lze ziskat suspenzni kultury, a to ztkané péstovane na

pevném nosici.

Faze 4.

Nezadouci kontaminaci ziskanych suspenznich kuitur se pied-
chazi pravidelnym pasaZovanim, které je provadéno za aseptickych
podminek (1).
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3.2.6. Faze rastu bunéénych kultur

Rist bunééné suspenze v uzavieném systému, kdy se méni
podminky Kultivace, Ize charakterizovat ristovou kfivkou. Rustovou
kiivku je mozné ziskat tak, Ze se graficky znazorni zavislost ristové
charakieristiky suspenze na ¢ase a vyjadiuje se takio zavislost kon-
centrace biomasy na &ase (12). Obecné ji |ze rozdélit do Sesti fazi :

N
]

™~

poéet bunék/ml
s

N

1

doba kultivace/dny

1. Lag-faze : obdobi pfizplisobovani naotkovanych bunék novemu
prostfedi; poéet Zivych bunék obvykle kiesa; charakteristicky je
pomaly rust kultury.

2. Faze zrychleni (akceleraéni faze) : obdobi, kdy v8echny dlleZi-
¢ enzymové reakce postupné dosahuji maximalnich konstant-
nich rychlosti a pfechazeji do ustaleneho stavu.

3. Exponencialni faze : je charakterizovana tim, Ze bunky rostou
stale stejnou, maximalni rychlosti. Maximalni rychlost mnoZeni
tva tak dlouho, dokud maji buriky k dispozici dostateCne mnoz-
stvi Zivin, dokud neni rist kultury inhibovan produkty viastniho
metabolismu.
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3.2.7.

4. Faze zpomaleni (deklinaé&ni faze) : je charakterizovana sniZuji-
ci se rychlosti ristu.

5. Stacionarni faze : je obdobi, v némZ dosahuje populace maxi-
malni po urditou dobu konstantni velikosti. Lze ji charakterizovat
roviovaznym stavem mezi poétem déleni a Ghynem bunék.

6. Faze odumirani : pro pribéh faze neexistuje Zadné obecné pra-
vidlo, dochazi k rychlé & pomalé destrukci bunék, Ziviny jsou
prakticky vyGerpany.

V exponencialni fazi neni rlst buné&k limitovan exogennimi fak-
tory, proto je nutné provadét pasazovani pravé na konci exponencialni
faze rGstu (1,12).

Bunécéné suspenzni kultury

Bun&&né suspenzni kultury jsou kultivovany v pohybujicim se
tekutém Zivném médiu a reprezentuji relativné homogenni populaci
bunék nebo malych buné&nych agregat(. Tekuta konzistence meédii
&ini jeho slozky pfistupné&jsi burikam suspenze. Tato vlastnost umoz-
fiuje velmi rychly riist bunééné suspenze (12).

Ziskani suspenzni kultury je v prvni fadé podminéno odvoze-

waw s

ny je kompaktni kalus. Poté jsou kousky kalusu kultivovany v tekutém
médiu na tfepacce nebo roleru (12).

Pasazovani suspenzni kultury probiha v intervalu asi 4-14 dni.
Tento interval je krat$i neZ u kultury kalusové, kde &ini asi 3-6 tydnu.
Obecné je interval uréen rychlosti riistu a podminkami kultivace (12).
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3.2.8. Tvorba sekundarnich metabolitu

Za aspekt diferenciace jevu, ktery je charakterizovan bioche-
micky, histochemicky a morfologicky, 1ze povaZovat syntézu a akumu-
laci sekundarnich metabolitl. Bylo demonstrovano, Ze v rychle ros-
toucich rozpadavych suspenznich kulturach se akumuluje malé
mnozstvi sekundarnich metabolitd a Ze pfi procesech cytodiferencia-
ce, bunééné agregace a morfologické organizace dochazi ke zpoma-
leni rlstu, coZ piimo koreluje se vzestupem syntézy sekundarnich
metabolitdl v tkafiové kultufe. Ukazuje se, Ze faktory zpomalujici rlst
bunéénych kultur pisobi také ¢asto stimulagné na produkci sekundar-
nich metabolitl, pfedevsim cestou omezeni primariho metabolismu.
Z t&chto jevi vyplyva urdity antagonismus primarniho a sekundarniho
metabolismu (12).

3.2.9. Vyuziti explantatovych kultur
VyuZiti explantatovych rostlinnych kultur poskytuje tyto vyhody :

¢ Alternativni ziskavani produktl z rostlin doposud péstovanych na
poli. Velkou pfednosti celého procesu je nezavislost na roénim
obdobi, na klimatickych podminkach a pldnich pomérech. Sou-
éasné Ize podminky celého procesu fidit. Ziskané produkty se po
kvalitativni strance vyznaduji homogennosti, nejsou kontamino-
vany zarodky, hmyzem ani chemikaliemi pouzivanymi k ochrané

rostlin.

¢ Ziskavani novych latek, které se vytvofily diky zmé&né& metabolis-
mu explantatovych rostlinnych bunék a které nebyly v matefskych
rostlinach identifikovany.

0 Produkty biotransformaci, které jsou farmaceuticky vyznamné a
které Ize ziskat z pomémé levnych dostupnych substratd.

0 Ziskavani produktl, které jsou obsaZeny v tézko péstovatelnych
rostlinach (1).
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3.3. Elicitace

3.3.1. Charakteristika elicitace, stres, fytoalexiny

Proces elicitace vyuziva schopnosti rostlin i rostlinnych bunék
kultivovanych in vitro reagovat na riizné stresové podnéty fadou
obrannych reakci, které vedou ke zvySené akumulaci sekundarnich
metabolit(i. Elicitace je indukéni proces, ktery je zaloZeny na signalem
(elicitorem) indukované expresi gend, jehoZ vysledkem je aktivace
enzyml nebo vzestup jejich hladin. Elicitory tedy neovliviiuji genovou
aktivitu pfimo, ale zprostiedkované& pomoci pfenaseéi signalu.

Za stresové se povazuji viechny situace, které vznikaji odchyl-
kami Zivotniho prostiedi od fyziologického standardu a také urgitym
zplUsobem organismus zat&Zuji. Ve chvili, kdy je tkaifova kultura vy-
stavena stresu, zahdji jako obrannou odpovéd syntézu tzv. fytoalexi-
nd. Jsou to nizkomolekularni latky, produkty sekundarniho metabo-
lismu, které nejsou ve zdravé rostling pfitomny vlbec nebo ve velmi
nizkych koncentracich. Vyhodny je jejich lipofilni charakter, ktery
umoziuje prinik pfes plazmatickou membranu patogentl. Nejéastéj-
&im mechanismem jejich toxického plsobeni je poskozeni membra-
novych funkci. K fytoalexindm patfi napfikiad: flavonoidy, terpeny, ste-
roidy (13,14).

3.3.2. Elicitory
Elicitory jsou signalni latky, jejichZ plvod je biologicky &i nebio-
logicky. Jsou potfebné pro expresi genli nezbytnych k syntéze fytoa-
lexinl. Jejich plsobenim jsou v busikach infikovanych pletiv kratkodo-
bé aktivovany urcité enzymy, které katalyzuji tvorbu fytoalexind. Tyto
reakce probihaji jak u intaktnich rostlin, tak v bun&énych kulturach (3).
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Elicitory se déli na dvé primarni skupiny :

3.3.2.1. Biotické elicitory
Jsou to organické slouceniny, které maji signalni ucinky jiz
v nepatrnych koncentracich. Na zaklad&é své specifity mohou byt bio-
tické elicitory také rozdéleny na elicitory specifické a nespecifické.
Patii k nim :
+ celé intaktni patogenni i nepatogenni organismy nebo jejich &asti
(bakterie, viry, kvasinky, mykoplasmata)
+ organické molekuly parazitickych mikroorganismu (cligosachari-
dy, glykoproteiny, polypeptidy)
+ endogenni konstitutivni elicitory - organické molekuly pochazeji-
ci z bunék napadené rostliny (chitosan, oligogalakturonidy, kyse-
lina salicyiova)(3).

3.3.2.2. Abiotické elicitory

Zahrnuji chemické a fyzikalni viivy, které rostlinu stresuji a tim
spoustéji tvorbu fytoalexinl. Abiotické elicitory, zejména soli téZkych
kov maji oproti vétSiné biotickych faktortl tu vyhodu, Ze jsou chemic-
ky zcela definované, Ize je tedy presné v urgitych kvantech aplikovat a
jsou zpravidla finanéné dostupné (3). Nalezi k nim :

+ soli t&Zkych kovl

+ inhibitory latkové vymény (kyselina ftrichloroctova, 2,4 -
dinitrofenol)

+ fyzikalni vlivy (UV zafeni, gama zafeni, zmény pH a osmoticke-
ho tlaku)

+ detergenty

+ rostiinné ochranné prostiedky (pesticidy)(15)
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3.3.3. Podminky elicitace

Aby byla po pfidani elicitoru do buné&éné kultury indukovana

tvorba sekundarnich metabolitti, musi byt spinény uréité podminky pro

vzajemnou interakci elicitoru a bunééné kultury :

*

* ¥ H ¥ X ¥ H

volba vhodného elicitoru

doba plsobeni elicitoru na kulturu

optimaini koncentrace elicitoru

volba vhodného rostlinného explantatu pro kultivaci
volba vhodného média a jeho sloZeni

stafi kultury

rustova faze kultury

slozeni Zivného média

Volba vhodného elicitoru pro elicitaci urcité kultury je nejdileZi-

t&j&i podminkou Gspé&éné elicitace. Existuji uréité pfipady, kdy Ize pu-

sobenim elicitoru iniciovat tvorbu latek, které pfedtim tato kultura ne-

vytvofila, nebo ztratila schopnost tyto latky tvofit.

Soudasné se vyskytuji piipady, kdy elicitace neobnovi biosyn-

teticky material buiky a viibec nedojde ke zvy3eni produkce sekun-

darnich metabolit.

Nasledujicim vyétem lze shrnout poznatky o procesu elicitace,

ktery podminuje tvorbu a akumulaci sekundarnich pfirodnich latek

v rostlinnych buné&énych kulturach :

*

tvorba sekundarnich pfirodnich latek probiha pod vlivem elicitoru
pfedev§im v buiikach, které jsou na konci ristové faze

zadina v prob&hu nékolika hodin po pusobeni elicitoru (12-48
hodin)

probiha jak v buiikach suspendovanych v ristovém médiu, tak i
v kalusu

sekundarni pfirodni latky jsou pfitomny v buiikach i v médiu

proces elicitace je opakovatelny, bez podkozeni bunék (16).
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3.3.4. Mechanismus uéinku elicitoru

Na zakladé dosavadnich znalosti se predpoklada, Ze elicitory
indukovana produkce a akumulace fytoalexini a jinych stresovych
metabolitl rostlinnymi kulturami in vitro je regulovana stejnymi me-
chanismy jako v pfipadé intaktni rostliny (3). Vé&t3ina obrannych reakci
je zavisla na aktivaci vhodnych gendl. Podnéty jsou vnimany membra-
novymi receptory. Elicitory obvykle neovliviiuji expresi pfimo, ale
zprostfedkované pomoci druhych poslh (G-proteiny, vapenaté ionty,
proteinkinasy). Ti pak pfenaseji signaly v bunice transduk&énimi signal-
nimi cestami, coZ vede ke genové expresi a biochemickym zménam.
V soudasné dobé je popsano nékolik mechanisml pfenosu extracelu-
larniho signalu do intracelularniho signainiho systému a néasledné
k DNA v jadfe. Zaroveri se vyskytuje nékolik pfipad, kdy reakce pro-
bihaji rychle a to na membranach (15).

Piedpoklada se, Ze molekuly biotického elicitoru jsou rozpo-
znany specifickymi receptory (obvykle v plazmatické membrané).
Obsazeni receptoru miZe vést k aktivaci G - proteinil, otevieni vape-
natych kanall a rychlému influxu vapenatych iontd do buriky (17). G-
protein lezi na vnitfni strané plazmatické membrany. Vazbou signalu
na receptor se méni jeho konformace a tim je umoZnén jeho kontakt
s G - proteinem.

Extracelularni vapnik je povaZovan za signal, ktery pfinasi in-
formace o porané&ni dovniti bufiky. Dal$i pfedpokladany zdroj vapena-
tych iontdl, ktery pochazi z intracelularnich organel {mitochondrie, en-
doplazmatické retikulum), pfenasi informace v buiice. Jednou z cest,
kterou ionty Ca?* vstupuji do cytoplasmy, je pfesun pfes plazmatickou
membranu. Napé&fové zavisly Ca®* — permeabilni kanal, ktery mizZe
byt aktivovan zmé&nou membranového potencidlu, je schopny pfispivat
ke zvy$eni koncentrace cytosolovych vapenatych iontd.
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Jakmile dojde ke zvy$eni koncentrace intracelularniho kalcia na
nejmén& 1uM (18), vaze se kalcium na bilkovinu kalmodulin, ktera
ma &tyfi vazebna mista pro vapenaté ionty a narlstajici komplex kal-
cium-kalmodulin moduluje mnoho fyziologickych procesd. Vznikly
komplex ovliviiuje aktivitu urgitych proteinkinaz. Kalmodulin je jednim

Z nejb&znéjsich intracelularnich receptord pro kalcium.

Jiny zplsob pfenosu signalu je zprostfedkovan pomoci fosfoi-
nositolového systému — hydrolyzou lipid( plazmatické membrany jsou
generovany dvé signaini molekuly: inositol-1,4,5-trifosfat a diacylgly-
cerol, které za Géasti iontll vapniku také vedou k aktivaci proteinkinaz
a k expresi genl (15).

N&které pokusy dokazuiji, Ze velmi Sastym a rychlym zplGsobem
pfenosu signalu je také tvorba superoxidu a dal8ich aktivnich forem
kysliku (hydroxylové radikaly, hydrogrogen peroxidy). Zvy$ené mnoz-
stvi peroxidu je moZné zjistit po 5 az 10 minutach plsobeni elicitoru
(15). Reaktivni kyslikové derivaty mohou oviliviiovat expresi geni i
nepfimo — zplsabuiji totiz peroxidaci membranovych lipid(, coZ vede
ke zvydeni syntézy stresovych fytohormonl (kyseliny jasminové), je-
jichz signalni funkce jsou jiz dlouho znamy (15).

Mechanismus Géinku abiotickych elicitorll se neda objasnit
vazbou na specificky receptor. Té2ké kovy spousteji peroxidaci lipidd,
coZ jednak vede k prudkému narlstu koncentrace signalné Gcinnych
stresovych fytohormonl, jednak dochazi ke zvySeni propustnosti
plazmatické membrany pro vapenaté ionty, které maji funkci druhého
posla. lonty t&Zkych kovl vyvolavaji aktivaci transkripce nékolika gent
tvorbu fytochelatinli. Jsou to malé peptidy synietizované z glutathionu,
které vazi kovy a vznikaji tak inaktivni komplexy. Tim se tyto intracelu-
larni téZké kovy detoxikuji (19).
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Principy a vyhody ziskavani a zvySovani produkce sekundar-
nich metabolith v rostlinnych tkanovych kulturach in vitro, jsou vyhle-
dové velmi perspektivni oblasti vyzkumu proto, Ze obyvatel na zemi
stale piibyva a spotieba potravy a rozlicnych produktl z rostlin vyuZi-

vanych v kosmetice &i ve farmacii neustale nartista.

3.4. Tézké kovy

3.4.1. Mineralni vyZiva

Vyznam mineraini vyZivy pro vyvoj rostliny je dan zejmena tim,
Ze asimilace iontll — jejich pfeména ve struktury a G&ast v procesech
rostliny, je nezbytnym pfedpokladem v&ech vyvojovych procest.

Kvalitativné odpovida obsah prvk( v rostlinach jejich vyskytu
v kofenovém substratu. Je evidentni, Ze nepfitomnost prvku v pidé a
okolni atmosféie znamena i jeho nepfitomnost v rostliné. Obdobné
pak se prvky vyskytujici se v dosahu kofent) nebo listd rostlin nacha-
zeji i v jejich strukturach. Ovdem mnoZstvi a pomér jednotlivych prvki
v rostling se v8ak mdze velmi lisit od mnoZstvi a poméru t&chto prvkl

v ptidé nebo i v Zivném roztoku.

Rostliny potfebuji mineralni Ziviny z mnoha diivodil, pfedevsim
je vyuZivaji jako :

. substraty v biochemicky reakcich
. kofaktory enzymu

. osmotika

- posly v pifenaseni signaid

Rostliny se vyznaduji rozdilnym stupném tolerance a rezistence
viigi psobeni atmosférickych a ptdnich Skodlivin. Pozoruhodné jsou
tzv. akumulatory téZkych kov(, které se vyzna&uji schopnosti hroma-
dit tyto kovy v mimoradné velkém mnoZstvi (15,20,21,22,23).
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3.4.2. Toxicita tézkych kovi
V disledku okyselovani ptid se do ptdniho roztoku stale ¢astéji
uvoliiuji ionty t&82kych kovll, zejména Cd, Pb, Cu, Hg, Zn, Ni. Tyto ion-
ty jsou s vyjimkou velmi nizkych koncentraci pro rostliny toxické. lonty
té&zkych kovl jsou velmi snadno pfijimany kofeny, nebot selektivita
transportnich proteinll je zfejmé nedostatecna pro jejich rozliseni od
téch prvkQ, které jsou pro Zivot rostliny nezbytneé.

Tii zakladni mechanismy toxicity t&Zkych kovi :
» Produkce reaktivnich forem kysliku autooxidaci

» Blokovani esencialnich funkénich skupin v biomolekulach —
tato reakce byla prokazana u kovd, které se nezapojuji do
oxidaéné-redukénich déji (kadmium, rtut)

* Vytladeni zakladnich kovovych iontl z biomolekul .

Piechod kov zplUsobi oxidativni zranéni v rostlinné tkani, ale
nejsou dikazy, Ze tento druh stresu mlze byt zmirnén zvysujici se
hladinou antioxidant(. Divod m(zZe byt ten, Ze pfechod kovi iniciuje
produkei hydroxylovych radikal(, ktera nemuze byt kontrolovana anti-
oxidanty.

ZpUsob adaptace rostlin na zvySeny vyskyt t&Zkych kovd pied-

stavuje:

tolerance - ionty téZkych kov( hromadici se v buiikach jsou
inaktivovany vazbou na nizkomolekulamni bilkoviny majici vysoky podil
cysteinu, které se oznaduji jako fytochelatiny nebo metalotioneiny.

rezistence — schopnost rostlin vzdorovat &i viibec omezovat
az vyludovat moznost plsobeni t&Zkych kovil na citlivé sloZky organi-
zmu. Rostliny se miZou chranit jiZ2 omezenim vstupu iontd do bunék,
jejich hromadénim ve vakuole, omezenim transportu do nadzemnich
organi (11,15,20,21,22,23).
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3.4.3. Zelezo

Zelezo je prvnim prvkem triady Zeleza. Ma relativni atomovou hmot-
nost 55,847 a jeho atomové &islo je 26. Jeho podil zemskeé kife je 51% a je
4. nejrozsifensjsi prvek. Cisté Zelezo je stfibiité leskly, pomérné mékky kov.
Jeho nejdulezitéjsi mineraly jsou hematit (krevel) FezOs, hnédel (limonit)
FeOQ(OH) , magnetit Fe;0, , siderit (ocelek) FeCOj3 a pyrit FeS,. Z Zeleznatych
soli je nejb&2znéjsi heptahydrat siranu Zeleznatého FeSO4 . 7 H,0 - zelena
skalice, ktera je pouZita k abiotické elicitaci v této praci (24,25,26).

DileZitou vlastnosti Zeleza je feromagnetismus — nesparované va-
lenéni elektrony, maji takové uspofadani , Ze vn&j&i magnetické pole zesiluji a
po jeho vymizeni plsobi samy magneticky (24,25,26).

Organicky vazané Zelezo (v porfyrinu, ferritinu, hemosiderinu) je dile-
%itou slozkou Zivotisnych i rostlinnych organismi. Radi se mezi makroele-
menty a v rostlinach se nachazi v rozmezi 10 — 0,01 % Gerstvé hmotnosti
(15,20,21,22,23).

V rostliné Zelezo neexistuje ve volné iontové formé, protoZe se snadno
oxiduje a pfechazi na nerozpustné slouéeniny. Nejtastéji je vazane na oga-
nické kyseliny.Ve slouéeninach vystupuje Zelezo ve dvou oxidacnich stupnich.
Méné stalé jako Fe?* a stalejsi Fe>*. Rozpustnou formou je jen zpravidla Fe**
a je také metabolicky aktivngjsi. Vysoka afinita Fe** ke kysliku je zakladem
jeho biologické funkce. Uplatfiuje se bud v piimé vazbé s bilkovinou, jako por-
fyrinovy chelat, nebo jako slozka riznych flavoproteinovych systému, aktiv-
nich v biologickych oxidacich. Pfedev8im nitritreduktaza, vyznamna slozka
asimilace nitratd. V piimé vazbé s bilkovinou je ve ferredoxinu, ktery funguje
jako akceptor vodiku ve fotosystému . Jako porfyrinovy chelat se uplatiuje
predevsim v komponenech cytochromového systému fungujiciho
v mitochondrialni respiraci i v pfechodu elektrontl mezi fotosystemem Il a |
(15,20,21,22,23).
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Zelezo se hlavné uklada v chloroplastech a zugastriuje se tvorby foto-
syntetického aparéatu. V chloroplastech je obsazeno az 90% z celkoveho Zele-
za v listu. Ma aktivaéni funkei pfi stavbé& molekuly chiorofylu. Jeho pohyb do
choroplasttl je pravdépodobné kontrolovén cytoplazmou. Teprve po vysyceni
cytoplazmatickych struktur jde Zelezo do chloroplastd. To je pfi€inou, Ze ne-
dostatek Zeleza se projevi nejdfive chlor6zou — blednutim listd, ktera je vyraz-
n&j$i u mladych listll, protoZe Zelezo je v rostiingé pomérné nemobilni a mladé
listy ho nemohou od&erpavat ze starsich. A teprve potom dochazi k porucham
v riistu a v cytochromovém systému. Chloréza mlZe byt zplsobena i nedo-
statkem Mn nebo Ca (15,20,21,22,23).

Celkové mnozstvi Zeleza v lidském organismu kolisa od 2 -6 g. Ery-
trocyty obsahuji 70%, feritin, hemosiderin 24 % (jsou zasobni formy), myoglo-
bin 4% a enzymy 2% (jsou funkéni formy). Denni pfijem Zeleza by mél Cinit 10
- 20 mg. Zelezo je absorbovano pfevazné jako dvojmocné. Trojmocné je re-
dukovano na dvojmocné v kyselém prostiedi Zaludku. Pro Zelezo neexistuje
exkreéni mechanismus a proto je jeho rovnovaha regulovana pouze absorpci.
Nedostatek Zeleza tlumi syntézu hemoglobinu a vznika hypochromni mikrocy-
tarni anémie. Chronicka ot'rava Zelezem, které se nadmérné .uklédé

v organech, se oznaéuje jako hemochromat6za nebo hemosiderdza (27).
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V jedné studii bylo sledovano, ktery ze tfi zdrojd Zeleza : chlorid Zelezi-
ty, siran Zeleznaty a citronan elezity je nejefektivn&jsi pro regulaci ristu pu-
pend u Syzygium cuminii L. v kombinaci s EDTA. Nejlépe ovlivnil rist pupent
siran Zeleznaty v kombinaci s EDTA a citronan Zelezity bez kombinace
s EDTA (27).

Jina prace hledala, jaky vliv ma piisun Zeleza na sniZeni toxicity kad-
mia pusobiciho na Hordeum vulgare L. Piisun Zeleza antagonizoval akumu-

laci kadmia a sniZoval tedy jeho toxické plsobeni na rostlinu (28).

V néasledujicim projektu se zkoumal vliv nedostatku Zeleza na kalusove
kultuie Vitis spp. Deficit Zeleza vyvolaval adaptaéni mechanismus a inicioval
vznik genotypll odolnych na tento druh stresu. Naslednou selekci byly ziskany
genotypy resistentni na chlorézu (29).



4. EXPERIMENTALNIi CAST

4.1. Chemikalie

kyselina octova p.a.

diethylether p.a.

hydroxid sodny p.a.

amoniak koncetrovany ¢&.

kyselina chlorovodikova p.a.

ajatin

chemikalie pouZité na pfipravu Zivného média (viz kapitola
452)

4.2. Pristroje

Laboratorni analytické vahy, Sartorius A 2005, Géttingen
Spektrofotometr CE 1010, Cecil Instruments, Camridge
Autoklav PS 20 A, Chirana, Brno

Box s laminarnim proudénim Fatran LF, vyrobné druZstvo
Pokrok, Zilina

Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha
Vodni lazeii KL-1, Laboratorni pfistroje, Praha

Horkovzdusny sterilizator HS 31 AM Chirana, Brno
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4.3. Rostlinny material

K pokustim uvedenym v této praci byla pouZita explantatova kultura,
odvozena z kofene intaktni rostliny Rheum palmatum L. (Polygonaceae).
Intaktni rostlina byla ziskana z polni kultury v Oseénici v Orlickych horach.
Rostliny byly pfevezeny do skleniku zahrady léCivych rostlin Farmaceutické
fakulty UK v Hradci Kralové. Na zaloZeni tkanové kultury byly odebrany kore-
ny dvouletych rostlin. V diplomové praci byla pouZita Sestileta kalusova kultura

a z ni odvozena suspenzni kultura.

4.4. Stanoveni ztraty susenim

Ztrata su$enim je ztrata hmotnosti vyjadiena v hmotnostnich procen-
tech. Do vaZenky, pfedem vysusené 2 hediny pfi 105°C, byly odvazeny asi
2,000 g kalusu. VaZenka s obsahem byla zvaZena a su$ena 2 hodiny
v suarné pii 105°C. Po vysuseni a vychladnuti v exsikatoru byla zvaZena.
Ztrata susenim byla vztaZena na navazku kalusu a vyjadiena v procentech.
Vysledna hodnota ztraty susenim 4,89 % je aritmetickym primérem ze tfi sta-

noveni (8).



4.5. Kultivace tkanové kultury
4.5.1. Kultivacni nadoby a nastroje

Ke kuitivaci bylo pouZito nadobi z varného skla SIAL (material odolny
véi vodé, chemikaliim a rozdilim teplot). Kalusové kultury byly kultivovany na
knotech (mustky z filtragniho papiru) ve 100 ml Erlenmeyerovych bankach.
Suspenzni kultury byly kultivovany ve 250 ml varnych barikach z téhoZ skla.
Kovové pinzety byly oplachnuty 96 % ethanolem a po zabaleni do hlinikové
folie sterilizovany 2 hodiny pfi 200 °C v horkovzdudném sterilizatoru. Pinzety
s chomadckem vaty vioZenym do jejich horniho konce byly také sterilizovany
v hlinikové félii 15 min pfi 121 °C v autoklavu.

4.5.2. Priprava Zivného média

Pro kultivaci tkafiovych kultur bylo pouZito Zivné médium podle Mura-
shigeho a Skooga. Uvadim zde jeho kompletni sloZeni (31).

CaCl; . 2 HO 440,00 mg/|
KNOs 1900,00 mg/i
MgSO, . 7 H0 370,00 mg/l
NH4NO3 1650,00 mg/l
KH2PO4 170,00 mg/|
FeS0O,4.7 H0 27,84 mgfl
NaEDTA 37,34 mgll
MnSOQ, . 4 HO 22,30 mg/l
ZnS04 . 7 HO 11,50 mg/|

37



H3BOs 6,20 mg/l

Kl 0,83 mg/l
CuSO04 . 5 H0 0,025 mg/l
NazMoQ, . 2 H,0 0,25 mg/l
CoClz .6 H,O 0,025 mg/l
myoinositol 100,00 mg/l
hydrolyzat kaseinu 1000,00 mg/|
glycin 2,00 mg/l
kyselina nikotinova 0,50 mg/l
pyridoxin hydrochlorid 0,50 mg/l
thiamin hydrochlorid 0,10 mg/l
sachardza 30 000, 00 mg/l

Jako stimulator riistu byla pouZita kyselina a — naftyloctova (NAA) o

koncentraci 10 mg/l Zivného média.

Plida pfipravena pro kultivaci byia rozlita po 30 ml do Erlenmeyero-
vych banék s papirovymi knoty pro kultivaci kalusovych kuitur a do varnych
bané&k pfipravenych pro kultury suspenzni. Médium bylo sterilizovano
v autoklavu po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C a tlaku 0,1 MPa.
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4.5.3. Pasazovani a kultivace

PasaZovani bylo provedeno v aseptickém boxu s laminarnim proudé-

nim, jehoZ prostor byl vymyt roztokem ajatinu (1:10) a vyzaren minimaing 1
hodinu germicidni zafivkou. Po celou dobu pasaZovani byly zachovany pfisné
aseptické podminky, bylo pouZivano sterilni sklo a néstroje. Casti kalusové
kultury (inokula) byly pfeneseny pinzetou do banék s Zivnym médiem a vloZe-
ny na knot. Baiiky byly uzavieny hlinikovou folii. Kalusové kultury byly kultivo-
vany v Erlenmeyerovych barikach pfi teplot& 21°C a umélém osvétleni s 16
hodinovou periodou. Subkultiva&ni interval byl 35 dni.

Suspenzni kultura byla odvozena z kalusové kultury mechanickou ces-
tou. Kultivace suspenznich kultur probihala na roleru za neustalého pohybu
pldy za stejnych svételnych a tepelnych podminek jako u kultury kalusove.
Pasazovani bylo provadéno vzdy po 14 dnech subkultivace pienesenim Casti
narostlé suspenze do banék s &erstvym médiem.

4.6. Elicitace
4.6.1. Priprava roztoku elicitoru

Byly pfipraveny &tyfi vodné roztoky siranu Zeleznatého o koncentraci :
*» Koncentrace 1000 uM
< Koncentrace 100 uM
< Koncentrace 10 UM
% Koncentrace 1uM

Z nejsilnéjsi koncentrace siranu Zeleznatého byly nafedénim destilo-
vanou vodou pfipraveny roztoky o niz$i koncentraci. V3echny roztoky elicitoru
byly sterilizovany v autoklavu 15 minut pfi 121 °C a tlaku 0,1MPa. Pfipravené
roztoky byly uchovavany v lednici.

Koncentrace 100 uM pouZita pfi elicitaci explantatové kultury Rheum
palmatum L. odpovida mnozstvi siranu Zeleznatého obsaZenému v Zivnem
médiu podle Murashigeho a Skooga.
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4.6.2. Elicitace a odbér kultur

Elicitace kalusové a suspenzni kultury byla provadéna za aseptickych
podminek v boxu s laminarnim proudénim vzduchu. Ve 21. dni kultivace kalu-
sové kultury a 14. dni kultivace suspenzni kultury byla provedena elicitace
&tyfmi vySe uvedenymi koncentracemi siranu Zeleznatého (32).

K experimentu bylo vzato 108 kultivaénich bariek s kalusovou kulturou.
Soubor 12 banék bez elicitoru slouZil jako kultura kontrolni. Do zbyvajicich 96
banék s kulturou byl napipetovan vzdy 1,00 ml elicitoru o pfislusné koncentra-
ci. Potom byly bariky peélivé uzavieny hlinikovou folil a dale kultivovany za jiz
uvedenych podminek. Vznikly tak 4 soubory Sesti banék s elicitovanou kultu-

rou.

Po 6, 24, 48, 168 hodinach pusobeni elicitoru byly elicitované kultury
odebrany. Odbé&ry kontrolnich kultur byly provedeny po 24 a 168 hodinéch. U
kalusovych kultur byly pinzetou vyjmuty kalusy na filtratni papir a suseny pifi
laboratorni teploté. U suspenznich kultur byly bunky oddé&leny od kultivaéniho
média filtraci za sniZzeného tlaku a také suSeny pfi laboratorni teploté.

U kazdého vzorku byla provedena dvé& paralelni stanoveni obsahu an-
thracenovych derivatil dle CSL 4 a statistické vyhodnoceni vysledkd.

U suspenzni kultury byl pokus uspofadan stejnym zplsobem jako u

kultury kalusové.
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4.7. Stanoveni antracenovych derivatu
4.7.1. Princip stanoveni

Fotometricka metoda podle CSL 4 je zaloZena na barevné reakci an-
thracenovych derivatl s alkalickymi hydroxidy po jejich kyselé hydrolyze a
jejich oxidaci. Intenzita zbarveni se hodnoti fotometricky (9).

4.7.2. Postup stanoveni

Na analytickych vahach bylo odvazeno asi 0,2000 g upradkovaného
ususeného vzorku a v bafice na 100 ml se po dobu 15 minut vafilo pod zpét-
nym chladi¢em se smési 7,5 ml koncentrované kyseliny octové a 1,0 ml kon-
centrované kyseliny chlorovodikové.Po ochlazeni bylo pridano 30 ml etheru a
vafilo se 15 min na vodni lazni. Etherovy vyluh se nechal vychladnout a byl
Zfiltrovan pfes choméadek vaty do délici nalevky na 250 ml tak, Ze vzorek zi-
stal v baiice. Ke zbytku bylo pfidano opét 30 ml etheru a vafilo se znovu 10
minut. Etherovy vyluh byl po ochlazeni Zfiltrovan stejnou vatou k prvnimu vy-
luhu v délici nalevce. Po té byla vata promyta malym mnoZstvim etheru. Ke
spojenym etherovym vyluhtim bylo pfidano 12 ml kencentrovaného roztoku
hydroxidu sodného a 24 ml amoniakalniho roztoku hydroxidu sodného a 5
minut se protfepavalo. Tento postup byl opakovan jesté jednou. Spojene alka-
lické vytfepky byly zahfivany na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em 2 hodiny.
Po ochlazeni byl roztok Zfiltrovan pfes vatu do odmé&rné baiiky, vata byla pro-
myta amoniakalnim roztokem hydroxidu sodného. Odméma barika na 100 mi
byla dopinéna amoniakalnim roztokem hydroxidu sodného po zna¢ku. thned
poté byla zméfena absorbance pii 530 nm proti amoniakalnimu roztoku hyd-
roxidu sodného. Obsah volnych anthracenovych derivatl, pocitanych jako
frangula — emodin, se odecetl z kalibraéni kfivky a byl vyjadien v procentech

(9).
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4.7.3. Sestrojeni kalibracni kfivky

Odvazené mnozstvi 0,0100 g frangula — emodinu (1,6,8-trihydroxy-3-
methyl-anthrachinon) se rozpustilo v 10 ml etheru prostého peroxidickych la-
tek. Roztok byl vytfepan &tyfikrat 20 ml amoniakalniho roztoku hydroxidu sod-
ného. Spojené alkalické vytfepky byly dopinény v odmérné barice na 100 ml
tymz roztokem. Zfedénim amoniakalnim roztokem hydroxidu sodného byly
pfipraveny roztoky, které obsahovaly 0,5 - 1,0 — 2,0 a 3,0 mg frangula — emo-
dinu ve 100 ml. Ihned byla zméfena jejich absorbance pii 530 nm. Kalibragni

kfivka byla sestrojena vynesenim absorbance proti obsahu frangula — emodi-
nu (9).

0,0 0,000 0
0,5 0,171 5
1,0 0,339 10
2,0 0,680 20
3,0 0,982 30
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Kalibra¢ni kfivka frangula - emodinu

1,2 =

| : / o ot o |
0.8 1 . Ts

[+}] = -
Q
o /
(5]
e 036 T -
Q
b4
So04f : . !
0,2 i —
0 / :
0 1 2 3 4

Koncentrace {mg/100 ml)

43




4.8. Statistické vyhodnoceni

Statistické zpracovani naméfenych hodnot obsahu anthracenovych
derivatd v kulturach Rheum palmatum L. bylo provedeno na zakladé T — testu
(test vyznamnosti rozdilu dvou pramérd), pro zvolenou hladinu vyznamnosti p
= 0,05 (33).

R
aritmeticky promér X =— Z X

smérodatna odchylka s = ( X; — X)
n =1

Poaeanens rozsah souboru

X eeueen naméfené hodnoty

X ieennn aritmeticky primér

S eennnn smérodatna odchylka
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T - test

T T podet &lenll kontrolniho souboru

B2eeennn.. poéet &lend pokusného souboru

Xteernen. aritmeticky primér kontrolniho souboru

X 2einn aritmeticky primér pokusného souboru
§erenens smérodatna odchylka kontrolniho souboru
§2ueenenn smérodatna odchylka pokusného souboru

t........ testovaci kritérium

X1— X2

t_

- 2 2
Jnlsl + 1,8, m o+,

J"lnz ("1 +n, - 2)

Testovacimu kritériu pfislusi t rozdéleni se stupném volnosti (v) vypo-

gitaného podle vztahu : v=nq + nz2 - 2.

Vypottena hodnota testovaciho kritéria (t) se porovna s pfisiusnou
kritickou hodnotou t{v), pro vypoéteny stupeii volnosti (v) a zvolenou hladinu
vyznamnosti (p). Je-li hodnota (t) vétSi nez hodnota t(v), je rozdil statisticky

vyznamny na hiadiné& vyznamnosti (p).

Byla provedena vZdy dvé paralelni stanoveni obsahu,proto poZet €len(

souboru nq = Nz = 2 a pocet stupiitl volnosti v = 3 (33).

Kriticka hodnota t(v), pro p(0,05) = 3,182
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5. VYSLEDKY

5.1. Tabulky

Tabulka 1: Suspenzni kultura Rheum palmatum L. ovlivhéna

elicitaci v porovnani s kontrolni kulturou.

Koncentrace| 6 | 0779 | 00226 | 0461 | 00130 |15415

1000uM | o4 | 0932 | 00226 | 0461 | 00130 |22,830

48 | 1451 | 00163 | 0461 | 00130 |40562

168 | 1,378 | 00339 | 0507 | 00041 |34,095

Koncentrace| 6 | 0652 | 00163 | 0461 | 00130 | 11,228

L 24 | o972 | 00135 | 0461 | 00130 |32,780

48 | 1,004 | 00099 | 0461 | 00130 |45192

168 | 1,533 | 00156 | 0507 | 0,0041 |84,012

Koncentrace | 6 1452 | 00170 | 0461 | 00130 |39,740
10pM 24 | os62 | 00127 | 0461 | 00130 |6,640

48 | 0938 | 00127 | 0461 | 00130 |[31,359

168 | 1,009 | 00191 | 0507 | 00041 |34785

Koncentrace 6 1,172 0,0064 0,461 0,0130 | 55,438

1uM 24 | 1,089 | 00170 | 0461 | 00130 |34,967

48 | 1438 | 00141 | 0461 | 00130 |42,629

168 | 1,250 | 00205 | 0507 | 00041 |47,232
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Tabulka 2: Kalusova kultura Rheum palmatum L. ovlivhéna

elicitaci v porovnani s kontrolni kulturou.

Koncentrace 6 0,676 0,1860 0,363 0,0070 | 2,255
1000uM | o4 | 0325 | 00042 | 0363 | 00070 |5,339
48 | 0794 | 00163 | 0363 | 00070 |31,391
168 | 0461 | 00184 | 0405 | 00085 |3,553
Koncentrace 6 0,389 0,0177 0,363 0,0070 [1,773
Ll 24 | 0370 | 00714 | 0363 | 00070 |0,131
48 | 0391 | 00234 | 0363 | 00070 |1,507
168 | 0433 | 00100 | 0405 | 0,0085 |2,601
Koncentrace 6 0,313 0,0078 0,363 0,0070 | 5,787
10pM 24 | 0437 | 00375 | 0363 | 00070 |2580
48 | o767 | 00184 | 0363 | 00070 |26,697
168 | 0379 | 00255 | 0405 | 00085 |1,266
Koncentrace | 6 0,614 | 00191 | 0363 | 00070 |16,082
TuMm 24 | 0421 | 00679 | 0363 | 00070 |1,137
48 | 0486 | 00198 | 0363 | 00070 |7.647
168 | 0764 | 00262 | 0405 | 0,0085 |17,080

Zvyrazné&né hodnoty obsahu antracenovych derivatl jsou statisticky

vyznamné vy$$i nez hodnoty kontroly; p = 0,05.
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5.2. Grafy

Graf 1: Elicitace suspenzni kultury Rheum palmatum L.
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Graf 2: Elicitace kalusové kultury Rheum palmatum L.
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6. DISKUSE

V soucasné dobé je vénovana velka pozornost biotechnologickému
péstovani kultur in vitro. Explantatové kultury v8ak nedosahuji, aZ na nékteré
vyjimky, tak intenzivni biosyntézy a jejich produkce je niZsi nez u intaktni
rostliny, proto jsou hledany rtizné techniky, jako jsou napf. biotransformace,
imobilizace, elicitace a jejich vzajemné kombinace nebo metody genového
inZenyrstvi, kterymi by se produkce a akumulace sekundarnich latek v téchto
kulturach zvysila. Pfi procesu elicitace se vyuziva schopnosti rostiin i rostlin-
nych buné&k kultivovanych in vitro reagovat na rizné stresové podnéty celou
fadou obrannych reakci, na jejichz konci dochazi k zvySené akumulaci sekun-
darnich metabolitd.

Vétsina obrannych reakci vedoucich k produkci sekundarnich metabo-
litd, je zavisla na aktivaci vhodnych gent, pfi¢emz elicitory obvykie neovliviuji
genovou aktivitu pfimo, ale zprostiedkované pomoci pfenasedi signal. Podle
plvodu rozliSujeme biotické a abiotické elicitory. Mezi abiotické elicitory patri
také soli téZkych kov(, které Ize vhodnym nastavenim podminek (délkou pQ-
sobeni a koncentraci) pouzit k elicitaci a tim k proukci sekundarnich metaboli-
ta.

Cilem této prace bylo sledovat vliv &ty koncentraci siranu Zeleznatého
na produkci anthracenovych derivat Sestiletou explantatovou kulturou Rheum
palmatum L. PouZité vodné roztoky siranu Zeleznatého byly zvoleny v rozmezi
koncentraci obvykle pouzivanych pfi elicitaci tezkymi kovy (34,35,36,37,

38,39). Takeé sledované doby pusobeni elicitoru (6, 24, 48 a 168 hodin) vy-
chazely z publikovanych Udajl, které udavaji zvySeni produkce sekundarnich
metabolitd v priibéhu né&kolika hodin aZ dni po aplikaci tezkych kovl
(38,39,40,41).
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Explantatové kultury riznych druh rostlin reaguji na elicitaci zcela
odli§né. Je proto nutné nalézt pro sledovanou kulturu optimalni elicitor, jeho
vhodnou koncentraci a dobu aplikace, aby doslo k zvySené akumulaci sekun-
darnich metabolitl. Kontrolni kultury byly odebirany po 6 a 168 hodinach, ne-
bot jejich produkce se v takto kratkych ¢asovych intervalech vyznamné ne-
méni.

Pfi elicitaci je dulezitym faktorem, také stafi kultury, respektive jeji
ristova faze (42,43).

Z pfedchazejicich pokust také vyplyva, Ze z hlediska nejlepsiho ovliv-
néni produkce anthracenovych derivatil explantatovou kulturou Rheum paima-
tum L. je pro elicitaci suspenzni kultury nejvhodné&;jsi 14. den a pro elicitaci
kalusové kultury 21. den kultivace. Pfipravené rozoky elicitoru byly proto ke
kultufe pfidavany v t&chto dnech kultivace.

Sledujeme-li vliv Zeleznatych iontl na produkci anthracenovych deriva-
tG v suspenzni kultufe Rheum palmatum L. v zavislosti na délce plisobeni a
koncentraci elicitoru je zfejmé, Ze u suspenzni kultury () vSechny koncentrace
siranu Zeleznatého (1000 pM, 100 M, 10uM a 1 uM) zplsobily ve v8ech &a-
sovych intervalech statisticky vyznamné zvy3eni produkce anthracenovych
derivata v porovnani s kontrolni kulturou. Nejvy$3i elicitagni G€inek se projevil
po 168 hodinach od aplikace v8ech koncentraci s vyjimkou koncentrace
10uM, ktera stimulovala produkci sledovanych metabolitll nejlépe jiz po 6 ho-
dinach pusobeni. Maximaini obsah anthracenovych derivati (1,533 %) byl
zjisten po168 hodinové aplikaci 100 pM koncentrace siranu Zeleznatého, kdy
doslo ke statisticky vyznamnému zvyseni produkce o 200 % v porovnani
s kontrolni kulturou. U elicitor o koncentraci 1000 pM a 100 pM se elicitaCni

usinek zvy$oval s délkou jejich aplikace.

Ze zjistenych hodnot vyplyva, Ze viechny koncentrace sirantl Zelezna-
tého pozitivné ovliviiuji produkci anthracenovych derivatl v suspenzni kultufe

Rheum palmatum L.
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U kalusové kultury bylo také zji$teno statisticky vyznamné zvyseni
produkce anthracenovych derivat(l v zavislosti na délce pasobeni a koncent-
raci pouzitého elicitoru v porovnani s kontrolni kulturou. Nejlepsi interval pro
ovlivnéni kalusové kultury byl 48 hodin, nebot vSechny koncentrace zvysily
obsah anthracenovych derivatd oproti konrole. Maximalni obsah anthraceno-
vych derivatl (0,794 %) byl zaznamenan po 48 hodinové aplikaci nejsilngji
koncentrace 1000 pM siranu Zeleznatého, coz piedstavovalo v porovnani
s kontrolni kulturou zvyseni 0 120%. K pozitivnimu ovlivnéni produkce doslo
také po 168 hodinové aplikaci nejslabsi koncentrace a po 6 hodinovém puaso-
beni 1000 uM a 1 pM roztoku elicitoru. V ostatnich sledovanych €asovych in-
tervalech se obsah anthracenovych derivatli pohyboval na Grovni kontrolnich

vzork( nebo byl jen nevyznamné snizen.

Na zakladé vsech ziskanych vysledki Ize konstatovat, Ze pozitivni
viiv abiotické elicitace siranem Zeleznatym na produkci anthracenovych deri-
vatl explantatovou kulturou Rheum paimatum L. se projevil, podobné jako
v piedchéazejicich experimentech (41,44,45,46,47,48), zejména u suspenzni
kultury.

Buiky suspenze jsou totiz v pfimém kontaktu s Zivnym médiem, coz

zaruéuje snadny pfistup Zivin a vyménu dychacich plyn(t. Buné&&né suspenzni
kultury jsou proto nejvice vyuZivany ke studiu produkce sekundarnich metabo-

lith, indukce enzym, genovové exprese atd.

Tézké kovy se vyuZivaji jako abiotické elicitory k ovlivnéni produkce
sekundarnich metabolitll v fadé experimentl. Jiz v pfedchazejicich experi-
mentech (46,49,50,51) byl zjiSten pozitivni elicitadni uginek t&Zkych kovil na
produkci sekundarnich metabolitd pfedevsim u suspenzni kultury Rhem pal-

matum L.

Pfi abiotické elicitaci suspenzni kultury Rheum palmatum L. elicitorem
chloridem olovnatym byl zjisten maximalni nariist produkce po 24 hodinove
aplikaci elicitoru 0 44% v porovnani s kontrolni kulturou (41).
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V dal§im experimentu doslo také k pozitivnimu ovlivhéni produkce
sekundarnich metabolith a to pfi abiotické elicitaci suspenzni kultury Rheum
palmatum L. chloridem kademnatym a chloridem hlinitym. Maximalni zvy$eni
obsahu anthracenovych derivat(i oproti kontrole o 66 % nastalo po 48 hodi-
novém pulsobeni 10 uM koncentrace chloridu kademnatého a o 60 % pii elici-
taci chloridem hlinitym po 6 hodinové aplikaci 100 pM koncentrace (46).

Také v pfipadé abiotické elicitace suspenzni a kalusové kultury Ononis
arvensis L. byl zji$tén statisticky vyznamny narUst produkce flavonoidl pfi
abiotické elicitaci téZkymi kovy. Produkci pozitivné ovlivnily roztoky iontd cd*
, Cu®, Pb%*, Hg?" Mn%",Co®" Ni#*, Cr** a AP* . Nejvy$si zvySeni hiadiny flavo-
noida, které bylo aZ sedminasobné vy3si oproti kontrole, bylo zjisténo po 24
hodinové elicitaci kalusové kultury roztokem NiCl; o koncentraci 0,4 yM

(39,49,52,53).

V suspenzni kultufe Angelica archangelica L. byl zji¥fovan vliv riiznych
koncentraci Mn?*, Co?* a Zn?* iontll na produkci kumarinii pfi Kultivaci kultury
za tmy a svétla. Produkce sledovanych metabolitd byla stimulovana zejména
roztokem siranu zinec¢natého pii kultivaci za tmy (54,55).

Dale také rtutnaté ionty stimuluji produkci medikarpinu v suspenznich
kulturach Canavalia ensiformis L. a Medicago sativa L. (66), médnaté ionty
tvorbu Sikoninu v kultufe Lithospermum erythrorhizon (57).

V nasledujicim experimentu byla sledovana stimulace syntésy beta-
kyanlt v suspenzni bun&&né kultufe Porfulaca L. abiotickou elicitaci FeEDTA
&tyfmi koncentracemi 25, 50, 100, 200 uM a nejlépe ovlivnila produkci beta-
kyan( koncentrace 100 uM. Obsah betakyand byl 1,5 vétsi nez v kontrolnim
vzorku (34).
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7. ZAVER

Vysledky této prace Ize shrnout do nasledujicich bodu :

1. U suspenzni kultury Rheum palmatum L. v8echny pouZité koncentrace si-
ranu Zeleznatého vyvolaly ve v8ech sledovanych &asovych intervalech statis-
ticky vyznamné zvySeni produkce oproti kontrolni kulture.

2. Nejvy&si obsah anthracenovych derivatli v suspenzni kultufe Rheum pal-
matum L. zplsobila 168 hodinova abioticka elicitace roztokem siranu Zelezna-
tého o koncentraci 100 uM, kdy doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni pro-

dukce 0 202,4 % v porovnani s kontrolni kulturou.

3. Maximaini obsah anthracenovych derivatl v kalusové kultufe Rheum pal-
matum L. zpUsobila 48 hodinova abioticka elicitace roztokem siranu Zelezna-
tého o koncentraci 1000 pM, kdy doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni
produkce o 118,7% v porovnani s kontrolni kulturou.

4. Bylo potvrzeno, Ze abioticka elicitace vice stimuluje produkci anthraceno-
vych derivatd v suspenzni kultufe nez v kultufe kalusové.
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