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1 UVOD

vvvvvv

"Neni na svété bylina, aby na néco nebyla". Lidé poznali jiz na pocétku historie, kdy
zili v tésném styku s ptirodou, ze nékteré rostliny pomahaji navracet zdravi, jiné ze
naopak mohou zdravi ohrozit. O IéCivych rostlinach se piSe jiz v nejstarSich
pramenech ze 4. tisicileti pt. n. 1. (1)

Rostliny vSak zdaleka nemaji pro ¢lovéka piinos jen pfi léceni nemoci. Jsou
odedavna vyuzivany také jako zdroj aromatickych latek pro parfumerii
a potravinaistvi, tfislovin pro kozeluzstvi, ptirodnich barviv a ptfadnych vladken pro
textilni primysl ¢i difevo. Ne&které rostliny jsou zaroven kaucukoddrné nebo
olejodarné, jiné se vyuzivaji pro vykrm domacich zvifat, jako ovoce a zelenina
v potravé lidi nebo jako okrasné rostliny v zahradach ¢i parcich. Farmaceuticky
upotiebitelné pak mohou byt i nékteré jinak vylozené zemédelské plodiny, napt. méak
nebo chmel. (2)

Lécivé rostliny maji v dneSnim 1ékatstvi mnohy vyznam: jako suroviny pro
izolaci u¢innych, chemicky cistych latek nebo jejich souhrntl, které se pouzivaji jako
takové nebo jsou surovinou pro chemické polosyntézy latek novych, CcCasto
s vyznamnéjSim terapeutickym ucinkem. Dale se z rostlin a jejich drog ptipravuji
tzv. galenické pfipravky, napi. extrakty, tinktury nebo $tavy. Ty maji v moderni
pripravu c¢ajovych smési — ty se pouzivaji jako podpirné prostiedky (bez
neptiznivych ucinki), které pacienti obvykle dobfe snaSeji. Rostlinna fiSe je také
stale nevyCerpanym zdrojem podnétl pro chemiky k vyzkumu a objevovani novych,
terapeuticky vyznamnych latek. Diky vyvoji védeckych metod je mozno objevovat
nové ucinné latky i mezi tradi¢nimi 1é¢ivymi rostlinami. (2)

Hlavnim ukolem I¢€kaiské védy je péce o zdravi ¢loveéka, psychické zdravi
nevyjimaje. V soucasné pietechnizované spolecnosti je psychika clovéka znaéné
zatéZzovana, vazba Clov€ka na neporuSené piirodni prostiedi by tedy neméla byt
podceniovana. Na zdravi ¢lovéka ma z tohoto hlediska pozitivni vliv i rostlinstvo jako
celek, a to prostfednictvim blahodarného ucinku samotného pobytu ve volné piirodé.

Zelené rostliny vyuzivaji energii slune¢niho zafeni k pfeméné energeticky

chudych latek (vody a oxidu uhli¢itého) a vazou ji v cukrech. Na fotosyntézu pak



navazuje mnoho dalSich slozitych pochodii, kterymi se tvoii vSechny pro zivot
nezbytné latky, hlavné bilkoviny, tuky a organické kyseliny — tyto latky souborné
oznacujeme jako primarni metabolity. Obecné jsou primarni metabolity obsazeny ve
vsech rostlinach, casto ve znacném mnozstvi, pro ¢lovéka maji vyznam predevsim
jako soucést potravy a zdroj minerali a vitamint. V 1€kafstvi je z tohoto typu latek
vyuzitelnych jen nékolik, napt. sacharéza (ptiprava sirupli, konzervans), Skrob
(pomocnd latka v technologii), inulin, dale pektiny (protiprijmova latka), slizy
(expektorans), n&které organické kyseliny (laxativa, diuretika) a oleje (v koznim
1ékatstvi). Z hlediska u¢inkt na lidsky organismus jsou ale mnohem vyznamnéjsi
produkty sekundarniho metabolismu, které rostliny vytvareji ze zékladnich
primdrnich latek fadou slozitych pochodii. Tyto latky jsou v rostliné obsaZzeny
zpravidla jen v malém mnozstvi a jsou charakteristické pouze pro urcité skupiny
nebo dokonce pro jednotlivé druhy nebo formy rostlin. Nékteré z nich maji velmi
silné ucinky, jiz v nepatrnych davkach mohou tézce posSkodit zdravi nebo ptivodit
smrt. Rada t&chto jedll je v dne$nim lékaistvi zcela nepostradatelna (napf. nékteré
alkaloidy ¢i srde¢ni glykosidy). Jejich obsah v rostlinach kolisa, proto se mohou
podavat jen v Cisté 1€kové forme a pod dohledem lékare. Mezi sekundarni metabolity
patti alkaloidy, glykosidy, silice, tiisloviny nebo hoi¢iny. Tvorbu téchto latek
v rostlinach je pfi péstovani mozno usmernovat vytvarenim vhodnych podminek.

I pfes znaénou chemizaci farmaceutické vyroby a snahu o co
nejekonomictéjsi a nejefektivnéjsi vyrobu se tedy zdjem o 1éCivé rostliny opét
neustale zvysuje, v dneSni dobé bychom mohli hovofit o renesanci zdjmu o 1éCivé
rostliny. V fad¢ ptipadi se totiz ukazalo, Ze je vyhodné vychézet pti vyrobé piimo
z rostlinného materidlu. Tam, kde je chemickd struktura 0€inné latky znama
nedokonale, nebo kde je syntéza z riznych divodd nemozna ¢i latka ma lepsi
ucinnost v pfirodnim stavu, zistava 1€¢iva rostlina jedinym vhodnym a vyuzitelnym
zdrojem. (1)

V posledni dobé ovSem dochazi k obrovskému zabirani piady pro
nezeméd¢lské ucely, narusovani zivotniho prostredi a dalSim jeviim, které znatelné
zmensuji dostupnost rostlinnych zdroji. Ceny surovin i potfeby farmaceutického
primyslu stoupaji. Péstovani rostlin je sezénni zalezitosti, jeho vytéZnost je zavisla
na mnoha faktorech, napt. klimatickych vlivech, hmyzu ¢i bakteridlnich ndkazach,
a nelze ji pfili§ zvySovat. Proto bylo vénovano velké usili na vypracovani

biotechnologickych postupti vyroby zadanych rostlinnych latek. Kromé produkce



komer¢n¢ vyuzitelnych sloucenin kulturami rostlinnych bunék se rostlinna
biotechnologie zabyva také propagaci rostlin pomoci tkdniovych kultur, uchovédvanim
a skladovanim rostlinnych bunék, genovou manipulaci s rostlinami in vitro
a genovym inzenyrstvim vyssich rostlin. (3)

Biotechnologické péstovani rostlinnych bunék a jejich metaboliti ma oproti
jejich ptirozené produkci tu vyhodu, Ze je zcela nezavislé na podnebi, na vykyvech
pocasi a na kvalit¢ ptidniho fondu. Takto ziskany material je navic homogenné;jsi,
sterilni a neobsahuje zbytky insekticid nebo herbicidi. Kontinualni produkce
umoznuje ekonomictéjsi technologii, vznikd také moznost dusledné kontroly
produkce. Oproti chemickym metoddm vyroby se jednd o metodu témét

bezodpadovou, piipadné produkované odpady jsou biologicky zuzitkovatelné. (4)



2 CIL PRACE

Cilem této prace je sledovani vlivu dusi¢nanu stiibrného na produkei

kumarinti suspenzni kulturou Angelica archangelica L.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Angelica archangelica L.

Andélika 1ékaiska je vyznamnd bylina z ¢eledi mitikovitych (Apiaceae).
V prvnim roce vytvaii bohatou rtizici ptizemnich list, ve druhém, tietim a ¢tvrtém
roce kvete. Plody ptfinési pouze jednou, potom odumira. (5)

Tato dvouleta az viceletd monokarpicka bylina s dutou, statnou a témét lysou
lodyhou mé& mohutny, fepovity, krouzkovité vrascity oddenek dlouhy 5 - 30 cm
a Siroky 3 - 8 cm, s bélavou nebo Zlutavou mlékovitou stavou, s mnozstvim jemnych
kotfeni a s cetnymi provazcovitymi adventivnimi kofeny v dolni poloviné. Ma
obvykle 2 - 5 pfizemnich listd s mohutnou listovou pochvou, které celé postupné
odumiraji. Jedinad lodyha rostliny je ptima, 90 - 250 cm vysokd, v horni poloviné
odstale vétvena, ma obly tvar, nezfetelné ryhovani, zelenou nebo tmavé nachovou
barvu a velkou centralni dutinu. Mohutnéjsi rostliny mohou mit u baze nékolik
postrannich, tencich lodyh. (6)

Listy andéliky jsou stiidavé, zpefené, v obrysu Siroce trojuhelnikovité, dlouhé
az 110 cm. Listecky jsou nepravidelné vejCité az Siroce vejCité, postranni byvaji
nesoumérné dvoulaloéné, koncové tii az pétilalo¢né, nestejné hrubé ostfe pilovité, se
zaSpicatélymi zuby s bélavou Spickou. Vietena listi a listkdi i 25 - 50 cm dlouhé
fapiky jsou duté, listové pochvy objimaji lodyhu jen bazi, jsou az 16 cm dlouhé¢ a 15
cm Siroké, u hornich listd jsou stejné dlouhé jako ptisedla cepel. Nejhornéjsi listeny
jsou témet redukované v listovou pochvu, pochvy, fapiky a vietena ¢epeli jsou jemné
ryhované. (6)

Termindalni slozené okoliky na lodyze i postrannich vétvich maji 8 - 19 cm
v pruméru, okoliky jsou polokulovité, husté, bez obalu nebo na postrannich vétvich
sobalem z 1 az 6 nepravidelné rozlozenych carkovitych Sidlovitych listent.
V okoliku byvé nejcastéji 24 - 66 polokulovitych hustych okolickd, v okolicku 24 -
59 kvétt (u vngjsich okolickli vice nez u vnitinich). Kvétni stopky jsou 6 - 10 mm
dlouhé, kalisni cipy jsou nezietelné, korunni listky, vejCité kopinaté s dovnitf
zahnutou Spickou a kratce klinovitou bazi, maji zelenavé bélavou az zlutozelenou
barvu a velikost 1,2 - 2,0 x 0,8 - 1,4 mm. Nitky ty¢inek jsou napadné dlouhé (az 3
mm), prasniky stfedem pfirtistajici k nitce jsou 0,7 - 0,8 mm dlouhé. Semenik je
Siroce elipsoidni, ¢nélky kratké, za plodu az do 3 mm prodlouzené. Kvete v Cervenci

a srpnu. (6)
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Dvounazky jsou elipsoidni az Siroce elipsoidni, ze hibetu smacklé, 5 - 8 x 3,5
- 5 mm veliké, na bocich se 2 Sirokymi kiidly. Ve vnitini vrstvé mezokarpu jsou po
jednom v hibetnich Zebrech a po dvou v okrajovych Zebrech prstencovité usporadané
sekre¢ni kanalky. Plody dozravaji v srpnu a v zafi. (6, 7)

Roste na vlhkych, chladnych, minerdlnimi latkami bohatych stanovistich,
podél lesnich potic¢kli a na travnatych horskych nivach od podhorského do
subalpinského stupng. Casto je péstovana v kulturach pro farmaceutické ucely. (8)

RozliSujeme dva poddruhy andé@liky lékatské — a Angelica archangelica
subsp. officinalis (Archangelica officinalis subsp. officinalis, Cesky and¢lika Iékatska
prava) a Angelica archangelica subsp. litoralis (Archangelica officinalis subsp.

litoralis, Cesky and¢lika lékatské pobtezni). (6)

3.1.1 Angelica archangelica subsp. officinalis

VSechny c¢asti andéliky lékarské pravé jsou aromatické, kratky kotfen je
bohaté rozvétveny, lodyha mékka a Stavnata. Listové pochvy jsou bylinné, listeny
obalicku carkovité, ploché, témér stejné délky jako kvétni stopky. Korunni listky
jsou Zlutozelené, dvounazky Siroce elipsoidni, 6,5 - 8 mm dlouhé a 4,5 - 5 mm
Siroké, na bocich kiidlaté. Merikarpia na hibeté¢ maji tfi vyrazné vystupujici Zebra
a ztetelny kyl.

Tento poddruh andéliky roste na vlhkych ptidach v blizkosti vodnich hladin,
humoznich a zivinami bohatych, obc¢as zaplavovanych ptdach nejcastéji vypliujicich
spary mezi kamenim a balvany, kde kofeny snadno dosahuji k hladiné¢ podzemni
vody, prosakujici z #iéniho koryta. Casto se tedy vyskytuje na kamennych navigacich
a lateralnich kanalech zdymadel velkych tek. Osidluje ti¢ni tseky se znaéné
znecisténou vodou s obsahem soli a jinych latek. Péstuje se v zahradach i polnich
kulturach, zvlasté ve vyssich polohach.

Nejstarsi zpravy ze 16. stoleti lokalizuji pivodni vyskyt andéliky do Krkonos,
ostatni vyskyt na uzemi CR je druhotny - jedna se o rostliny péstované v zahradach,
popfipad¢é pozistatky téchto kultur, vzacnéji rostliny zplanélé z téchto kultur do
okoli. V poslednich desetiletich se andélika rozsifila jako expanzivni neofyt na
btezich Labe, §ifi se primarn¢ lodni dopravou na Labi proti proudu a na jeho vétsi

pritoky, napt. na Vltavu. (6)
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3.1.2 Angelica archangelica subsp. litoralis
And¢lika lékatska pobfezni je rostlina bez aromatické viné, s fepovitym,

vétsinou jednoduchym kotenem. Lodyhu ma tuhou, listové pochvy kozovité, listeny
obalicku Stétinovité, az dvakrat kratsi nez kvétni stopky. Korunni listky jsou zelenavé
bélavé, elipsoidni dvounazky jsou 5 - 6 mm dlouhé a 3,5 - 4,5 mm Siroké, s ne-
vyrazn¢ vystupujicimi zebry a nezfetelnym kylem.

Rostlina s ptivodnim vyskytem na pobiezi mofti a usti fek je adaptovana na
brakické vody a mirné slané pady. V Cechach je z ptivodnich dvou lokalit potvrzen

vyskyt pouze v Doupovskych horach, cilené se tento poddruh téméf nepéstuje. (6)

3.1.3 Vyznam Angelica archangelica L.

Andélika 1ékatska a jeji kofenova droga (oddenek s adventivnimi kofeny —
Radix angelicae) se dostaly do 1éCitelstvi ze severskych oblasti, u nas se rozsitila ve
sttedoveku, kdy ji péstovali mnisi jako ucinny prostfedek proti moru. Nejveétsi oblibé
a slave se tesila v 16. stoleti. Kromé oddenku se dale pouzivaji i jeji plody (Fructus
angelicae) a listy (Folium angeliacae). Droga se vyznacuje kofenitou viini a ostie
kofenitou a hotkou chuti. (6, 9)

Obsahuje silici (kofen 0,3 - 1 %, plody 1 - 2 %), jejiz hlavni slozkou jsou
terpeny felandren, alfa-pinen a cymol, dale pak alfa-thujon, limonen, betal]
karyophylen, linalool, borneol a nékolik makrocyklickych laktont. Z dalSich
obsahovych latek jmenujme kumariny angelicin, umbeliferon, isopimpinellin,
prangolarin, xanthotoxin, xanthotoxol, imperatorin a bergapten, dale jsou to
ttisloviny, organické kyseliny, cukry a dalsi latky. (5, 7, 10, 11)

Andélikovy koten podporuje podobné jako oddenek puskvorce traveni, nebot’
jeho ucinné latky ptizniveé ovliviiuji sekreci zaludeénich §tav — z tohoto diivodu je
droga soucasti ¢ajové smesi Stomaran (stomachikum). Povzbuzuje nervovou ¢innost,
pouziva se v celkové posilujicich koupelich a vnitiné v sedativné a neurotonicky
pusobici Cajové smési Valofyt. M4 mirny diureticky ucinek, mirni nechutenstvi
a nadymani, usnadiiuje odkaslavani a zklidituje podrazdéné pradusky. Uziva se také
proti kie¢im jako spasmolytikum. V lidovém IéCitelstvi se pouziva také jako
prostfedek potopudny, posilujici a tonizujici, pii nervovém vycerpani, hysterii,
nespavosti, sttevnich kolikach, gastritidach a prtijmech. Z jeho baktericidnich ucinkt

vyplyva také pouziti ve forme kloktadla pii zanétech dutiny ustni. (1, 2, 9)
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Znacné mnozstvi drogy se dnes spotiebuje k izolaci silice pouzivané pfi
vyrobé likért (napi. benediktinka, Sartréska), v parfumerii, kosmetice a na vyrobu
aromatizovaného tabdku (1), dale také k aromatizovani rybich konzerv. (6) Mladé
stonky a listové fapiky se tradiéné€ pouzivaji v kuchyni jako zeleninové koteni do
polévek, kandovanymi fapiky a lodyhami se zdobi cukraiské vyrobky. V nékterych
oblastech se and¢lika péstuje 1 jako dekorativni rostlina ve vétSich zahradach
a parcich pobliz jezirek a vodnich tokd. (2) Nemaly vyznam ma i jako medonosna
rostlina, jejiz bohaté okoliky hojné obletuji véely. (9) V posledni dobé se nckteré
obsahov¢ latky studuji i z hlediska mozné protinddorové aktivity. (1)

Pfi CastéjSim vnitinim uzivani plisobi nepfiznivé na nervovou soustavu (2),
pfi jednorazovém piedavkovani (vice nez 2 g silice) miize vyvolat podrazdéni ledvin
a manipulace s Cerstvou drogou vlivem obsahu furanokumarini zptsobuje foto!!
senzibilizaci, tedy precitlivélost viici slunecnimu zéfeni. Je-li takova kiize ozarena,
u citlivéjSich osob dochézi k zarudnuti a otoktim pokozky az k tvorbé puchytkt. (1)
Vysoce negativni vliv mé& také na fi¢nich navigacich, nebot tlust¢ oddenky
prorustinim ve spardch mezi kameny narusuji souvislost uméelych hrdzi a mohou

zpusobit jejich zborceni. (6)

Obr. ¢. 1: Angelica archangelica L. (34)




Obr. ¢&. 2: Angelica archangelica L. (1)
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3.2 Explantatové kultury rostlin

Rostlinny explantat je kazdy fragment zivého pletiva, cely organ nebo
komplex organii odebranych bud’ z intaktni rostliny, nebo jiz z existujici kultury
a pestovany v podminkach in vitro (12) (oznaceni in vitro je latinského ptivodu
a znamena doslovné "ve skle" (13)).

Explantatové kultury rostlin predstavuji aseptickou kultivaci izolovanych
¢asti rostlin za umélych podminek. Specifickou vlastnosti rostlinnych bunék je jejich
totipotence. Rostlinnd buiika diferenciaci nedegeneruje, ale je schopna dediferen(]
ciace a opétného déleni. Bunky diferencovanych pletiv se totiz ve své genetické
vybavé nelisi od bun€k meristematickych. Proces diferenciace u rostlin je zalozen na
tzv. diferencni genové aktivité, kdy se specializace bunky vytvaii na zaklad¢ aktivace
nebo inaktivace ur€itych gent. V rostlinném organismu je tedy totipotentni nejen
zygota a meristematickd burnka, ale i kterdkoli jind rostlinnd bunka. Zménou
podminek, ve kterych se specializovand buiika nachazi, je mozné vyvolat jeji
dediferenciaci a neorganizovany rust. (14)

V principu zahrnuji rostlinné explantatové kultury izolaci bunék, pletiv
a organt a jejich kultivaci ve sterilnich podminkédch fizeného prostredi (pii
definovaném kultivacnim médiu, teploté, vlhkosti, kvalit¢ a kvantit¢ svétla).
Vegetaéni vrcholy, postranni pupeny, ¢asti stonkd, listdl, kofene, reprodukéni casti
jako mikrospory, vajicka, embrya, semena nebo spory, jakoz i jednotlivé buiky
a protoplasty mohou byt kratkodobé kultivovany in vitro a za urcitych podminek
dopéstovany v nové rostliny. (14)

Z vyse uvedenych principll vyplyvaji nasledujici moznosti aplikace kultivace
izolovanych rostlinnych ¢asti: kultivace vegetacnich vrcholii a pupent ¢i indukce
adventivnich pupent na izolovanych organech jako metody vegetativniho mnozeni
rostlin, kultivace izolovanych meristémi jako metoda ozdravovéani rostlin od
virovych infekci, pfekonavani fyziologickych bariér pii hybridizaci taxonomicky
vzdalenych druht pomoci kultivace izolovanych embryi, regulace procesu oplozeni
a jeho ovlivnéni v podminkédch in vitro. Dale produkce haploidi pii kultivaci
prasnikti, mikrospor a vaji¢ek, spontanni vyskyt a indukce genovych a genomovych
mutaci v bunéénych a tkanovych kulturach a jejich selekce na urovni regenerovanych
rostlin, fizend fize protoplastli s cilem vytvofeni novych hybridi a konecné také

inkorporace ciziho genetického materidlu do buiiky s cilem modifikace rostlinného
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genomu. Explantatové kultury pfedstavuji nejen soubor metod pro védecké studium,
ale jsou uzivany i pro praktické ucely, predev§im k rychlému mnoZzeni a Slechténi
rostlin (Slechténi novych forem a odrid kulturnich plodin i lesnich a okrasnych

drevin) a k produkci rostlinnych metabolitt. (13, 14)

3.2.1 Déleni rostlinnych explantatovych kultur
Kultury rostlinnych explantata 1ze podle morfologické, respektive anatomickeé

charakteristiky roz¢lenit do nasledujicich kategorii:

Kultura organova predstavuje organové systémy, organy respektive jejich
zaklady ¢i ¢asti, péstované v podminkach in vitro zpiisobem, ktery umoznuje jejich
diferenciaci a v celku zachovava jejich stavbu a funkci.

Tkanova resp. pletivova kultura je tvofena do rizného stupné soudrznymi,
morfologicky dezorganizovanymi mnohobunéénymi komplexy tkané (pletiva),
pomnozovanymi na polotuhych ¢i pevnych nosicich nasycenych zivhym médiem
nebo vyjimecné v tekuté zivné pude.

Suspenzni  kultury obsahuji volné buinky a drobné bunééné shluky
suspendované v tekuté zivné pud¢, promichévané a provzdusiiované.

Kultura bunécna respektive kultura volnych bunek je tvorena jednotlivymi
a identifikovanymi buiitkami, respektive jejich nejbliz§im potomstvem, pomno!]
zovanymi v tekuté ¢i polotekuté plidé nebo na nosici nasyceném piidou.

Kultury bunécnych protoplastii obsahuji pouze nahé rostlinné protoplasty,
které se ziskdvaji enzymatickym Stépenim bunéénych stén v hypertonickém

prostiedi. (4,12)

3.2.2 Vlastnosti rostlinnych kultur

Tkéanovou, suspenzni ¢i bunécnou kulturu Ize odvodit z buiiky ¢i komplexu
bun¢k pletiva kteréhokoliv orgénu rostlinného téla. Vyjimku tvofi nékteré¢ velmi
specializované bunky, naptiklad sitkovice aj. Kulturu lze péstovat in vitro za
vhodnych podminek neomezené dlouho. Tkanova, respektive suspenzni kultura se
v prib¢hu ristu in vitro dediferencuje a ztrdci svlij plivodni morfologicky
a fyziologicky charakter. Neni vSak zcela homogenni, obsahuje buiiky rtizného

stupné diferenciace. Suspenzni kultury jsou tvofeny volnymi buiikami a buné¢énymi
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shluky rtzné velikosti. Rozpadavost kultury lze ovlivnit slozenim média
a kultivaénimi podminkami. Bunky tkanovych ani bunéénych kultur nejsou schopny
na rozdil od kultur zivocisnych tvofit "jednovrstevnou kulturu", neuchycuji se na
tuhé ani polotuhé podklady. Z haploidnich bun€k ¢i pletiv 1ze odvodit vysoce
haploidni tkanové kultury. Rada organovych, tkanovych i bundnych kultur je
schopna trvale rist na pln€ syntetickych pidach jednoduchého sloZeni. Vhodnou
kombinaci ristové aktivnich latek a ostatnich slozek kultivacnitho média lze
v kulturach indukovat histogenezi nebo organogenezi, z jediné somatické bunky lze
tedy odvodit zivotaschopnou rostlinu. Explantatové organy mohou v kultute in vitro
dortistat. Organové, tkanové ani bunééné kultury rostlin nelze na rozdil od kultur
zivocisnych bez poskozeni konzervovat mrazem. (4) Rostlinné explantatové kultury

jsou heterotrofni. (12)

3.2.3 Faze kultivace rostlinnych explantati
Cely proces kultivace explantatd vyssich rostlin miizeme rozdélit do Ctyt fazi.

Prvni faze (faze odvozeni explantatové kultury) sestava z vybéru vhodné
matecné rostliny, pokud mozno s vysokou produkci metabolitu, a ze ziskdni
primarniho explantatu. Cim vice jsou buitky a pletiva diferencované, tim veétsi
kultury jednodéloznych rostlin. Z povrchové sterilizované nebo asepticky péstované
rostliny se fragment orgdnu umisti in vitro na vhodné sterilni agarové médium.
Slozeni Zivného média je v této fazi velmi dilezité, obvykle musi byt komplexné;jsi
nez v dalSich fazich. Po nékolika tydnech se objevi primarni kalus, schopny
rozmnozovani na novém meédiu.

V dalsi fazi je ziskany kalus po odstranéni zbytku vychoziho organu pfi
pasazovani na vhodném médiu schopny neomezené proliferace. Béhem prvnich
pasazi se Casto projevuji morfologické a morfogenetické zmény, po vétSim poctu
pasazi ziskdme za dodrzovani konstantnich podminek kultivace stabilni a homogenni
rostlinny material. Obecné jsou vlastnosti vyselektované homogenni kultury dany
ptvodnim genotypem a kultivaénimi podminkami.

Ve treti fazi ziskdme z tkdné péstované na pevné pudé suspenzni kulturu
v tekutém médiu. Toho Ize docilit enzymovym rozvolnénim napt. pomoci pektindz

nebo mechanickou cestou. Ziskané kultury jsou déle udrzovany pomoci pravidelnych
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pasazi, ptipadné se selekénim tlakem k udrzeni stupné disociace bunck. Po n¢€kolika
pasazich lze ziskat suspenze s konstantnim stupném agregace. V suspenznich
kulturach se dosud nepodafilo zcela zamezit tvorbé agregatl, pro pomér volnych
bun¢k k bunéénym shlukim zlstava kromé genetickych pifedpokladd kultury
jedinym regulatorem rozpadavosti charakter zivné ptidy a vhodny kultiva¢ni rezim.

V posledni fazi jsou suspenzni kultury udrZovany vsadkov€ v malych
banikdch na rolerech ¢i tfepackach. Pfechod na vétSi objemy, nutny pro kazdé
biotechnologické vyuziti, je velmi narocny z hlediska udrzeni dokonalé sterility,
zajisténi dostatku kysliku a optimalizace dalSich faktord. Rostlinné bunky jsou
fadoveé veétsi nez bakteridlni, z nemichaného média by tedy rychle sedimentovaly.
Zaroven jsou kiehké a Spatn€ snaseji mechanické michéni. Z tohoto divodu se
k michéni casto pouziva prochazejici proud sterilniho vzduchu. Volba vhodného
zpusobu kultivace zavisi na vlastnostech kultury, stupni agregace a diferenciace i na
zddaném produktu — zda je cilem zisk biomasy nebo metabolitu uvolnéného do
média. Buniky jsou obecné péstovany pii teplotach 25 - 30 °C a pfi 10 - 200 otackach
roleru za minutu. Primérna vsadkova kultivace trva 7 - 15 dni. (4)

Ptevod kultivace rostlinnych bunék z laboratorniho méfitka do poloprovozu
a provozu je podminén urovni genetickych, fyziologickych a bioinzenyrskych
poznatkl a také jeho ekonomickou vyhodnosti. Z ekonomickych divodil je Zadouci
izolace a vyuzivani vysokoprodukcnich kment rostlinnych bunék. Vychazi se
z rostliny produkujici co nejvétsi mnozstvi zadanych latek nebo s co nejvetsi
rychlosti pfemény zadanych metabolith v piipadé biotransformace. K jejich ziskéani
se s uspéchem vyuZila mutageneze, a déle rist v pfitomnosti riznych chemickych
latek, které¢ usmrcuji divoké builky a zvyhodnuji zddané mutanty. Obecné lze fici, ze
pro selekci Ize pouzit metody, které se osvéd¢ily v mikrobiologii. Kromé tradi¢nich
metod se v soucasnosti vyuzivaji moderni metody spocivajici v zavedeni cizorodé

DNA do rostlinné buiiky. (4, 15)

3.2.4 Podminky kultivace rostlinnych explantati
Mezi faktory ovliviiujici rast a produkci rostlinnych explantidtovych kultur

patii slozeni kultiva¢niho média a fyzikalni podminky kultivace. I volba vhodného
kultiva¢niho zafizeni ma pro ptipravu explantdtovych kultur rostlinnych bun¢k

znacny vyznam, nebot pii kultivacich ve vétSich objemech maji rostlinné bunky
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vys$i zdanlivou viskozitu bunécné suspenze a jsou citlivé ke stfiznym sildm. Pii
Setrném, avSak nedostatecném zpusobu promichdavani mohou byt metabolické
procesy limitovany kyslikem, navic dochazi ke vzniku trvalého tfifadzového systému
v dasledku nadmérné sedimentace nebo flotace bunék. Vhodnym zafizenim jsou
pomalobézné rolery nebo plastikové vaky umisténé na pomalobézném reciprokém

ttepacim stroji. (15)

3.2.4.1 SlozZeni kultiva¢niho média pro explantatové kultury

vvvvvv

rist a morfogenezi v tkaovych kulturdch rostlin. Zivnd média obsahuji nezbytné
a volitelné komponenty. Média pro kultivaci bun€k, rostlinnych pletiv ¢1 organii
obvykle obsahuji makroelementy, mikroelementy, vitaminy, aminokyseliny nebo
jiny zdroj organického dusiku, sacharidy, dalsi organické slozky, zpeviiujici latku
a ristové regulatory. (14)

Pro riizné druhy rostlin a rizné Gcely kultivace existuje cela fada médii. Pro
kultivaci kalusu na agaru i pro kultivaci buné€nych kultur v tekutych médiich se da
dobte pouzit médium vyvinuté Murashigem a Skoogem pro tkanové kultury tabaku.
Ptizna¢nym rysem tohoto média je velmi vysoky obsah nitratl, drasliku a amonnych

iontd. (16)

vvvvvv

dusik, fosfor, draslik, vapnik, hot¢ik a siru. Jejich optimdlni koncentrace je znacné
zavisla na rostlinném druhu. Dusik muze byt pro lepsi rist dodavan spolecné
v nitratové form¢ a ve form¢ amonnych soli, draslik ve form¢ dusi¢nanu nebo
chloridu. Makroprvky by v médiu mély byt v koncentraci vys$si nez 30 mg/I.

Mezi mikroelementy nezbytné pro rist rostlinnych tkanovych kultur patii

zelezo, mangan, zinek, bor, méd’ a molybden. Kobalt, jod, sodik a chlor nejsou
obvykle pro riist nezbytné. Zelezo a zinek se dodavaji v chelatové formé.

Vitaminy nezbytné pro rostlinu jako katalyzatory fady metabolickych procest
si normalni rostlina syntetizuje sama. /n vitro mohou byt ale limitujicim faktorem
rustu kultur, do zivnych médii se proto pridava nepostradatelny thiamin a dale
kyselina nikotinova, pyridoxin a myoinositol, které sice nejsou nezbytné, ale mohou
rust stimulovat. Z dalSich vitamind se n€kdy ptidava biotin, kyselina listova, kyselina

askorbova a dalsi latky. Jejich ptitomnost neni nezbytna. (14)
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Prestoze jsou kultivované rostlinné buiikky schopny syntetizovat vSechny

nezbytné aminokyseliny, mize jejich pfitomnost v médiu stimulovat jejich rist.
Slouzi bunkam jako zdroj dusiku v organické formé, ktery je vyuzivan rychleji nez
dusik anorganicky. Nejcastéji se pouziva smes aminokyselin, napt. hydrolyzat
kaseinu. Aminokyseliny samotné mohou ovSem pii vysSich koncentracich inhibovat
rust. Stimulujici koncentrace zavisi na druhu aminokyseliny.

Sacharidy slouzi v médiu jako zdroj uhliku a energie. Nejcastéji se pouziva
sachar6za v koncentraci 2-3 %, n¢kdy se nahrazuje glukézou ¢i fruktdézou. Jiné
sacharidy jsou mén¢ efektivni. Sacharidy se do médii dodavaji z diivodu prevazné
heterotrofni vyZzivy explantata.

Rist explantatové kultury je mozné casto stimulovat pfidanim fady

organickych extraktdi, napt. protein hydrolyzatu, kokosového mléka, kvasni¢ného

extraktu, extraktu z banani ¢i pomorancové nebo rajcatové stavy. Nekdy se do médii
dodava 1 aktivni uhli, mize mit na rast stimulac¢ni i inhibi¢ni efekt.

Pro ptipravu tuhych médii se nejcastéji pouziva agar. Jeho gel je stabilni pfi

kultiva¢nich teplotach, nereaguje se slozkami média a neni rozklddan rostlinnymi
enzymy. Jeho tuhost se reguluje koncentraci a druhem agaru a pH média. Kromé
agaru je mozné pouzivat ke zpevnéni média syntetickou agarozu, Phytagel a Gerlite.
Dalsi moZnosti je fixace explantatu na mistcich z filtraéniho papiru, polyuretanové
pené, cedicové vaté nebo perforovaném celofanu. (14)

Ristové regulatory jsou latky ovliviiujici rast a vyvoj rostliny i rostlinnych

kultur, zptisobuji zmény kvantitativni, ale i kvalitativni. Pisobi zasahem do integrity
(celistvosti) rostlin, mohou korigovat stupeii vétveni, délku stonku, vyvin kofent,
pomér mezi vegetativnimi a generativnimi organy, stupeni dormance, senescence
apod. Pusobi na urovni genu, v urcitych pifipadech umoziuji zacatek syntézy
bilkovin enzymu, které pak kontroluji metabolismus a fyziologické procesy
v rostlinach. Ristové regulatory jsou bud’ pfirozené, tzv. fytohormony, které rostlina
sama syntetizuje v urcité casti a translokuje je do casti jiné, kde v malych davkach
vyvolavaji fyziologickou reakci, nebo syntetické. Regulatory rlistu mizeme dale
rozdélit na reguldtory povahy stimulacni (stimuldtory) a povahy inhibi¢ni
(inhibitory). Toto rozliSeni je ovSem nepiesné, protoze i stimulator mize ve vyssich
koncentracich rast inhibovat a naopak inhibitor ve velmi nizkych koncentraci mize
mit U¢inek stimulaéni. Neexistuje ristovy proces, ktery by byl ovliviiovan pouze

jednim fytohormonem a neexistuje ani fytohormon, ktery by ovliviioval pouze jediny
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rastovy proces. Uéinek fytohormoni je tedy pleiotropni. Regulatory ristu ovliviiuji
chovani kultury bud’ samostatné, nebo castéji ve vzdjemnych kombinacich. Jejich
ucinek zavisi na druhu pouzité latky, na konkrétni latce a na jeji koncentraci. Cela
kultivace mize probéhnout na médiich, kde se neméni obsah rostlinnych hormond.
Castéji se vSak zastoupeni rostlinnych hormonti v médiu méni kvalitativné
1 kvantitativn¢ v pribéhu kultivace, respektive pii piendseni na Cerstvé kultivacni
médium. Jiné je sloZeni pro indukci kalusu, jiné pro jeho vlastni kultivaci. Nékdy se
s uspéchem vyuziva jen kratké, tzv. pulzni plisobeni. (17, 18)

Ristové regulatory pouzivané v kultiva¢nich médiich je mozné rozdélit do
¢ty zékladnich skupin: auxiny, cytokininy, gibereliny a kyselina abscisova.

Mezi pouzivané auxiny patii predevSim kyseliny indolyloctova,
indolylméaselna, dichlorfenoxyoctova a naftyloctova, pouze prvni z nich je nativni,
ostatni jsou syntetické. Rlizné druhy auxinti maji riznou fyziologickou aktivitu, jsou
vazany na jiné receptorove buiiky a jinym zptuisobem metabolizovany. V kultivaénim
médiu se pouzivaji za ucelem stimulace ristu kalusu a bun¢k, v nékterych ptipadech
k indukci tvorby pryti a zejména kotenti, k indukci somatické embryogeneze
a stimulaci ristu apikalnich meristémd. (14)

Zastupci pouzivanych cytokininl jsou nativni 6-dimethylaminopurin a zeatin
a synteticky benzylaminopurin a kinetin. Cytokininy stimuluji bunécné déleni,
indukuji tvorbu prytt a inhibuji tvorbu kotenti. (14)

Morfogenetickd reakce v explantitové kultuie je znacné zavisld na
vzajemném pomeéru auxinu a cytokininu v médiu. Iniciace tvorby kotend,
embryogeneze a iniciace tvorby kalusu je stimulovéna, je-li pomér auxinu
a cytokininu vysoky. Je-li naopak nizky, je indukovadna tvorba adventivnich ¢i
axilarnich prytd. Stejné vyznamnéd jako pomeér auxinu a cytokininu je i jejich
koncentrace. (14)

Zastupce giberelinii (GA3; a GA7) a kyselina abscisovda mohou u nékterych
druhli rast stimulovat, ale vétSina explantatl je pro rist nevyzaduje. Gibereliny
stimuluji rast bunéénych kultur pfi nizké hustoté suspenze, rist kalusu a zakrslych
rostlin. Abscisova kyselina stimuluje nebo inhibuje rist kalusu v zavislosti na
rostlinném druhu, stimuluje proliferaci pryti a inhibuje pozdé¢jsi faze embryogeneze.

Chemické slozeni a fyzikalni vlastnosti média musi odpovidat pozadavkim
rostliny v rtiznych fazich rozmnozovaciho cyklu. V prvni etapé se do média ptidavaji

antioxidanty, které zabranuji aktivaci hydrolytickych enzymi a hynuti explantata.
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Ve druhé etapé se médium casto obohacuje o latky, které stimuluji tkanovou
proliferaci, pfedev$im vys$i koncentrace cytokininti. Ve tfeti etap¢ mnozZeni se do

média ptidavaji auxiny podporujici tkdnovou diferenciaci a elongacni fazi ristu. (14)

3.2.4.2 Fyzikalni podminky kultivace
Ke kultivacnim podminkam nalezi kromé slozeni zivného média také

svételny rezim, tj. intenzita a kvalita svétla a fotoperioda, vyznamnou ulohu hraje
1 teplota, aerace a acidita kultivacniho média. Teplota a svétlo ovliviuji
explantatovou kulturu modifikovanim nejriznéjsich biochemickych a fyziologickych
procesi, véetné metabolismu riistovych regulatorti. ZvySena ¢i snizena teplota mize
naptiklad vyznamné ovlivnit androgenezi u fady druht. (17)

V zavislosti na svétle dochazi Casto v intaktnich rostlinach i v tkanovych
kulturadch ke zméné intenzity biosyntézy a akumulace sekundarnich metabolitl, coz
byva spojeno s anatomickou diferenciaci. Svétlo mize byt také indukénim faktorem
nékterych biosyntetickych pochodi nebo mize ovliviiovat organovou diferenciaci.
Miuze také zpusobovat degradaci rostlinnych hormontt v kultivatnim médiu.
Rozhodujici pfitom neni jen intenzita a délka plisobeni svétla, ale také vinova délka
svételného zareni. (4)

Teplotni optima metabolickych reakei jsou obvykle okolo 28 °C. Kultiva¢ni
teplota byva zvolena empiricky v tésném rozmezi okolo 25 °C. Teplota ma vliv na
dobu zdvojeni poctu bunék, jeji zvySeni mize indukovat organogenezi kultur. (14)

Ptesnd hodnota pH Zivného média neni u rostlinnych tkanovych kultur
bezpodmineéné nutna. Pouzivané roztoky byvaji slabé kyselé, optimalni hodnota pH
je zavisla na typu kultury. VéEtSinou je pocatecni hodnota pH média mezi 5,5 - 6,0.
V ptipadé potfeby se acidita média upravuje piisadou hydroxidu sodného nebo

kyseliny chlorovodikové. (4)

3.2.5 Vyuziti explantatovych kultur k produkci
sekundarnich metabolita
Rostliny maji schopnost syntetizovat ze Zivin pestrou paletu latek, jejichz

funkce neni ziejma a které jsou pravdépodobné pro rlst rostliny postradatelné.
Existuji rizné teorie o funkci téchto rostlinnych sekunddrnich metabolitd — cést

autortl véii v jejich ekologickou funkci (repelenty proti predatorim a parazitim), jini
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zastavaji nazor, ze maji regulacni funkci v metabolismu, nékdy jsou tyto latky
povazovany za produkt detoxika¢niho metabolismu. (14)

Z principu totipotence rostlinné bunky vyplyva, Ze pletivové a bunécné
kultury maji kompletni genetickou vybavu daného genotypu a mohou tudiz
syntetizovat a hromadit sekundarni produkty typické pro intaktni rostlinu. Neplati to
ovSem ve vSech pfipadech. Neschopnost nékterych kultur syntetizovat a akumulovat
sekundarni metabolity typické pro ptvodni rostlinu se vysvétluje mutacemi nebo
ztratou gend fidicich jednotlivé useky biosyntetické drahy, ale také represi faktord
kédujicich biosyntézu enzyml a jejich aktivitu, ptipadné vznik specifickych
bunécnych struktur. Nékdy se naopak setkame se situaci, kdy se v péstovanych
pletivech tvofi latky, které v rostouci rostlin€ nejsou. (12)

Tkanové kultury maji proti tradicnim zptisobim ziskavani sekundarnich
metabolitli podstatné vyhody. Syntéza probiha fizen¢ v umélém prostiedi nezavisle
na klimatu a ptadnich podminkéch, produkénim systémem jsou vyloucCeny negativni
biologické vlivy (mikroorganismy a hmyz). Mizeme selektovat kultivary s vyssi
produkci a pomoci automatizace fizeni bunééného ristu a regulaci metabolickych
procestt mize klesat vyrobni cena a stoupat produkce. (14)

Pro zvysSeni produkce sekundarnich metaboliti tkanovymi kulturami se zda
perspektivni vyuziti imobilizovanych rostlinnych bunék. Imobilizace bun¢k spociva
v jejich uzavieni do nosného inertniho materidlu, pouzivad se napf. agar, alginat
sodny, agardza, zelatina nebo polyuretanova péna. Imobilizované buiiky jsou potom
kultivovany v bioreaktorech a mohou se pouzivat k biotransformacim nebo
komplexnim syntézam. (14)

Syntézu a akumulaci sekundarnich metaboliti je mozné povazovat za aspekt
diferenciace. Ukazuje se, ze v rychle rostoucich kulturdch se produkuje malé
mnozstvi a naopak pii vyssi produkci metabolitii dochazi ke zpomaleni rastu kultury.
Faktory zpomalujici rist buné¢nych kultur plsobi Casto stimulaéné na produkci
sekundarnich metaboliti omezenim metabolismu primarniho. Stimulaéné¢ na
produkci muize pusobit i vliv uréitého stresu, napf. sniZzeni koncentrace zivin,
rustového regulatoru nebo aplikace prekurzori €i elicitor do média. (14)

Tkanové kultury jsou vyuZzivany napf. k produkei kardioglykosida digitoxinu
a lanatosidu k 1é¢bé srdecnich onemocnéni a alkaloidd vinkristinu a vinblastinu pro
1écbu leukémie. Problémem ziistdva obvykle nizky obsah produkovanych latek

s nestabilnosti produkce. Do stadia primyslové vyroby byly dotazeny zatim nékteré
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kultury, napt. kultura Lithospermum erythrorhizon produkuje 5x vice shikoninu
oproti pivodni rostlin€. Primyslova fermentace bun¢k tabaku se vyuziva k produkci

ubichinonu a nikotinu. (12)

3.2.6 Mikropropagace rostlin

K tradi¢nim zplsobim vegetativniho mnozeni rostlin se v poslednich
desetiletich fadi metoda tkanovych kulturr — tzv. mikropropagace. Proti béznéji
pouzivanym postuptim ma mikropropagace mnoho vyhod. Kultura se odvozuje
z velmi malych ¢asti rostlin, na nichZ regeneruji malé rostliny, vyZaduje tedy malo
prostoru k produkci velkého poctu rostlin. Rozmnozovéni se provadi ve sterilnich
podminkach, nedochazi k thynu rostlin v disledku onemocnéni a odvozené rostliny
jsou prosté bakterialnich a houbovych nékaz. V kultufe in vitro je mozné tipravou
kultivaénich podminek eliminovat virové Castice pfitomné v explantatu. Produkce
bezvirdznich rostlin usnadiluje mezinarodni vymeénu rostlin vzhledem k sanitarnim
opatfenim jednotlivych statt. Podminky mnozeni jsou pfesn¢ definovany a faktory
ovlivitujici rozmnozovani je mozné za tcelem zvysSeni koeficientu mnozeni piesné
regulovat. Rychlost mikropropagace je tedy mnohem vys8i nez u tradi¢nich metod.
Metoda davd moznost produkovat i klony ¢i druhy rostlin, které se tradicnimi
metodami vegetativniho mnozeni mnozi pomalu nebo vibec. Klonovani in vitro je
mozné provadét celoroéné bez ohledu na meteorologické podminky. Metoda neklade
velké naroky na sklenikové plochy pro uchovavani matecnych rostlin, rostliny mezi
pasazemi nevyzaduji téméf Zadnou péci. In vitro kultura umoZnuje provedeni
rejuvenilizace potiebné pro klonovani dievin. Kultury je mozné uchovévat dlouhou
dobu pfi nizké teploté a v prostiedi prostém patogenti. To umoznuje rovnomeérné
nacasovat produkc¢ni systém na jednotliva obdobi roku. Mikropropagace umoziiuje
zkratit Slechtitelsky cyklus a rychle namnozit nové vySlechténé odridy. Vyznamna je
1 moznost genetické manipulace v in vitro systému. Nevyhodou mikropropagace je
drahé laboratorni vybaveni i provoz laboratoie a pracnost metody bez moznosti
mechanizace. Problematicka je i1 aklimatizace odvozenych rostlin po pifenosu
z kultivacnich nddob do podminek extra vitrum. Existuje 1 nebezpeci vzniku

geneticky aberantnich rostlin, ziskané rostliny navic nejsou autotrofni. (14)
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3.3 Kumariny

Kumarin je aromaticka, vonna latka. Byl izolovan v roce 1820 z tonkovych
bobll, coz jsou semena jihoamerického stromu Dipteryx odorata z Celedi Fabaceae,
pochazejiciho z Guayany a Brazilie. Od kumarinu se odvozuji glykosidické latky —
obecné tzv. kumariny. (2)

Podle chemické konstituce 1ze kumariny rozdélit na jednoduché kumariny —
slouceniny substituované hlavné¢ v polohdch C-6 a C-7 hydroxylovou nebo
methoxylovou skupinou, méné pak v polohiach C-5 a C-8 (hydroxykumariny
a methoxykumariny). Kondenzované kumariny mizeme dale rozdélit na
furanokumariny s pifikondenzovanym furanovym kruhem v poloze C-6/C-7
(psoralenovy typ) nebo v poloze C-7/C-8 (angelicinovy typ) a pyranokumariny
s ptikondenzovanym pyranovym kruhem v poloze C-7/C-8. (11)

Kumarinovych glykosidl je znamo asi 200, z nich vice nez polovina byla
izolovana z rostlin Celedi mitikovitych (Apiaceae). Kromé toho byly nalezeny
v zéstupcich 30 dalSich celedi rostlin, napt. bobovitych (Fabaceae), routovitych
(Rutaceae), hluchavkovitych  (Lamiaceae), hvézdnicovitych (A4steraceae),
lipnicovitych (Poaceae) atd. Jde tedy o latky vSeobecné pomérné rozsifené. Nejvice
kumarinti se nachéazi obvykle v kofenech a semenech, to bylo podnétem k vysloveni
teorie, ze maji v rostlinach funkci jakychsi usmériiovact ristu a kliceni. (2)

Svou strukturou patii kumariny mezi derivaty a-chromonu, vznikaji z cisl]
formy kyseliny o-hydroxyskoficové vytvofenim laktonového kruhu. Prekurzory
kumarinu v rostlinach jsou glykosidy kyseliny o-kumarové (trans forma) a kyseliny
kumarinové (cis forma), které jsou enzymem izomerdzou udrZovany ve vzajemné
rovnovaze. Pfi suSeni se glykosidy $tépi a tvofi se kumarin, lakton volné kumarinové
kyseliny, ktera se stale vytvaii z kyseliny o-kumarové v dtsledku posunu rovnovahy.
Kumarin je pti¢inou charakteristické viing drogy. (19)

Nositelem u¢inku kumarinii je podobné jako u kardioaktivnich glykosidi
nenasyceny laktonovy kruh. Kumariny ptisobi tlumivé na centralni nervovy systém,
snizuji hore¢ku a maji hypnotické ucinky, nékteré ptisobi také spasmolyticky. Velmi
siln¢ absorbuji ultrafialové zateni. Obzvlast¢ nekteré furanokumariny senzibilizuji
ktGzi na slunecni ozafeni a pouzivaji se tedy k 1écbé vitiliga (depigmentace kize),
nékteré¢ furanokumariny mohou putsobit i jako rybi jedy. Dfive se kumarin pouzival
do potravinaiskych vyrobkll jako aromatickéd ptisada, dnes je toto pouziti znacné

omezeno a v mnoha zemich zcela zakazano z diivodu jeho znacné toxicity. Ucinky
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odstranujici krevni srazlivost jsou zvlasté patrné u dikumarolu, ktery plsobenim
antagonizujicim vitamin K omezuje v jatrech tvorbu protrombinu a dalSich hemo-
koagulacénich faktord. (19)

Toxikologicky vyznamny je fotosenzibilizujici efekt furanokumarini. Maji
prokézané mutagenni a karcinogenni vlastnosti (zabudovanim do nukleovych kyselin
a poSkozenim genomu dochdzi k tvorbé melanomill). Zplisobuji anomalie
v bunééném déleni, zmény permeability membran a s tim souvisejici zmény
v aktivnich transportnich procesech, poruchy glykolyzy a bunétného dychani,
poruseni syntézy bilkovin a DNA a bunéénou smrt. Klinické projevy
fotosenzibilizace zavisi na typu fotodynamické latky, na mnozstvi, které se
perifernim ob&hem dostalo do pokoZky, a na délce plisobeni UV zafeni. Pocate¢ni
svédéni, paleni a celkovy neklid se mize vyvinout az do formy generalizované
fototoxické reakce charakterizované erytémem a edémem, castymi sekunddrnimi
infekcemi, které mohou vést az k nekrotizaci velkych ploch pokozky. Z celkovych
pfiznakli se muze objevit Zloutenka, furanokumariny mohou byt také pfic¢inou

alergické kontaktni dermatitidy a fotodermatitidy. (10)

3.4 Rostliny a stres

V pribchu Zivota jsou rostliny vystaveny velmi proménlivym podminkdm
vnéjSiho prostiedi, které mohou zpomalovat jejich Zivotni funkce, ale také
poskozovat jednotlivé orgadny a v krajnim pfipadé vést az k jejich uhynuti.
Nepftiznivé vlivy vnéjsSiho prostiedi zdvazné ohrozujici rostlinu oznacujeme jako
stresové faktory neboli stresory. Termin stres obvykle souhrnné oznacuje stav, ve
kterém se rostlina nachazi pod vlivem stresorti. Nejde pfitom o ustdleny a snadno
definovatelny stav, ale o dynamicky komplex mnoha reakei.

U rostlin je problematika stresu komplikovangjs$i nez u Zivocicht. Je to dano
pfisedlym zplsobem Zivota rostlin, ktery neumoznuje Unik pted pisobenim stresoril
a také vetsi mezidruhovou variabilitou a heterogenitou vnitiniho prostfedi rostlin.

Stresové faktory pronikaji v disledku rizné vyvinutych ochrannych struktur
do vnitiniho prostiedi riznych druht rostlin nestejné snadno. Tento zptisob ochrany
ma pievazné pasivni a dlouhodoby charakter, jednd se v podstat¢ o schopnost
vyhnout se stresu (napf. tlustd kutikula listl, vyraznd impregnace bunéénych stén,

rezervoary vody a snadno rozlozitelnych organickych latek tlumicich jejich
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nedostatek). I vhodné nacasované zivotni cykly ptispivaji k této pasivni ochrané pred
stresem.

Zajimavéj$i jsou mechanismy aktivni odolnosti, které omezuji negativni
dopad stresori az po jejich proniknuti k plazmatické membrané¢ bunék a do
symplastu. V takovém ptipad¢ dochéazi ke spusténi feté¢zce zmeén oznaCovaného jako

stresova reakce. (20)

3.4.1 Stresory

Stresové faktory, se kterymi se rostliny v pfirod¢ setkavaji, mizeme rozdélit
na abiotické a biotické, abiotické stresory podle povahy déale na faktory fyzikalni
a chemické. Biotické stresové faktory pak zahrnuji zavazné negativni vlivy ostatnich
rostlin, Zivo¢ichti a mikroorganismi na stresovanou rostlinu.

Mezi fyzikalni abiotické stresory fadime negativni mechanické ucinky vétru,
nadmérné zafeni, predevSim ultrafialové a viditelné oblasti, a extrémni teploty
zahrnujici horko, chlad, pfipadné mraz.

Mezi abiotické stresory chemické povahy patii nedostatek vody, nedostatek
kysliku (hypoxie nebo anoxie), nedostatek zivin v pidé, nadbytek iontl soli a vodiku
v pudé, toxické kovy a organické latky v ptidé€ a toxické plyny obsazené ve vzduchu.

Jako biotické stresory pak pisobi herbivorni zivocichové, ktefi rostliny bud’
porani, nebo spasou, dale viry, mikrobi a houby souhrnné oznacované jako patogenni
mikroorganismy a také ostatni rostliny, které se alelopatii ¢i parazitismem vzajemné

ovliviuji. (20)

3.4.2 Stresova reakce
Pribéh stresové reakce u rostlin lze zjednoduSené popsat stejné jako

u ¢lovéka. Bezprostiedné po zacatku piisobeni stresového faktoru dochéazi k naruseni
bunécnych struktur a funkci v prvni, tzv. poplachové fazi. Pokud intenzita ptisobeni
stresoru nepiekracuje letdlni Uroven, dochdzi zahy k mobilizaci kompenzacnich
mechanisml ve fazi restituéni. Tyto mechanismy sméfuji ke zvySeni odolnosti
rostliny vici plisobicim faktoriim, tedy k fazi rezistence. Nastalé zvyseni odolnosti
nema vzdy trvaly charakter, pii dlouhodobém a intenzivnim plisobeni stresového
faktoru mize byt ve fazi vyCerpani vystfiddno dalSim poklesem odolnosti. Toto

zakladni schéma ovSem nevypovida o rozmanitosti vlastniho pisobeni stresori ani
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o koordinaci slozitého komplexu reakci, kterymi je odpovéd’ rostliny na jejich
pusobeni podloZena.

Pribéh a konecny vysledek stresové reakce zavisi na intenzité a délce
pusobeni stresového faktoru na rostlinu i na geneticky véazanych piedpokladech
odpovédi, souhrnné oznacCovanych jako adaptacni schopnosti. Termin aklimace
oznacuje piechodné zvySeni odolnosti ziskané pod vlivem stresoru, které muze byt
zalozeno na zménach rychle pomijivych, napt. na tvorbé specifickych metaboliti,
1 na zménach trvalejich, napt. zménach v tvorbé novych organii a v jejich vnitini
struktuie.

Zvyseni odolnosti a opétovné ustaveni homeostaze 1 za dlouhodobého
pusobeni stresorit byva dosahovano za cenu energetickych nakladd, pfedev§im na
syntézu specifickych metaboliti. Tyto zmény jsou casto provazeny sniZzenim
rychlosti tvorby biomasy. Pusobeni stresori mize na druhé strané¢ podminovat
prabéh dulezitych morfogenetickych procesi, napt. kliceni nebo tvorby kvétnich
organtl, a tim zvysit reprodukcni schopnosti 1 kompetitivni tspés$nost. Posuzovani
pfiznivosti ¢i nepfiznivosti vné&jSich faktori pro rostliny je tedy obtizné, velmi
vyznamné je pfi tomto hodnoceni i ¢asové méfitko. Plsobeni stresord byva casto
omezeno jen na urc¢itou ¢ast rostliny, napt. kofeny ¢i listy, ve které dochazi k lokalni

stresové reakci. Ta miZe druhotné zplsobovat stres 1 v ostatnich orgénech. (20)

3.4.3 Obranné reakce rostlin
Mechanismus pulsobeni riznych stresovych faktori je do znacné miry

specificky, stejné rozmanité jsou i reakce rostlin smétujici k potlaceni nésledk
pusobeni stresoru. I pfes velkou riiznorodost aklimaénich biochemickych zmén
v bunikach 1ze najit nékteré procesy, které se opakuji 1 pti pisobeni velmi odlisnych
stresortl.

Aklimacni reakce, podobné jako nékteré jiné projevy fenotypové plasticity,
podléhaji také genové vazanému fizeni. Jsou to vlastné jisté "programy" aktivace
urcitych geni, které mohou byt za jistych okolnosti spustény, a to nékdy 1 né¢kolika
odliSnymi mechanismy. I pfes vyhrady k predstavé jediné obecné stresové reakce
nepochybné u rostlin existuji jisté dil¢i komplexy spole¢nych reakcei, které vedou ke

zvySeni odolnosti vi¢i nekolika stresim soucasné. K nejcastéjsim spolecnym

zménam, které vedou ke zvySeni odolnosti patii tvorba stresovych proteini, tvorba
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a odstraniovani aktivnich forem kysliku, tvorba stresovych fytohormoni a tvorba
osmoregulacnich slou¢enin.

Pod vlivem stresového faktoru dochdzi béhem nékolika desitek minut
k dramatickym zménam v kvantitativnim 1 kvalitativnim zastoupeni proteint
v bunikach. V hojné mife se syntetizuji stresové proteiny, které se za normalnich
okolnosti nedaji v bunkach zjistit nebo jsou v mnohondsobné¢ menSim mnozstvi.
Mezi proteiny, jejichZ tvorba je indukovana nespecificky riznymi typy stresord patii
napf. molekularni chaperony, proteazy nebo ubikvitin.

Bézny molekularni kyslik mtze byt nékterymi mechanismy v rostlinach
preménén na aktivnéj$i formy (singletovy kyslik a superoxidovy anion) nebo silné
oxida¢ni slougeniny (hydroxylovy radikal ¢i peroxid vodiku). Uloha téchto latek ve
stresovanych rostlinach je rozmanita a rozpornd. Vznikaji jednak jako nebezpecné
produkty pfi pisobeni fady stresovych faktorti a rostliny musi mit systémy na jejich
deaktivaci a jednak mohou mit kladnou tlohu jako signdly ¢i ochranné latky pii
nékterych typech stresti, a je tudiz Zadouci jejich koncentraci udrzovat na jisté
urovni. Zasadni roli maji aktivni formy kysliku v hypersenzitivni reakci pti napadeni
rostliny patogenem. Peroxid vodiku v soucinnosti s kyselinou salicylovou indukuje
také tvorbu nékterych stresovych proteini. Regulovand tvorba aktivnich forem
kysliku mize mit i pfimy antimikrobialni u¢inek a mtze také vyznamné ptispivat ke
zpevnéni bunécné stény a tim k vetsi odolnosti vici riznym stresovym faktorim.
Peroxid vodiku se podili i na vzniku pevnych vazeb mezi proteiny v bunééné sténé
a na zvyseni jejich nerozpustnosti.

Mezi stresové fytohormony, jejichz produkce vede v rostlindch k vyssi
odolnosti proti stresorim, patfi hlavné kyselina abscisova, ethylen, kyselina
jasmonova, methyljasmonova a polyaminy. Mechanismus ptisobeni fytohormont je
podobny hormoniim zivociSnym, vazou se na specifické vazebné bilkoviny,
receptory na membranach ¢i v cytoplazmé nebo v jadie. Komplex hormon-receptor
pak v pripadé membranovych receptort aktivuje systémy druhych poslii a jejich
prostfednictvim proteinkindzy, v ptipad¢ cytoplazmatickych a jadernych receptorii
tento komplex piimo ovlivituje expresi gend. (20)

Tvorba osmoregula¢nich sloucenin slouzi rostliné ke zvyseni odolnosti proti
pusobeni nedostatku vody, nizké teploty ¢i zasoleni. Mezi takové latky patii napf.

cukry, polyalkoholy nebo jednoduché dusikaté latky.
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Vlastni obrannd reakce na stres vyvolany patogennimi organismy zahrnuje
kromé tvorby specifickych stresovych proteini i syntézu a hromadéni chemicky
jednodussich sloucenin s vyraznym antibiotickym ucinkem. Tyto sekundarni
metabolity s ochrannou funkci jsou u n€¢kterych druht rostlin pfitomny trvale, i kdyz
v menSim mnozstvi nez pii infekci. Patii k nim rtzné flavonoidy, terpenoidy,
fenolické latky a alkaloidy, které byvaji souhrnné oznacovany jako fytoncidy c¢i
inhibitiny.

Fytoalexiny jsou specifické nizkomolekuldrni obranné latky, které se za
normalnich okolnosti v bunkach nevyskytuji, ale zadinaji se syntetizovat az po
napadeni patogenem. Vice nez 300 druhi fytoalexinl je po chemické strance velmi
ruznorodych. U systematicky pfibuznych druht se obvykle vyskytuji podobné druhy
fytoalexinti, u celedi Apiaceae ptevazuji furanokumariny. VétSina fytoalexinl je
lipofilnich, coz jim usnadiiuje pronikdni pfes plazmatickou membranu patogeni.
Mechanismem toxického ptsobeni fytoalexini je poskozeni membranovych funkci.

Castou a uéinnou reakci na prinik patogenii je i fizena tvorba nekroz.
V bunice jsou po napadeni spustény biochemické procesy vedouci k rychlé zkaze
vlastni i napadajici bunky. Pfi této hypersenzitivni reakci dochazi k rozpadu
membranového systému hlavné nahlym zvySenim koncentrace vysoce aktivnich
volnych radikalli a peroxidu vodiku, 1 kdyZ je n€kdy provazena tvorbou dalSich
toxickych latek.

Dalsim typem obrannych reakci rostlin je rychlé zvySeni tvorby
polysacharidu kaldzy, ktery pak vypliuje buiikky v okoli infikovaného mista. Kal6za
je odolna vic¢i houbovym hydroldzam. Nékdy se pobliz ohniska infekce zaloZzi
sekundarni meristém produkujici buiiky s dobrou ochrannou funkci nebo mtize dojit

k tvorb€ odlucovaci vrstvy a celd infikovana cast rostliny odpadne. (20)

3.4.4 Elicitace

Na pocatku kazdé obranné reakce rostlin musi byt podnét k jejimu spustént,
kterym obvykle byva specificky metabolit (elicitor) uvolnovany pii pocatecni
interakci buiikky s patogenem a identifikovany vhodnym receptorem hostitelské
rostliny. Jako elicitory mohou slouzit jednak zminéné metabolity patogenti (exogenni
elicitory, napf. nékteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidy), jednak

slouCeniny, které se uvolnuji z narusovanych bunécénych stén obou organismu

30



(endogenni elicitory). K tém patii napiiklad oligomery chitinu, oligoglukany
a glykoproteiny uvoliiované hydrolyzou bunééné stény patogennich hub ¢i
oligogalakturonany uvoliované z bunécné stény napadené buiiky.

Vétsina obrannych reakci rostliny je zavisla na aktivaci vhodnych gend.
Elicitory vétSinou neovliviiuji genovou aktivitu ptimo, ale zprostfedkovan¢ pomoci
pfenaSecl signalu, tzv. druhych posli. Pfenos od aktivovanych receptort elicitorii
(obvykle v plazmatické membran€) k DNA v jadfe je mozny vice systémy, které
nékdy funguji obdobné jako u pfenosu signalu z receptoru fytohormonti. Naptiklad
hydrolyzou lipidi plazmatické membrany jsou generovany signalni slouceniny
inositoltrifosfat a diacylglycerol, které za ucCasti vapenatych iontl aktivuji
proteinkindzy a posléze i expresi gend. Aktivace proteinkindz zvySenou koncentraci
vapenatych iontd v cytosolu miize byt dosazeno i jinymi cestami.

Castym a rychlym zpiisobem pienosu signalu je tvorba superoxidu a dal3ich
aktivnich forem kysliku vyvolana elicitory. Krom¢ ptimého ucinku peroxidu vodiku
na expresi genl existuje jeSté nepiima cesta, pii které nejprve peroxidaci lipidii
v membranach vznikd kyselina jasmonovd a methyljasmonat, které ndsledné
ovliviuji transkripci. Pfi napadeni rostliny patogeny se také rychle zvySuje tvorba
ethylenu, ktery se rovnéz podili na iniciaci genové exprese. (20)

Elicitaci miiZzeme provadét i v explantatovych kulturach. Jedna se o indukéni
proces, pii kterém pfidanim vhodného elicitoru do zivného média navodime
stresovou reakci. (14) Také elicitory miizeme rozd¢lit na abiotické a biotické. Mezi
abiotické elicitory lze zaradit napt. tézké kovy a jejich soli, zmény teploty, pH,
osmotického tlaku a ultrafialové zafeni. K biotickym elicitorim patii viry, bakterie,
mykoplazmy nebo organické molekuly pochazejici z téchto organismii. (21)

Stresovou reakci navozenou pfidanim tézkych kovii do média dojde
k ovlivnéni transkripce genii kodujicich enzymy ovlivitujici nasledné biosyntézu
sekundarnich metabolitli v explantatovych kulturdch. Experimentalné byl napiiklad
potvrzen nartst produkce anthracenovych derivati explantdtovymi kulturami Rheum
palmatum L. po ptidani iontd t€zkych kovll do zivného média. (22)

Pro zdarny pribé¢h elicitace musi byt splnéno n€kolik podminek. Piedevsim
musi byt vhodné zvoleny elicitor, kazdy elicitor totiz nestimuluje v bunééné kultuie
produkci sekundarnich latek. (23, 24) Optimaln¢ musi byt zvolena i koncentrace

vybraného elicitoru a doba jeho ptisobeni. Dilezité je i slozeni zivného média
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a samotny vybér vhodného rostlinného explantatu, véetné jeho stafi a faze ristu. (25,

26, 27)

3.5 Stribro

Stiibro je prvek prvni vedlejsi skupiny periodické soustavy prvkl
s protonovym c¢islem 47 a atomovou hmotnosti 107,87. Vlivem vysokého efektivniho
naboje jadra na vné¢jsi elektrony ma pomérné nizkou hodnotu atomového poloméru,
a tedy vysokou hustotu. Jednd se o uslechtily kov, mé&kky, kujny a tazny. Za
normalnich podminek je prvkem malo reaktivnim, ptipadné slouceniny tvofi typicky
v oxida¢nim stupni 1. Stiibro se pouziva ke zhotovovani specialnich nastroji,
v elektrotechnice a do riiznych slitin, koloidni roztoky sttibra slouzi jako antiseptika
a dezinficiencia v o¢nim a uSnim lékafstvi. Stiibro miiZze tvofit oxidy, halogenidy
(pfedevsim bromid stiibrny se vyuziva pii vyrobé fotografii, fluorid stiibrnaty
ucinkuje jako fluoraéni ¢inidlo), komplexni slouceniny a piedevsim soli, z nichz
dusi¢nan sttibrny je nejvyznamnéjsi. Pfipravuje se rozpousténim stiibra v kyseliné
dusi¢né a slouzi k ziskdni halogenidl stfibrnych, jako analytické ¢inidlo, ve
farmaceuticko-medicinské praxi k dezinfekci, pfipadné k leptani tkdni. Vyuziva se
i jeho adstringentni ucinek. (28) V této praci byl dusi¢nan stfibrny vyuzit jako
elicitor pridavany do média explantatovych kultur, s cilem ovlivnit produkci

kumarini jako sekunddrnich metaboliti.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje
Laboratorni analytické vahy, Sartorius, Gottingen
Autoklav PS 20 A, Chirana, Brno
Elektricka susarna HS 31 A, Chirana, Brno
Laboratorni odstfedivka MPW 342, Med-Instruments, VarSava
Ultrazvukova lazen Sonorex RK 100H, Bandelin Electronic, Berlin
Cerpadlo PU-2089, Jasco, Tokyo
Detektor diode array MD-2015, Jasco, Tokyo
Detektor fluorescen¢ni FP-2020, Jasco, Tokyo
Automaticky davkova¢ AS-2055, Jasco, Tokyo
Box s laminarnim proudénim Fatran, Vyrobné druZstvo Pokrok, Zilina

Roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha

4.2 Chemikalie

acetonitril p. a. jodid draselny p. a.
dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a. kyselina borita p. a.
dusi¢nan draselny p. a. kyselina nikotinova €.
dusi¢nan amonny p. a. kyselina fosfore¢na p. a.
dusicnan stiibrny p. a. metanol p. a.

chlorid kobaltnaty p. a. kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova p. a.
chlorid vapenaty p. a. benzylaminopurin p. a.
chlorid thiaminia puriss. molybdenan sodny p. a.
chlorid pyridoxinia puriss. siran hotecnaty p. a.
myoinositol siran manganaty p. a.
skopoletin p. a. siran méd’naty p. a.
glycin €. siran zinecnaty p. a.
hydrolyzat kaseinu siran Zeleznaty p. a.

sacharé6za p. a.
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4.3 Tkanova kultura Angelica archangelica L.
Pro pokusy byla pouzita jedenactiletd suspenzni kultura odvozend ze

vzrostného vrcholu intaktni rostliny Angelica archangelica L., péstované na zahradé
l1é¢ivych rostlin farmaceutické fakulty. Kultura byla kultivovana v tekutém zivném
médiu podle Murashigeho a Skooga s ptfidavkem 2 mg/l kyseliny 2,4-dichlor-
fenoxyoctové a 0,4 mg/l benzylaminopurinu na roleru ve tmé a na svétle (svételna

perioda 16 h svétlo/8 h tma). Pasdzovani bylo provadéno ve ¢trnactidennim intervalu.

4.3.1 Kultivace tkanové kultury

Pro sledovani vlivu dusi¢nanu stfibrného na produkci kumarini byl
k suspenzni kultufe Sesty den po subkultivaci pfiddn 1 ml roztoku dusi¢nanu
stiibrného tak, aby koncentrace v kultufe byla 0,17 a 0,85 mg/l. Kultura byla
kultivovana za stfidavé svételné periody (16 h svétlo/8 h tma). Kultury byly sklizeny
po 24, 48, 72 a 192 hodinach od aplikace dusi¢nanu sttibrného, soucasné byly
sklizeny kontrolni kultury bez ptidavku dusi¢nanu stfibrného. Buniky byly oddéleny
od média odsatim za snizeného tlaku, promyty destilovanou vodou a ususeny za

laboratorni teploty. V ususenych bunkach a v médiu byl stanoven obsah skopoletinu.

4.3.2 Zivné médium podle Murashigeho a Skooga

SloZeni zivného média vztazené na 1 litr je nasledujici (29):

CaCl, . 2 H,O 440,00 mg
KNO; 1900,00 mg
MgSO, . 7 H,O 370,00 mg
NH4NO; 1650,00 mg
KH,PO4 170,00 mg
FeSO, .7 H,O 27,84 mg
Na,EDTA 37,34 mg
MnSO; . 4 H,O 22,30 mg
ZnS0O4 . 7 H,0O 11,50 mg
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H3BO; 6,20 mg

KI 0,83 mg
CuSO;4 . 5 H,O 0,025 mg
Na,MoOy . 2 H,O 0,25 mg
CoCl, . 6 H,O 0,025 mg
myoinositol 100,00 mg
hydrolyzat kaseinu 1000,00 mg
glycin 2,00 mg
kyselina nikotinova 0,50 mg
pyridoxin hydrochlorid 0,50 mg
thiamin hydrochlorid 0,10 mg
sachar6za 30 000, 00 mg

Médium bylo sterilizovano v autoklavu po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C

a tlaku 0,1 MPa.

4.4 Stanoveni skopoletinu
Stanoveni skopoletinu v suspenzni kultute Angelica archangelica L. bylo

provadéno vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s fluorimetrickou detekeci.
Podminky stanoveni byly nasledujici: kolona Lichrospher RP18 (250 x 4 mm,
velikost ¢astic 5 pm) s predkolonou ze stejného materialu; linearni gradient mobilni
faze A (acetonitril) ve fazi B (voda s obsahem 0,15 % kyseliny fosfore¢né) 5-29 %
od 0 do 20 minut, nasledné promyti kolony mobilni fazi 5 % acetonitrilu ve vodé
s 0,15 % kyseliny fosfore¢né; rychlost eluce 1,2 ml/min; pocatecni tlak na koloné
15,9 MPa; davkovany objem vzorku 20 pl; excitac¢ni vinova délka 345 nm, emisni

vlnova délka 450 nm.

Stanoveni skopoletinu v médiu
V médiich bylo stanoveni skopoletinu provadéno piimo bez dal§i upravy

vzorku. Obsah skopoletinu byl pocitan z kalibra¢ni kiivky a vyjadfovan v mg na litr

média.
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Stanoveni skopoletinu v buiikach
Ususené bunky byly rozpraskovany v tfeci misce a extrahovany trikrat 15

a jedenkrat 10 minut metanolem v ultrazvukové lazni. Ziskané vyluhy byly spojeny
a doplnény v odmérné barce na 25 ml po rysku metanolem, promichdny, odstiedény
(10 minut, 3000 ot./min.) a pouzity pro stanoveni obsahu skopoletinu. Obsah
skopoletinu v bunikdch byl pocitan z kalibra¢ni kiivky a vyjadfovan vmg na g

susiny.

4.5 Statistické zpracovani

Statistické zpracovani naméfenych hodnot bylo provedeno na zaklad¢ téchto

vzorci (30):

aritmeticky pramér: f = X ;
n -

1 n

smérodatnd odchylka: S = [— (x — )_C) 2
i

n =
[/ rozsah souboru
Xeeennn naméfené hodnoty
X iunnn aritmeticky pramér
Siinnn smerodatna odchylka
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5 VYSLEDKY

Tab. €. 1: Vliv dusi¢énanu stfibrného na obsah kumarint v buiikiach suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 24 hodinach od aplikace elicitoru.

Koncentrace AgNO3 Obsah kumarint v buiikdch
Smeérodatna odchylka
[mg/l] [mg/g]
0 0,593 0,047
0,17 0,471 0,148
0,85 0,258 0,008

Tab. ¢ 2: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarini v médiu suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 24 hodinach od aplikace elicitoru.

Koncentrace AgNO; Obsah kumarinti v médiu
Smeérodatna odchylka
[mg/1] [mg/1]
0 0,089 0,011
0,17 0,123 0,038
0,85 0,140 0,016
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Tab. €. 3: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarini v buiikich suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 48 hodinach od aplikace elicitoru.

Koncentrace AgNO3 Obsah kumarint v bunkach
Smérodatna odchylka
[mg/1] [mg/g]
0 0,260 0,018
0,17 0,239 0,008
0,85 0,167 0,009

Tab. ¢ 4: Vliv dusi¢nanu stiibrného na obsah kumarini v médiu suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 48 hodinach od aplikace elicitoru.

Koncentrace AgNO3 Obsah kumarint v médiu
Smérodatna odchylka
[mg/1] [mg/1]
0 0,157 0,008
0,17 0,128 0,008
0,85 0,123 0,010
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Tab. €. 5: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarini v buiikich suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 72 hodinach od aplikace elicitoru.

Koncentrace AgNO3 Obsah kumarint v bunkach
Smérodatna odchylka
[mg/1] [mg/g]
0 0,594 0,025
0,17 0,467 0,093
0,85 0,428 0,076

Tab. €. 6: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarini v médiu suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 72 hodinach od aplikace elicitoru.

Koncentrace AgNO3 Obsah kumarint v médiu
Smérodatna odchylka
[mg/1] [mg/1]
0 0,090 0,019
0,17 0,077 0,005
0,85 0,072 0,009
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Tab. €. 7: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarini v buiikich suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 192 hodinach od aplikace elicitoru.

Koncentrace AgNO3

Obsah kumarinu v bunkach

Smérodatna odchylka
[mg/1] [mg/g]
0 0,180 0,008
0,17 0,058 0,004
0,85 0,053 0,018

Tab. ¢. 8: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarini v médiu suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 192 hodinach od aplikace elicitoru.

Koncentrace AgNO3 Obsah kumarint v médiu
Smérodatna odchylka
[mg/1] [mg/1]
0 0,281 0,012
0,17 0,036 0,006
0,85 0,003 0,000
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Graf €. 1: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarini v buiikiach suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 24 hodinach od aplikace elicitoru.

Obsah kumarint
v buiikach (mg/g)

0 0,17 0,85

Koncentrace dusi¢nanu stfibrného (mg/l)

Graf €. 2: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarini v buiikiach suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 48 hodinach od aplikace elicitoru.

Obsah kumarini
v buiikach (mg/g)

0 0,17 0,85

Koncentrace dusi¢nanu stfibrného (mg/l)
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Graf €. 3: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarini v buiikiach suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 72 hodinach od aplikace elicitoru.

Obsah kumarina
v buiikach (mg/g)

0 0,17 0,85

Koncentrace dusi¢nanu stiibrného (mg/l)

Graf ¢. 4: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarini v buiikiach suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 192 hodinach od aplikace elicitoru.

Obsah kumarinu
v buiikach (mg/g)

0 0,17 0,85

Koncentrace dusi¢nanu stiibrné ho (mg/1)
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Graf ¢. 5: Zavislost obsahu kumarini v buiikiach suspenzni kultury Angelica

archangelica L. na délce kultivace bez pridani dusi¢nanu stiibrného.
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Graf ¢. 6: Zavislost obsahu kumarini v buiikidch suspenzni kultury Angelica
archangelica L. na délce Kultivace po pridani dusi¢nanu stfibrného

o koncentraci 0,17 mg/1.
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Graf ¢. 7: Zavislost obsahu kumarini v buiikach suspenzni kultury Angelica
archangelica L. na délce kultivace po pridiani dusi¢nanu stfibrného

o koncentraci 0,85 mg/l.
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Graf ¢. 8: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarinii v médiu suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 24 hodinach od aplikace elicitoru.
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Graf €. 9: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarinii v médiu suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 48 hodinach od aplikace elicitoru.
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Graf ¢. 10: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarini v médiu suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 72 hodinach od aplikace elicitoru.

v médiu (mg/l)

Obsah kumarinu

0 0,17 0,85
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Graf ¢. 11: Vliv dusi¢nanu stfibrného na obsah kumarinii v médiu suspenzni

kultury Angelica archangelica L. po 192 hodinach od aplikace elicitoru.
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Graf ¢ 12: Zavislost obsahu kumarini v médiu suspenzni kultury Angelica

archangelica L. na délce kultivace bez pridani dusi¢nanu stiibrného.
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Graf ¢&. 13: Zavislost obsahu kumarini v médiu suspenzni kultury Angelica
archangelica L. na délce Kkultivace po pridani dusi¢nanu stfibrného

o koncentraci 0,17 mg/l.
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Graf ¢. 14: Zavislost obsahu kumarini v médiu suspenzni kultury Angelica
archangelica L. na délce kultivace po pridiani dusi¢nanu stfibrného

o koncentraci 0,85 mg/l.
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Graf ¢. 15: Souhrnné vyjadieni zavislosti obsahu kumarini v médiu suspenzni
kultury Angelica archangelica L. na koncentraci pridaného dusi¢nanu

stfibrného ve v§ech zkoumanych ¢asech po pridani elicitoru.
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Graf ¢. 16: Souhrnné vyjadieni zavislosti obsahu kumarini v buiikach
suspenzni kultury Angelica archangelica L. na koncentraci pridaného

dusi¢nanu stfibrného ve v§ech zkoumanych ¢asech po pridani elicitoru.

EY

5 E

£ = M 24 hod
=<

=g O 48 hod
3

2 Ei M 72 hod

e B 192 hod

0 0,17 0,85

Koncentrace dusi¢nanu stiibrného (mg/l)

47



6 DISKUSE

Tato diplomova prace si kladla za cil sledovat a popsat vliv dusi¢nanu
stiibrného jako abiotického elicitoru na produkci kumarinii suspenzni kulturou
Angelica archangelica L.

Sledovala jsem pusobeni dvou riznych koncentraci dusi¢nanu stifibrného na
produkci kumarind suspenzni kulturou Angelica archangelica L., v jednom ptipadé
byl ke kultufe pfidavan dusi¢nan stiibrny tak, aby jeho koncentrace byla 0,17 mg/l,
ve druhém ptipadé byla cilova koncentrace dusi¢nanu v kulture 0,85 mg/l. Tieti
piipad tvoftily kultury kultivované bez ptidavku elicitoru do média jako kultury
kontrolni. Sledovala jsem ¢asovou zavislost produkce kumarint suspenzni kulturou
pii dané koncentraci elicitoru, kultury byly sklizeny po 24, 48, 72 a 192 hodinach od
aplikace elicitoru. Cela kultivace probihala za stfidavé svételné periody.

U kontrolnich kultur kultivovanych bez piidavku stfibrnych iontl jako
elicitoru jsem sledovala zajimavou zavislost uvoliiovani kumarinti do média na dobé
kultivace. Nejvyssi obsah kumarini vykazovalo médium kultury sklizené po 192
hodinach, o 44 % nizsi obsah byl v médiu po 48 hodinach. Po 24 a 72 hodinach byl
obsah kumarint v médiu shodné€ o 68 % niz$i neZ v maximu po 192 hodinéch.

Koncentrace 0,17 mg/l dusi¢nanu stiibrného v kulturdch pisobila proti
kontrole na obsah kumarini v médiu pozitivné pouze po 24 hodinéch, kdy doslo
k nartstu o 38 %. Ve vSech kulturdch vystavenych vlivu dusi¢nanu stiibrného
o koncentraci 0,17 mg/l déle nez 24 hodin doslo ve srovnani s kontrolou k poklesu
obsahu kumarinii v médiu, nejvice patrny byl pokles po 192 hodinach — o 87 % proti
kontrole.

I vliv dusi¢nanu stfibrného v koncentraci 0,85 mg/l byl v ptipadé 2407
hodinového pusobeni stimulaéni, v médiu jsem zjistila o 57 % vice kumarini nez
v kontrolni kultufe. Pfi delSim plsobeni této koncentrace jsem sledovala pokles
obsahu kumarini v médiu, nejvyrazngji opét po 192 hodinach kultivace, tentokrat
dokonce téméf 0 99 %.

Hodnocenim zavislosti z opa¢ného hlediska lze dojit k zavéru, ze po 24
hodindch mél pridavek dusi¢nanu sttibrného pozitivni vliv, ¢im vyssi koncentraci

elicitoru byla kultura vystavena, tim vyssi byl obsah kumarinti v médiu.
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Po 48-hodinové kultivaci se situace obratila, obsah kumarinti byl nejvyssi
v médiu kontrolni kultury a s ptibyvajici koncentraci dusi¢nanu stfibrného zvolna
klesal. Stejna byla situace i po 72 hodinach kultivace.

Nejvyraznéjsi zmény jsem zaznamenala po 192 hodinach kultivace, obsah
kumarint v médiu proti kontrole vyrazné klesl jiz po piidani dusi¢nanu stiibrného
v koncentraci 0,17 mg/l, pti plsobeni vy$$i koncentrace tvofil obsah kumarinil
v médiu pouze 1 % obsahu v kontrolni kultute.

V bunkach kontrolni kultury byla produkce kumarint v inverzni zavislosti na
Case oproti zavislosti obsahu kumarintt v médiu stejné kultury. Po 24 hodinach
kultivace byl obsah kumarinii v bunikdch nejvyssi, nésledoval pokles o 56 % po
kultivaci dlouhé 48 hodin, 72 hodin kultivace znamenalo opét ndvrat k maximalnimu
obsahu totoznému s obsahem v ¢ase 24 hodin. Kultivace 192 hodin m¢la za nasledek
vyrazny pokles na pouhych 30 % maximalni hodnoty.

Po piidani dusi¢nanu stfibrného v koncentraci 0,17 mg/l zlistala zavislost
velmi podobnd — z maximalni hodnoty v ¢ase 24 hodin doSlo nejprve k poklesu na
49 % v case 48 hodin od ptidani elicitoru, za dalSich 24 hodin obsah stoupl na vice
nez 99 % maximalni hodnoty. Pisobeni elicitoru po dobu 192 hodin mélo za
nasledek pokles obsahu kumarinti v buitkach o 88 % vzhledem k hodnoté v case 24
hodin.

Ve srovnani s kontrolou zptsobil dusi¢nan stfibrny v koncentraci 0,17 mg/I
pokles obsahu kumarinti v bunikdch ve vSech casech od pfidani elicitord — nejmensi
pokles (o 8 %) jsem zaznamenala po 48 hodinach, po 24 i1 72 hodinéch klesl obsah
0 21 %, po 192 hodinach doslo k poklesu o 68 % vzhledem ke kontrole.

Pfidani 0,85 mg/l dusi¢nanu stiibrného mélo za nasledek zménu casového
prabéhu hromadéni kumarinti v buitkach — stfidava tendence sice zlstala zachovana,
ale na rozdil od obou pifedchozich ptipadii byl obsah v ¢ase 72 hodin po pifidani
elicitoru o 66 % vys8i nez v ¢ase 24 hodin. Po 48 hodinach plsobeni dusi¢nanu

Ve srovnani s kontrolou méla koncentrace dusi¢nanu stiibrného 0,85 mg/l za
nasledek vyraznéjsi pokles obsahu kumarinti v bunikach nez koncentrace 0,17 mg/l.
Po 24 hodinéch klesl obsah o 56 %, po 48 hodindch o 36 %, 72 hodin kultivace
zpusobilo pokles o 28 %. Nejvyraznégjsi snizeni obsahu kumarinti v buiikach jsem
zaznamenala po 192 hodinach, doslo zde, podobné jako u vySe zminéné nizsi

koncentrace, k poklesu o 71 % proti buitkkdm kontrolni kultury.
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Pti hodnoceni zédvislosti obsahu kumarinti v buiikach na ptfidané koncentraci
dusi¢nanu stfibrného nalezneme ve vSech zkoumanych casech stejny vztah —
pfidavkem elicitoru dochazi ke snizovani obsahu kumarinii v buikach, vyssi
koncentrace zpusobuji vyraznéjsi pokles, pouze v case 192 hodin plsobi ob¢
koncentrace elicitoru téméf shodné sniZeni.

Sledovanim vlivu dusi¢nanu stfibrného na produkci kumarinii suspenzni
kulturou Angelica archangelica L. kultivovanou za stfidavé svételné periody jsem
tedy dosla k zavéru, ze v zadné ze sledovanych koncentraci a pii zadné délce
pusobeni elicitoru nebylo dosazeno vyznamného zvysSeni obsahu kumarinti ani
v médiich, ani v buiikach. Pisobeni stiibrnych iontd jako elicitoru za danych
podminek se zda byt pro suspenzni kulturu negativni a tedy bez praktického piinosu.

V minulosti byl sledovan vliv abiotického elicitoru chloridu hlinitého na
produkci sekundarnich metabolitd suspenzni kulturou Angelica archangelica L. po
¢trnactidenni kultivaci za tmy a za svétla. Za svétla kultivované kultury reagovaly na
vSechny koncentrace pozvolnym snizenim obsahu kumarin v médiich i v buiikach,
naopak zvySeni obsahu kumarini v médiich i v buinikach zpisobil elicitor pii
kultivaci za tmy. (31)

V suspenzni kultufe Angelica archangelica L. byl zjistovan také vliv iontl
manganatych, kobaltnatych a zine€natych, stimulacné plsobil na produkci kumarinii

zejména roztok siranu zine€natého pti kultivaci za tmy. (32, 33)
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7 ZAVER

Produkce kumarinii v suspenzni kultuie Angelica archangelica L. kultivované
za svétla byla po pridani dusicnanu stiibrného jako elicitoru v obou zkouSenych
koncentracich negativné ovlivnéna.

Jedin¢ pti délce plisobeni elicitoru 24 hodin doslo k signifikantnimu nartistu
obsahu kumarini v médiu oproti kontrole, za stejnych podminek ovSem vlivem
elicitoru vyrazné klesl obsah kumarini v bunkach odpovidajicich kultur, celkova
produkce kumarinti kulturou tedy byla opét ovlivnéna negativné, pouze jeji vetsi cast
byla vylouc¢ena do média.

Kromé¢ zminéného pfipadu pusobila vzdy vysSi koncentrace dusi¢nanu
stiibrného vyssi pokles nez jeho niZ8i koncentrace. Nejvice se negativni vliv elicitoru

v bunikach i v médiich projevil po 192 hodinach od jeho ptidani ke kulturam.
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