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SEZNAM ZKRATEK

2,4-D kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

BAP 6-benzylaminopurin (6-benzyladenin)
GA3 kyselina giberelova

IBA kyselina indolyl-3-maselna

MS médium MS (Murashige a Skoog, 1962)
NAA kyselina naftalenoctova

PPM Plant Preservative Mixture

SE standard error/stiedni chyba praméru
SM sekundarni metabolity

TCCA Kyselina trichlorisokyanurova



1 UVOD A CILE PRACE

Vyznam zastupcu celedi Solanaceae (lilkovité) nespociva pouze v produkci zemédélskych
plodin, jako jsou naptiklad brambory, raj¢ata, mochyné nebo paprika. Rada zastupcti patii
mezi vyznamné 1éCivé rostliny, ackoli se soubézné vétSinou jedna o rostliny prudce
jedovaté. Mezi vyznamné zastupce 1éCivych rodu patéi Datura (durman), Mandragora
(mandragora), Hyoscyamus (blin), Atropa (rulik) a Withania (vitanie). Tyto rostliny
produkuji vysoké mnozstvi sekundarnich metabolitd (SM), zejména alkaloidt. Zastupci
rodu Withania obsahuji i dal$i metabolické slozky a jako jedny z mala léCivych druhu
¢eledi Solanaceae, nejsou prudce jedovaté. Pro kufaky je z této Celedi nejcennéjsi rod
Nicotiana (tabak), ktery je zakladni surovinou pro vyrobu tabakovych vyrobkd, a ktery je,
dle nekterych klasifikaci, také fazen k 1é€ivym rostlindm.

Pro celoro¢ni vyuziti rostlinnych produktd (nejen v dobé¢ jejich sklizné), se uz
v Casném starovéku rostlindm dodéavalo trvanlivosti suSenim, nakladanim do rostlinnych
oleji nebo do alkoholu. Nakladanim rostlin do alkoholu vznikaji tinktury, ve kterych se
ucinné latky zrostliny do alkoholu extrahuji. Extrahuji se pouze ty latky, které jsou
v alkoholu rozpustné, napiiklad alkaloidy (Liillmann et al., 2012).

Za prvni izolovany alkaloid je dle vétSiny publikaci oznacovan morfin, ktery je
nejdulezitéjsim a dominantnim alkaloidem opia. V opiu jsou alkaloidy piedev§im ve formé
soli kyseliny mekonové, mlécné a sirové (www.biotox.cz). Izolace morfia je pfipisovana
Friedrichovi W. A. Sertiirnerovi (1783 — 1841), mladému némeckému lékarnikovi. Nejprve
publikoval vysledky tykajici se izolace kyseliny mekonoveé, pozdéji pak detailni popis 57
experimentti popisujicich izolaci tzv. principum somniferum neboli aktivni slozky
a podstaty narkotickych vlastnosti opia (pozd&ji nazvané morfium). Datace této udalosti
nejsou jednotné aspadaji do rozmezi let 1803 — 1806. Tato alkalickd sloucenina byla
prvnim zastupcem organickych bazi, které se nazyvaly ,,rostlinné zasady*, a které pozdéji
(1818) Karl F. W. Meissner (1792 — 1853) poprvé oznadil za alkaloidy. Bilé krystalky
morfia (principum somniferum) Friedrich Sertiirner zkousel nejprve na mysich a psech,
pozdé&ji na sobé asvych pratelich. Svymi pokusy dokazal, ze je morfin zodpoveédny za
farmakologické ucinky opia. Pfes pocatecni neakceptaci vysledkti ve své praci Friedrich
Sertiirner vytrval a v roce 1817 své zavéry opét uveiejnil. Ve zvefejnéné praci, bylo poprvé
pouzito oznac¢eni morfium, jez je odvozeno od Morfea, feckého boha snii. Izolace morfinu
vyznamn¢ posunula studium SM rostlin, které je neustale v rozvoji a védeckém zajmu. Od

doby, kdy Sertiirner izoloval principum somniferum, se zacaly ve farmaceutickych


http://www.biotox.cz/naturstoff/biologie/bi-2d-06-makzem.html

laboratofich izolovat z pfirodnich produkti G¢inné latky v chemicky cisté formé. Cilem
izolace latek je kromé jejich identifikace a analyzy i zjiStovani vztahii mezi uUc¢inkem
a chemickou strukturou vedouci napt. k syntéze pozménénych derivati puvodni latky
S piiznivéj§imi farmakologickymi vlastnostmi (Liillmann et al., 2012; Stenclova, 2010).
Izolace rostlinnych SM pouzivanych klé¢ebnym ucelim, je obvykle naroc¢na.
Organicka syntéza rostlinnych SM neni vzdy moznd, protoze jde cCasto O slozité
mnohastupnové biosyntetické reakce, coz by bylo pro tcéely vyuziti v mediciné a farmacii
finanéné naro¢né. Jednou z moznosti, jak usnadnit ziskavani vyznamnych SM 1é¢ivych
rostlin, je vyuziti explantatovych kultur. Kultivace in vitro je jednodussi a rychlejsi nez
péstovani celych 1é¢ivych rostlin v ptirozenych podminkach anavic je mozné snadno
sledovat a ovliviiovat samotnou syntézu SM (Isah et al., 2017; Sedlackova, 2014).
Explantatové kultury vétSinou nedosahuji tak intenzivni biosyntézy a jejich
produkce je az na nckteré vyjimky niz$i nez U intaktni rostliny (tj. plvodni, mateiské,
pestované v prirozenych podminkach), proto jsou hledany rtzné techniky, jako jsou
napt. biotransformace, imobilizace, elicitace, aplikace prekurzori a jejich vzajemné
kombinace nebo metody genového inZenyrstvi, kterymi by se produkce a akumulace SM

v téchto kulturach zvysila (Isah et al., 2017).

V predloZené bakalarské praci byly vyty€eny nasledujici cile:

1. Vyhledavéni, shromazd’ovéani a studium odborné literatury k zadané problematice.

2. Zvladnuti technik explantatovych kultur (pfiprava médii, sterilizace rostlinného
materialu, testovani kli¢ivosti a mikropropagace, iniciace kalusti a U vybranych
zastupci Celedi Solanaceae).

3. Optimalizace pouzitych biotechnologickych metod (optimalizace kultivacnich
médii, sterilizace semen).

4. Prabézné zpracovani ziskanych vysledkt z experimentu a jejich fotodokumentace.

5. Sepsani bakalatské prace.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Mezi biotechnologické metody patii vyuzivani rostlinnych bun€k a pletiv péstovanych
invitro pro produkci farmakologickych latek. Tyto postupy jsou vyhodné zejména pro
latky, které jsou jinymi zpusoby obtizné ziskatelné, nebo je jejich primyslova vyroba
finanéné velmi naro¢na. Pro produkci SM in vitro Ize vyuzit i zastupce ¢eledi Solanaceae,
mezi zadané latky patii zejména alkaloidy, které jsou odpovédné za toxicky ucinek pro

Cloveéka, avsak pii vhodném davkovani maji terapeutické Gcinky.

2.1  Celed Solanaceae

Zatazeni Celedi Solanaceae do systému vyssich rostlin (Cronquist, 1988):

Rige: Plantae (rostliny)

Podrise: Tracheobionta (cévnaté rostliny)
Oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
Ttida: Rosopsida (vyssi dvoudélozné rostliny)
Podtiida: Asteridae

Rad: Solanales (lilkotvaré)

Celed: Solanaceae (lilkovité)

Celed’ Solanaceae je Geledi vyssich dvoudéloznych rostlin pattici do fadu Solanales. Tento
fad byva nékterymi autory fazen ke krtinikovitym, avSak od nich se odliSuje
nepiitomnosti iridoidd (Jahodat, 2011). Dalsimi celedémi tohoto fadu jsou
Convolvulaceae, Hydroleaceae, Montiniaceae a Sphenocleaceae. Nejobsahlejsi skupinou
je Celed” Solanaceae. Patti zde jednoleté, dvouleté i vytrvalé byliny (v tropech i dfeviny) se
stitidavymi bezpalistnatymi listy a dvojbo¢nymi (bikolaterdlnimi) cévnimi svazky. Kvéty
jsou oboupohlavné, pravidelné, koruna je z péti listkd, vyrtstajici jednotlivé nebo ve
vrcholi¢natych kvétenstvich. Semenik je svrchni, pestik srostly ze dvou plodolisti. Kalich
vytrvaly, nekdy se zvétSuje au nekterych rodi cely plod obaluje. Plodem je obvykle
mnohosemennd bobule nebo tobolka. Zvlasté¢ plody obsahuji cetné alkaloidy, které jsou
Casto prudce jedovaté (Novak a Skalicky, 2012; Kincl, 1993).

Celed’ obsahuje piiblizné 2 500 druhd, z nichZ jich u nas roste pouze kolem tficeti
(www.kvetenacr.cz). Vice nez polovinu celedi zastupuje rod Solanum. Piirozené stanovisté

Solanaceae se nachazi v tropickém a subtropickém pasu (Novak a Skalicky, 2012).
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http://www.biolib.cz/cz/taxon/id3334/
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id298481/
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http://www.kvetenacr.cz/celed.asp?IDceled=13

Nejvice endemickych rodu (ptfiblizné 40), nalézdme v zemich Stfedni a Jizni Ameriky
(napt. lilek brambor, lilek rajce tabak virginsky a tabdk selsky). V mirném pasu USA
a v Kanad¢ se nachazi pouze 50 druhti z ¢eledi. Ve vodnim prosttedi zastupci zcela chybé&;ji
(Novak a Skalicky, 2012; www.britannica.com).

Celed’ zahrnuje fadu hospodaisky a ekonomicky vyznamnych plodin vyuzivanych
v mnoha odvétvich od potravinafstvi, krmivaistvi a primyslu az po zisk specifickych latek
pouzivanych jako lékopisné drogy. Vzhledem Kk obsahu ucinnych alkaloidd lze v Celedi
Solanaceae nalézt celou fadu druhd s psychotropnimi Géinky. V tomto sméru se nejvice
vyuziva tabak, ato zejména tabak virginsky a selsky (Nicotiana tabacum a N. rustica),
(Valicek, 2002). V péstitelské produkci zaujima ve svété lilek brambor (Solanum
tuberosum) ¢tvrté misto za pSenici, kukufici a ryzi. Co se tyce poétu druhd, patii rod lilek
K nejpocetnéjsim rodim vibec. Z dal§ich zastupct ze Solanaceae jsou nejvyznamnéj$imi
péstovanymi druhy rajce jedlé (Lycopersicon esculentum), paprika ro¢ni (Capsicum
annuum) &i lilek vejcoplody (Solanum melongena). Rada druhi se stala pro své napadité
kvéty vyznamnymi okrasnymi rostlinami (napt. Petunia, Physalis). Neékteré rody
Solanaceae, jsou jiz fadu let hojné vyuzivany v genetickém a biotechnologickém vyzkumu
jako dulezity pokusny material a modelovy organismus. Jako piiklad lze uvést vyuziti
tabaku v ramci vyzkumu zabyvajiciho se vyvojem ockovaci latky proti nddoru imunitniho
systému (folikularnimu lymfomu) pomoci viru tabakové mozaiky (Roossinck, 2011;

www.britannica.com).

2.1.1 Charakteristika vybranych zastupcu lé¢ivych rostlin ¢eledi Solanaceae

2.1.1.1 Rod Datura

Rod Datura (durman) je zastoupen 20 jednoletymi az viceletymi bylinami ¢eledi
Solanaceae. Lodyhy jsou vétvené, listy stfidavé, jednoduché a kratce fapikaté. Kvéty jsou
oboupohlavné, péticetné az 10 cm velké a vyristaji jednotlivé. Plodem je tobolka, ktera
pukd ¢tyfmi chlopnémi nebo pravidelné. VétSina druhti pochazi z Ameriky (Valicek,
2002). Durmany jsou znamé piedev§im svym ndpadnym vzhledem a nepiijemnym
zapachem (Korbelat a Endris, 1968). Vcetné okrasnych, pokojovych a balkonovych druht,
jsou jedovaté. Lisi se pfedevSim zbarvenim kvétl a rozdilnou ostnatosti tobolek (Kresdnek
a Kresanek, 2008). Nekteré z nich jsou péstovany jako okrasné rostliny, avSak terapeuticky
vyznam maji pouze druhy Datura stramonium, D. inoxia a D. metel. Kromé téchto druht

se pro farmaceuticky priamysl vyuzivaji D. ferox, D. tatula a D. leichhardtii. Pfi zneuziti
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https://www.britannica.com/plant/Solanaceae
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durmanu jakozto halucinogenni drogy, je nejcastéjsi peroralni piijem. Patii vSak i mezi
rostliny 1é¢ivé s vyuzitim pii nachlazeni, nervovych potizich, prijmu, pohlavni
nedostateénosti ¢i bronchidlnim astmatu (Moussous et al., 2018; Vali¢ek, 2002). Durman
ma vysoky obsah tropanovych alkaloidi hyoscyaminu a scopolaminu, a proto je fazeny
mezi separanda (tj. silné ucinné 1é¢ivo, které musi byt uchovavano oddélen¢), (Jahodat,
2011).

Datura stramonium L. (durman obecny), (Obr. 1)

U nas nejznaméjsi druh, durman obecny,
nékdy zvany ,panenskd okurka®“, je
jednoletd vyznamné jedovatd bylina
rozlozitého vzrlstu, rozsifend v teplejSich
oblastech. Obvykle roste na okrajich poli
a cest, na rumistich a kyprych dusikatych
pudach (Kresanek a Kresanek, 2008).
V Ceské republice roste hojné napf.
v Polabi ana jizni Moravé. Listy jsou
fapikaté, podlouhle vejcité, chobotnaté
zubaté, nepiijemné zapachajici,
dorustajici do velikosti az 20 cm. Plodem
je ostnatd, asi jako ofech velka, tobolka

(Korbelat a Endris, 1968). Kvéty maji

Daara Stramenivm Wiillers N

trubkovity kalich s péticipou, az 8 cm

dlouhou, bilou nebo fialovou korunou. Obr. 1: Datura stramonium (durman obecny)

Otviraji se mezi 19. — 20. hodinou http://www.botanical.com/botanical/mgmh/t/thornal2-1.jpg
avdesti se zaviraji, jejimi opylovaci jsou no¢ni motyli, véelam poskytuji nektar a pyl
(Kresanek a Kresanek, 2008). Semena durmanu obecného jsou ledvinita, Cernd az
nahnédle Seda, 5 mm velka (Jahodar, 2011).

Lécebné ucinky durmanu obecného byly zndmy uz americkym indidntim, kteti ho
pouzivali ipfi naboZenskych obifadech. Prvni dochovand pisemnd zminka o0 jeho
jedovatosti pochazi ze zapisu z roku 1676, kdy se s nim ve Virginii otravila cela rodina.
Drogou je obvykle list, n€kdy i kvéty a plody. Pii odbéru je tieba dbat na to, aby ve sbirané

smési nebyly z€ernalé nebo zhnédnuté listy. Chut’ listd je ostra, slana a nahotkld. Droga je
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sbirana rano, na zacatku kveteni rostliny. Suseni je rychlé a vzhledem k vysoké toxicité
rostliny, by mélo probihat oddélené od jiného susené¢ho materidlu. Na otravu ditéte staci 10
— 15 semen nebo 4 — 5 g listi. Obecné intoxikaci pfibyva, a to ¢asteéné i kvili zneuzivani
semen obsahujicich atropin, ktery vyvolava mydridazu (rozSifeni zornic¢ek) a ma silné
halucinogenni ucinky spojené se zmatenosti, dezorientaci nebo ztratou paméti. Dalsi
intoxikace jsou zpusobeny napf. vysavanim nektaru z kvétl, zaménou listl durmanu za
jiné nebo konzumaci potravin obsahujicich durmanem znecisténou mouku. Ke znecisténi
mouky muze dojit napf. pii seCeni kombajnem, kdyz durman roste v obilovinach nebo
kukufici.

Dle publikace autori Kresanek a Kresanek (2008), je pii intoxikaci durmanem,
nebo pii uzivani piipravku s obsahem durmanu nutné uvédomit lékafe a dbat na jeho
interakce s jinymi 1é¢ivy. Nesnasi se napiiklad s antihistaminiky, fenotiaziny, mnohymi
diuretiky a antidepresivy. Ptipravky s durmanem nejsou vhodné pro kojici a téhotné Zeny,
pacienty se srde¢nimi potizemi, apod. Uplatnéni vSak naléza pii 1é¢bé astmatu, ¢erného
kasle, svalového spasmu a Parkinsonovy choroby. Déle zpisobuje uvolnéni svaloviny
zazivaciho traktu a mocového Ustroji. V poloviné devatenactého stoleti se vV Evropé staly
popularni tzv. orientalni pilulky radosti, které obsahovaly opium, konopi, durman, arekovy
ofech a cukr a byly povazovany za mimofadné ucinna afrodiziaka (Kresanek a Kresanek,
2008; Stenclova, 2010).

Durman se zatadil mezi perspektivni 1é¢ivé rostliny. Lé¢iva obsahujici durman se
vétSinou uzivaji peroralné nebo ve formé ¢ipkd. Na pocatku 19. stoleti byl durman nové
pouzivan k 1é¢b& astmatu jako sou¢ast smési tzv. astmatickych cigaret. Uinky této nové
metody 1é€by astmatu vSak nebyly pfili§ presvédcivé. Uzivani durmanu bez lékatrského

predpisu neni legalni (Kresanek a Kresanek, 2008; Graeser a Rowe, 1935).
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2.1.1.2 Rod Mandragora
Mandragora officinarum L. (mandragora 1ékai'ska, pokiin l1ékatsky), (Obr. 2)

Mandragora lékatskd, zndma také jako
pokiin, je vytrvala bylina s fepovitym,
duznatym kotfenem, znc¢hoz vyristd
hustd rizice velkych, podlouhlych
azvinénych listd. Ze stiedu rizice
vyrustaji  uhledné, skoro pftisedlé,
zvonkovité, zelenave zluté  az
nafialovélé kvéty. Kofen roste velmi
pomalu a dosahuje hloubky az 1 metr.
Plodem jsou bledozlut¢  bobule
obsahujici zna¢né mnozstvi semen (0
velikosti 5 — 7 mm), (Valicek, 2003).
Nézev rostliny je zfegmé odvozen

ztecCtiny alze volné prelozit jako

»Zpusobujici bolest dobytku“. Rostlina

je pro hospodarska zvifata jedovata Obr.2: Mandragora officinarum (mandragora
|ékatska)

(Hanus et al., 2005). http://dewrri.blog.c2/1203/mandragora-officinarum-lekarska

Mandragora je rozSifend ve
Stredomoii, zvlasté v Recku. Cela rostlina je jedovata, po poziti jakékoli &asti z ni piisobi
omamn¢, nékdy i smrteln€. Zastoupeni alkaloidi je obdobné jako u durmanu. Témito
alkaloidy jsou pfedev§im hyoscyamin, atropin a skopolamin. Jedna se 0 jednu
z nejslavnéjSich  a nejstarSich  halucinogennich rostlin. Prvni zminky 0 u¢incich
mandragory byly nalezeny ve starovékych vychodnich rukopisech nebo V biblickém
Starém Zakon¢ (kniha Genesis a Pisen pisni). V minulosti patfila k vyhledavanym Iéktim,
ve starém Egypté Iékafi pouzivali Stavu z mandragory Kk narkéze, anticky lékar
Hippokrates 1é¢il mandragorou nemoci Zlu¢niku, arabsky lékat Avicenna ji doporucoval
pfi bolestech hlavy a také k 1é¢bé padoucnice. V Evropé byla rostlina pouzivana ve formé
odvaru ve viné, ktery byl doporu¢ovan jako hypnotikum, narkotikum, anestetikum a Kk
1é¢bé neplodnosti zen (Hanus et al., 2005; Valicek, 2003).

Mandragora je obklopena fadou myti a povér ato i piesto, Ze rostlina neni vice

psychoaktivni nez jiné z ¢eledi Solanaceae. Kofen mnohdy tvofil hlavni slozku tzv. napoju
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lasky (Valicek, 2003). Specifikou je charakteristicky tvar kofene pfipominajici lidskou
postavu. V biblickych knihach Starého Zakona jsou jeji plody nazyvany ,,jablicky lasky*.
Ve stiedoveéku byla rozsifena povéra, ze kofen muze ucinit ¢loveéka neviditelnym, zahani
rozmanité nemoci, otevira poklady atd. Také Mathioli se ve svém Herbati zr. 1596
0 mandragote zminuje. Zduraznuje zejména, jak Sejdiii a podvodnici prodavaji kotfeny za
pfemrsténé sumy, pfifezavaji kofen do lidské podoby a namlouvaji lidem, Ze mé kotfen
¢arovné ucinky (Polivka, 2010; Hanus et al., 2005). V 10. stoleti se hojné pouzivala tzv.
uspavaci houba (Spongia somnifera). V benediktinském klastefe Monte Casino se zachoval
navod na jeji vyrobu, podle kterého se do roztoku ptipraveného smichanim vody, opia,
vytazkd z listh mandragory a bolehlavu namocila houba, ktera se pfed chirurgickym
zakrokem pfipevnila nemocnému na oblic¢ej a pouzivala jako analgetikum pii nekterych
chirurgickych procedurach (Stenclova, 2010).

O mandragoru se neustale zvySuje zajem, nebot je ucinna pii 1é¢bé cukrovky
a hypertenze. N¢které obsahové latky rovnéZ potlacuji rist a aktivitu nadorového bujeni,
zvlaste leukémie, avSak jako U vSech cytostatik plisobi ina zdravé nepozménéné bunky

(Valigek, 2003).
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2.1.1.3 Rod Atropa
Atropa bella-donna L. (rulik zlomocny), (Obr. 3)

Rulik zlomocny, je wvytrvala bylina
s pfimou nebo vétvenou lodyhou, az
180 cm vysokou. Listy jsou stfidavé,
vejcité, zuzené v kratky  fapik,
s celokrajnou, kopinaté vejCitou Cepeli
(Valicek, 2003; Jahodar, 2011). Kvéty
vyrustaji jednotlivé v uzlabi listl. Maji
zvonkovity kalich s péti usty a korunou
Spéti cipy, zevné hnéd¢ fialovou
a uvnitt Sedozlutou. Plodem je leskla,
¢ernd, kulovitd bobule podobna tiesni
(Valicek, 2003). Zameéna rostliny je
témet vyloucena (Kresanek
a Kresanek, 2008).

Nazev je odvozen Zi‘ejmé podle Obr. 3: Atropa bella-donna (rulik zlomocny)

https://www.planetdeadly.com/nature/most-poisonous-plants

fecké bohyné osudu, Atropos. Vznik
druhového jména je méné jednoznaény. Z ruliku je ziskavan atropin, ktery je pouzivan pro
vyrobu atropinovych kapek, zpiisobujicich mydridzu. Divky si proto pry vtiraly $tdvu
z ruliku do o¢i, aby mély vétSi zorniCky. Odtud ziejmé pochézi druhovy nazev slozeny
z italskych slov oznacujicich spojeni ,.krasna pani® (bella-donna), (Gardner a McGuffin,
2013).

Rulik obsahuje typické zastupce alkaloidi pro tuto celed’, hyoscyamin, atropin
a skopolamin, dale obsahuje belladonnin (Valicek, 2003). Atropin vznika hlavné v susené
droze, racemizaci L-hyoscyaminu, jehoz obsah Vrostliné tvoii asi 70 % ze vSech
obsazenych alkaloidii (Kresanek a Kresanek, 2008). Lékopisnou surovinou je list, ktery je
fazeny mezi separanda (Jahodaf, 2011). Listovd droga omamné péachne a nahoikle ostie
chutna (Valicek, 2003). K izolaci alkaloidl je vyuzivan i kofen, ktery je bez pachu, chuti
sladce slizovité, pozdéji hotké anepiijemné (Jahodar, 2011; Valicek, 2003). Bylina
obsahuje také tfisloviny, kumariny a Skrob. Celd rostlina je vyznamné jedovata,
zplisobujici velmi zadvazné otravy. Jeji nebezpeci pro ¢lovéka vystihuje stard legenda, ktera

pravi, Ze ji vypéstoval sam d’abel (Kresanek a Kresanek, 2008; Valicek, 2003).
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Ackoli je rulik rozsiteny po celé Evropé€, v zapadni Asii a severni Africe, jeho
vyskyt je pomérné vzacny (Valicek, 2003). Jednd se 0 svétlomilnou bylinu, rostouci
Vv lesich, na vapnité a humus bohaté piid€ s dostatkem spodni vldhy (Kresanek a Kresanek,
2008).

V evropské mediciné je jeho vyuzivani zndmé od 17. stoleti. Pfipravuji se z ngj
galenika (tj. 1éky nepfipravované chemickou cestou) slouzici k odstranéni kieci svalstva,
k rozsiteni zornic nebo k 1é¢eni Parkinsonovy choroby. Primarné je vSak droga vyuZzivana
k izolaci atropinu adal$ich alkaloidi (Vali¢ek, 2003). Smés izolovanych alkaloida
nasledné tvoii slozku mnohych spasmolytik, analgetik, mydriatik, antiparkinsonik, sedativ,
laxancii atd. (Kresanek a Kresanek, 2008).

2.1.1.4 Rod Hyoscyamus
Hyoscyamus niger L. (blin ¢erny), (Obr. 4)

Jednd se o0dvouletou vyrazné pachnouci
vétvenou bylinu dorustajici do vysky 20 —
100 cm. Ptizemni listy jsou dlouze fapikaté,
podlouhle vejcité a pefenolalo¢né. Lodyzni
listy jsou pfisedlé, objimavé podlouhle
kopinaté, se 4 — 5 pary Spicatych lalokl. Kvéty
vyrastaji v 0Zlabi lupenitych listenti a tvofi
vijany. Kalich je zvonkovit¢ trubkovity
a sitnaté zilkovany, koruna Siroce nalevkovita,
bled¢ zlutd, fialové Zzilkovana s péti tupymi
cipy. Tyc¢inky maji fialové praSniky a chlupaté
nitky. Plodem je bfichatd tobolka, s mnoha
cervenohnédymi semeny, ulozena v kalichu.

Blin vyzaduje humozni, Zzivinami

bohatou plidu v teplejSich oblastech na

Obr. 4: Hyoscyamus niger (blin ¢erny)

rumIStICh’ thorech a puStyCh mistech http://www.malachim.cz/malachim/herbar-petra-z-

rvc g v oy, . , vlkova/738-blin-cerny.html
V nizinach az do podhtifi. Roste nejen U nés, Y

ale i po celé Evropé, v Asii, severozapadni Africe, Severni Americe, Australii ¢i na Novém

Zélandu.
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Drogou jsou listy, popfipadé semena obsahujici jedovaté alkaloidy L-hyoscyamin
a skopolamin. Droga mé slaby a omamny zapach a hotkoslanou chut. Semena obsahuji
olej slozeny z kyselin linolové, palmitové a stearové (Valicek, 2003). Ve stfedovéku mél
blin vyuziti jako anestetikum pii operacich, jako narkotikum a jako soucast Carodéjnych
masti a napoja lasky. Listy a semena se také koufily nebo pridavaly do vina (Alberts et al.,
2004; Valicek, 2003). Droga se uziva jako ucinny prostiedek proti bronchidlnimu astmatu,
K odstranéni kie¢i pii zlu¢nikovych aledvinovych kolikach, pii zvySené sekreci
zalude¢nich $tav a pfi zaludecnich viedech. Pro své typické smrtelné jedovaté vlastnosti
slouzil blin rovnéz travicim (Vali¢ek, 2003). Farmaceuticky je vyuzivan hlavné k izolaci
alkaloidi nebo k pfipravé oleje ze semen, uzivaného K masazim pii revmatickych

bolestech (Alberts et al., 2004).

2.1.1.5 Rod Nicotiana

Rod Nicotiana (tabak) zahrnuje asi 100 domacich druhti pfevazné v Jizni a Stfedni
Americe, na Sundskych ostrovech, v Australii a Oceanii (Valic¢ek, 2003). Jedna se 0 starou
kulturni americkou rostlinu, do Evropy dovezenou v 16. stoleti. Pivodné byl pfivezen jako
rostlina okrasna, teprve pozd¢ji byl péstovan pro vyrobu tabaku (Baloun, 1989). Pé&stuje se
ve vSech svétadilech od rovniku az do teplejSich oblasti mirného pasu. Mnohé druhy
tabaku jsou stale péstovany jako okrasné, zahradni i sklenikové byliny, vétSinou vSak
slouzi ke kouteni, Zvykani a Sfiupani. Tabaky jsou statné jednoleté mélce kotenici byliny
s jedinou pfimou, az 2 m vysokou zlaznaté chlupatou lodyhou, na které postupné dortsta;ji
jednoduché, velke a celokrajné listy.

K ziskavani suroviny pro tabakové vyrobky se péstuji piedev§im druhy Nicotiana
tabacum (tabak virginsky, obecny — Obr. 5, A — C) a Nicotiana rustica (tabak selsky
tzv. machorka — Obr. 5, D — J). Vzhledoveé se tyto druhy lisi zejména listy a kvéty. Zatimco
N. tabacum ma listy Siroce kopinaté, fapik kiidlaté rozsifeny, kvéty s trubkovitymi az
nalevkovitymi korunami, rizovymi az Cervenymi, N. rustica ma listy vyrazné tapikaté,
vejCitého tvaru a korunu fepicovitou a nazelenale zlutou (Valicek, 2003). Plodem tabaki
jsou mnohosemenné vejcité tobolky otvirajici se ¢tyfmi zuby (Baloun, 1989).

V listech tabaku se koncentruje az 10 % pyridinovych alkaloidl, zvIasté nikotinu,
doprovazeného jeho derivaty nornicotinem, anabasinem a nicotyrinem (Jahodat, 2011;

Baloun, 1989).
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Krystof Kolumbus roku 1492 objevil spole¢né s Amerikou i tabak a mnoho dalsich
rostlin. Zasluhy 0 seznameni Evropant s tabdkem jsou vsak pfipisovany francouzskému
diplomatovi Jeanu Nicotovi, ktery jej dovezl na francouzsky kralovsky dvir ve formé
$nupaciho prasku a na jehoZ pocest se jmenuje rod Nicotiana a alkaloid nikotin (Valicek,
2003).

Obr. 5: A — C Nicotiana rustica (tabak selsky), D — J Nicotiana tabacum (tabak virginsky),
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Nicotiana_spp_GS443.png
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2.1.1.6 Rod Withania
Withania somnifera Dunal (Ashwagandha, vitanie snodarna, spankonosna, opojna), (Obr.
6)

Vitanie snodarna, znama téz pod ndzvem
v sanskrtu, Ashwagandha (Ashwa — kan, \ i
Gandha — sila) nebo téZ pod nazvem ’ /

indicky zenSen, je vytrvald, vétvena,
drevnatéjici bylina nebo ket doristajici do
vysky 50 — 200 cm. Listy jsou tapikatg,
vejCité, na vrcholku Spicaté nebo tupé
S klinovitou bézi, v mladi jsou plstnaté —
husté chlupaté, pozdéji lysé nebo témér
lysé, dorustajici do délky 3—15cm.
Kvéty jsou zelené, pozdgji zlutozelené,
oboupohlavné, na kratkych stopkach

vytvatejici Gzlabni svazecky (po 4 — 6).

Srostly kalich je vdobé kvétu 5 mm — -
Obr. 6: Withania somnifera (vitanie snodarna)

dlouhy ama trojﬁhelnikOVité cipy. Koruna http://www.naturemania.com/produits/whitania.html

je jen 0 malo vétsi nez kalich a stejné jako

kalich na vngjsi strané chlupata. Plody vitanie jsou kulovité, oranzové, 5 —8 mm velké
bobule, uvniti plodt se nachdzi zlutohnéda drobnéd semena. Kofeny jsou rozvetvené, svétle
hnédé a silné aromatické (www.efloras.org; Daniel, 2006). Vitanie ma velmi Siroky areal
v subtropech a tropech od zapadni Afriky az do Indie, avsak zjistit pivodni rozsifeni neni
V detailu mozné. Pravdépodobnymi pivodnimi oblastmi jsou severozdpadni Indie nebo
Stitedomoti. Do Evropy byla kupci a cestovateli pfivezena v 16. Stoleti. Vitanii vyhovuji
nejlépe sucha az vyprahla, ¢asto kamenita mista, okraje cest, ale i ruderalni stanovisté. V
subtropickém az tropickém prostiedi se ji nejlépe dafi v savanach a polopoustich (Daniel,
2006; www.botany.cz).

medicing, v Ajurvéds, které saha az do védského obdobi, tedy 3000 let pied na$im
letopoétem. Svymi ucinky je velmi podobna ZenSenu pravému (Panax ginseng), ato
| pfesto, ze zensen patii do jiné celedi (Araliaceae) aneni vitanii fylogeneticky blizce

pfibuzny. Stejné¢ jako U ZenSenu je k terapeutickym ucelim nejvice vyuzivan kofen.
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Ve staré Mezopotamii se vitanie pouZivala jako narkotikum, v Ajurvédé jako Zivotabudi&
atonikum, v Arabii jako vykufovadlo. Vitanie je tedy spoutdna s velmi vSestrannym
vyuzitim, jeji pusobeni lze popsat jako adaptogenni, tj. zvySujici psychickou a fyzickou
odolnost organismu (Daniel, 2006; Nick a Opatrny 2014). Zevné byva pouzivana jako
obklad na popaleniny a otoky (Supe et al., 2011). Dale je uc¢inna jako narkotikum,
sedativum, afrodisiakum a omlazujici prostfedek. Uvolnuje napéti v hladkém svalstvu,
pusobi protistresové ama vliv i na posileni imunity. Pouziva se pfi rekonvalescenci po
tézkych nemocech a operacich, k 1é¢b¢ neplodnosti, jako afrodiziakum, K 1é¢bé zanétlivych
onemocnéni (napf. revmatickych), neurodegenerativnich onemocnéni, hypertenze i astmatu
(Daniel, 2006; Nick aOpatrny 2014). Rostlina je vyjime¢na a atraktivni pro své
antimikrobialni, protinadorové, protizanétlivé, imunosupresivni, kardiovaskularni
a antidepresivni U¢inky. Pouziva se také pii 1€cbé tuberkuldzy, revmatismu, onemocnéni
srdce a jako prevence proti neurodegenerativnim onemocnénim (Maurya 2010; Autade et
al., 2016). Dharajiya et al. (2014) analyzovali pomoci difuzni metody antibakterialni
aktivitu Withania somnifera. Zjistili, Ze hexanovy, methanolovy a etyl-acetatovy extrakt
vitanie je ucinny proti gram negativnim bakteriim Esherishia coli, Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa a gram pozitivnim bakteriim Bacillus cereus.

V rostliné bylo nalezeno vice nez 80 riznych biologicky aktivnich latek, coz je
ziejmé& divodem S$irokého spektra medicinalnich G¢ink drogy, i kdyz neni vzdy jasné,
které latky jsou odpovédné za konkrétni 1é¢ebné ucinky. Hlavnimi skupinami obsahovych
latek jsou steroidni alkaloidy a steroidni laktony zvané withanolidy. Vyznamné
farmaceutické Uc¢inky byvaji pfisuzovany dvéma hlavnim withanolidiim, withaferinu A
awithanolidu A. Dalsimi latkami obsazenymi ve vitanii jsou alkaloidy (vCetné
tropanovych, napf. tropin), withanamidy, flavonoidy, saponiny, oligosacharidy a taniny
(Nick a Opatrny, 2014; Supe et al., 2011).
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2.2 Obsahové latky rostlin ¢eledi Solanaceae

Sekundarni metabolity (SM) jsou kli¢ovou slozkou systému vyssich rostlin. Pro rostlinu
jsou tyto latky otdzkou pteziti, protoze zprosttedkovavaji nékteré dilezité interakce. Diky
SM je rostlina schopna ochrany pifed mnoha viry, bakteriemi, bylozravci a dal$imi
parazity. Pro ¢loveka se postupné staly nenahraditelnymi v mnoha odvétvich — ve farmacii,
potravinarstvi, zem&délstvi i primyslu. Plni také funkci pesticidii ajsou cilem $lechténi,
protoze ovliviiuji barvu kvétd ¢i jiné fenotypové projevy zavislé na produkci SM.
Rozmanitost téchto slou¢enin je obrovska azajem 0 né stale vzrasta (Chintapakorn a
Hamill, 2008; Osorio et al., 2018). Obvykle v daném taxonu dominuje vzdy jedna skupina
chemicky ptibuznych latek, jejiz slozeni se méni V zavislosti na stupni vyvoje rostliny
a zivotnich podminkach (Stefkova, 2014).

Z chemického hlediska jsou rostliny celedi Solanaceae pomérné dobie
prostudovany. Celed’ je bohata na alkaloidy (zejména tropanové, pyridinové a steroidni),
steroidni saponiny, steroidy, pentacyklické triterpeny, polyfenoly aj. (Jahodar, 2011).
Nejvyznamnéj$i skupinou obsahovych latek jsou alkaloidy — bazické latky rostlinného
pavodu. Asi 20 % rostlinnych druhti produkuje alkaloidy a kazdy z nich se vyznacuje
unikatnim a definovanym spektrem téchto latek. Vzacné jsou obsazeny také Vv télech
obojzivelnikd ¢i nékterych hub. Doposud bylo izolovano vice nez 12 000 rdznych
alkaloidu, které se vyznacuji silnou biologickou ucinnosti (Chintapakorn a Hamill, 2008;
Stefkova, 2014). Alkaloidy jsou vétsinou bilé krystalické latky hotké chuti, bezbarvé,
nepachnouci, nerozpustné ve vodé, ale dobfe rozpustné V nepoldrnich rozpoustédlech
(napft. alkoholech, chloroformu), jen malo alkaloidu je tekutych (napf. nikotin). Sviij nazev
alkaloidy dostaly dle bazického charakteru, maji schopnost tvofit ve vodé rozpustné soli s
organickymi kyselinami, které se pfirozené vyskytuji Vv organismech, napi. s kyselinou
Stavelovou, octovou, mlé€nou a jable¢nou. Jen malo alkaloidl je pfitomno V rostlindch
jako volné base, nejcastéji jde 0 slabé base, s vyjimkou kvarternich basi amonnych, jez
jsou silnéji zasadité. Néktere alkaloidy maji tak slabé vyvinuty zdsadity charakter, ze jejich
soli jsou velmi nestdlé a jsou ve vodnim roztoku siln¢ hydrolyzovany. I ve velmi malych
mnozstvich jsou alkaloidy obvykle silné uc¢inné na lidsky i zvifeci organismus a mnoho
Z nich patii mezi vysoce toxické latky (napt. atropin, hyoscyamin). Pfi Castém pozivani
nekterych alkaloidii se na nich Clovek stava zavislym, mnohé se tfadi mezi drogy,
protoze ovliviuji centralni nervovou soustavu (Www.biotox.cz). Struktura alkaloidd se

chemicky navzdjem velmi l1i8i, atak je jejich farmakologicky a toxicky ucinek rizny.
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Ptesto je spojuji n¢které spole¢né vlastnosti: dusik je vazan ptevazné v heterocyklu, nékdy

I V postrannim fetézci, avSak ma vzdy aminovy charakter. Biosynteticky alkaloidy

pochazeji z aminokyselin lysinu, ornithinu, fenylalaninu, tyrosinu nebo tryptofanu

(Baloun, 1989). Toxikologicky nejvyznamné;jsi alkaloidy ¢eledi Solanaceae jsou:

Piperidin-pyridinové alkaloidy — piikladem jsou pyridinové alkaloidy nikotin
a anabasin. Nikotin vznika z aminokyseliny ornithinu a nikotinové kyseliny (jejimi
prekursory jsou glycerol a asparagova kyselina). Anabasin je syntetizovan z lysinu
a nikotinové kyseliny. Nékdy se pod tuto skupinu zahrnuji i tropanové alkaloidy.
Biogeneze piperidin-pyridinovych alkaloidti zac¢ina u ornithinu, ktery dava vznik
cyklickému pyrolidinovému derivatu.

Tropanové alkaloidy — biogeneze vychazi z pyrolidinového derivatu, kondezaci
se tfemi acetatovymi jednotkami vznika alkohol tropanol. Estery tohoto alkoholu
Solanaceae atadime mezi né¢ hyoscyamin, jeho racemat atropin a epoxidovany
derivat skopolamin. Tropanové alkaloidy vyvolaji u ¢lovéka touhu po rychlém
anecomezeném pohybu adalsi smyslové halucinace. Po intoxikaci je
charakteristickd ztrata schopnosti rozliSovat mezi skute¢nosti a fantazii
a intoxikovany clovék nasledné upadd do hlubokého spanku, podobného
alkoholickému deliriu. Za halucinogenni uc¢inky je odpovédny predevSim
skopolamin (Baloun, 1989; Davidova et al., 2005). Nékolik tropanovych alkaloidt
se povazuje za dilezité 1écebné slouceniny pro 1éEbu onemocnéni a poruch
centralniho  a periferntho nervového systému, jako jsou Parkinsonova
a Alzheimerova choroba, syndrom drazdivého tra¢niku a nemoc pohybu v dusledku
antagonistické aktivity muskarinovych cholinergnich receptori (Moussous et al.,
2018).

Steroidni alkaloidy — biogeneze téchto latek jde cestou tvorby skvalenu a jeho
cyklizaci. Jako dilezity intermedidt zde vystupuji derivaty cholesterolu. Tyto
alkaloidy se Gasto vyskytuji ve formé glykoalkaloidi. Radime k nim cholestanové
glykoalkaloidy lilku (Solanum) — solanin, tomatin, solasodin (Baloun, 1989). Pii
vy$Sich koncentracich Vv zivém organismu jsou glykoalkaloidy obvykle toxicke,

avsak prfi spravném davkovani maji nékteré z nich antibakterialni, antioxidacni,

rrrrr
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Dulezitymi obsahovymi latkami u Celedi Solanaceae jsou také steroidni laktony,
jedna se 0 metabolity strukturné podobné steroidim, ty se nachazi ve vSech organismech
od mikrobli po ¢lovéka. V rostlinné tiSi je vétSina steroidli zastoupena steroly (napf.
sitosteroly, brassinosteroidy). Steroidni laktony obsazené ve Withania somnifera
(pfezdivané withasteroidy) jsou od steroli, typickych steroidl rostlinné fise, strukturné
odlisné. Mezi withasteroidy patii withanolidy, withanosidy, withaferiny, withasomniferiny,
withanamidy atd. a jsou obsaZzeny pouze v rostlinach ¢eledi Solanaceae (Nick a Opatrny,
2014; Supe et al., 2011). Z hlediska biologické aktivity Ize za nejvyznamnéjsi steroidni
lakton povazovat withaferin A, ktery je napf. schopen navodit apoptézu nékterych
rakovinovych bunék, aje tak v neustalém védeckém zajmu v oblasti vyzkumu rakoviny
(Gardner a McGuffin, 2013). V roce 2010 byla poprvé publikovana informace 0 objevu
withanolidd u druhu Mandragora officinarum (mandragorolid A, mandragorolid B),
(Suleiman et al., 2010).

Dalsimi obsahovymi latkami celedi Solanaceae jsou polyfenoly, flavonoidy,
kumariny, taniny, steroidni saponiny a sapogeniny, pentacyklické triterpeny a silice (Slavik
a Stépankova, 2011).
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2.3 Biotechnologické metody

Mezi biotechnologické metody lze obecné zahrnout postupy vyuzivajici metabolismu
zivych organismu pro rizné ucely (hospodarské, medicinské aj.). Z tohoto hlediska lze za
jedny z nejstarsich procest biotechnologii (bioprocesti) povazovat kvasné procesy, které se
vyuzivaji pro vyrobu nékterych potravin a napoji. Moderni biotechnologii 1ze rozumét
jako zdmérné genetické manipulace, provadéné zejména pro zlepSeni uzitkovych vlastnosti
organismi (Srivastava, 2011). Mezi biotechnologické metody patii také technika

explantatovych kultur (in vitro).

2.3.1 Explantatové kultury
Explantatové kultury rostlin znamenaji aseptickou kultivaci izolovanych casti rostlin za
umélych podminek (Kovag, 1995).

Rostlinné bunky se na rozdil od Zivoc¢isnych li§i svou totipotenci — tj. schopnost
bunék diferencovat se v jakékoliv typy té€lnich bunck (tedy iv ten délivy). V kazdé
somatické rostlinné bufice je obsazena cela geneticka informace pro vyvoj kompletniho
organismu. Totipotence umoziiuje realizaci genetickych zmén vyvolanych Vv jednotlivych
bunkach na urovni celého organismu. I vysoce diferencované a specializované bunky si
vSak uchovavaji schopnost za urcitych podminek opét diferencovat a nabyt charakter
meristematického pletiva s vysokou délivosti. V rostlinném organismu je totipotentni nejen
zygota a meristematicka buiika, ale i kterakoli jina rostlinna bufika (Spandelova, 2010). Pro
odvozeni explantatové kultury je teoreticky vhodné jakékoliv pletivo, obsahujici bunky s
funk¢ni genetickou informaci (obsazenou nejcastéji v jadie). Pro nékteré druhy rostlin je
rozmnozovaci zplsob vyuZivajici schopnosti totipotence, zpisobem jedinym (napf.
kycelnice cibulkonosna, Dentaria bulbifera mnozici se vyhradné pacibulkami), (Balazova
etal., 2016).

Explantat je izolat rostlinného pletiva, se kterym se déle pracuje. Odebranim
zivného kusu pletiva z rostliny dojde k poranéni a preruseni toku signalizace, ktery do
organu proudil. Tyto faktory, za vhodn¢ nastavenych a kontrolovanych in vitro podminek,
»piinuti“ pletivo utvafet déliva centra zjiz diferencovanych bunck, coz lze zakoncit
kompletni regeneraci celé rostliny. NamnoZeni jedinci si zachovavaji rodicovskou
genetickou informaci, jedna se o klony (pokud neuvaZzujeme spontanni vznik mutaci),
(Balazova et al., 2016).
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Explantaitem mohou byt vegetativni | generativni organy ato diferenciovana
pletiva, nediferenciovana pletiva (nejéastéji ve formé kalusu) i jednotlivé izolované bunky
a protoplasty.

Podle morfologickych kritérii Ize rostlinné explantaty rozdé¢lit do skupin. Toto
rozdéleni vSak neni zcela presné, jelikoz hranice mezi jednotlivymi typy explantétii nejsou
pfesné vymezeny. Navic jsou vétSinou tyto explantaty odvozovany jeden od druhého, tudiz
spolu jejich ptivod uzce souvisi.

— Organové Kkultury — jedna se 0 rostlinné organové systémy, jednotlivé organy
nebo jejich ¢asti (napf. kofeny, vyhonky, listy). Buiiky jsou diferencované, stavba
a funkce organti jsou zachovany.

—  Bunééné kultury — jsou kultury tvofeny jednotlivymi volnymi bunikami.

— Kaultury bunéénych protoplastii — jednd se 0 jednotlivé buiiky zbavené bunécné
stény, obalené pouze cytoplazmatickou membranou. Ziskavaji se enzymatickym
Stépenim  bunécnych stén Vv hypertonickém prostiedi (Sedlackova, 2014;
Spandelova, 2010).

— Kalusové kultury — kalus predstavuje soubor nediferencovanych bunék. Jde
0 neorganizované shluky bunék, tvofici rostlinné pletivo. Pfirozené¢ se kalusové
pletivo tvofi na rostlindch po jejich poranéni nebo napadeni Skidci, proto se mu
také fika pletivo hojivé. Kalusové kultury jsou historicky nejstar§imi explantaty,
poprvé byly odvozeny z kofenti mrkve, pozdé€ji z tabaku. Byly pouzivany pro
ureni optimalniho slozeni Zivnych médii, ke studiu obsahu rostlinnych
fytotohormont v médiich astudiu jejich role v diferenciaci rostlinnych organt
v podminkach in vitro (Hradilik, 2005). U vétsiny dvoudéloznych bylin je mozné
odvodit kalus z riznych zdroji explantatd jako napf. ze segmentu listd, stonkd,
kotent, apikalnich vrcholi, embryi atd. U jednodéloznych je vybér pletiv vhodnych
K odvozeni kalusii mensi. Rust kalusu je ve vétsiné piipadd indukovan umisténim
explantatu na médium s relativné vysokou koncentraci auxinu (1 — 10 mg/l)
Vv pfitomnosti niz$i koncentrace cytokininu. Pfidavkem cytokinind a sniZenim
koncentrace auxinll V Zivném médiu lze vyvolat u kalusovych kultur diferenciaci
a tvorbu vyhonkt, které lze vyuzit K regeneraci celé rostliny. Po rozmélnéni Ize
kalus pouzit jako vychozi material k odvozeni suspenzni kultury.

— Suspenzni kultury — jedna se 0 relativné homogenni populaci bun¢k a malych

bunécnych shlukl v tekutém médiu. Kultivaéni nddoby se umist'uji na roller nebo
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na tiepacku. Pohyb média zajist'uje aeraci a rozpad bunécnych shlukt. Bunky jsou

v piimém kontaktu s zivnym médiem, takze jeho jednotlivé slozky jsou jim rychle

piistupné, coz s dobrou vyménou dychacich plynt umoziuje suspenzi velmi rychly

riast. Idedlni bunécnad suspenze je morfologicky a biochemicky homogenni, avsak
pti dlouhodobé kultivaci se stava znacéné heterogenni, zejména kviili genetickym

zménam, které jsou v suspenznich kulturach pomérné casté (Sedlackova, 2014;

Spandelova, 2010).

Suspenzni nebo kalusové kultury vykazuji pifi dlouhodobé&jsi kultivaci uréitou
nestabilitu. K nejcastéji pozorovanym zménam v kulturach in vitro patii polyploidie,
aneuploidie, vyskyt chimér, nebo redukce poctu chromozomi. Geneticky stabilni, ato
i dlouhodobg, jsou kultury péstované klasickymi metodami mikropropagace odvozené

Z jednonoddlnich segmentl prytu, nebo ze vzrostnych vrcholll (Hradilik, 2005).

2.3.2 Vyuziti explantatovych kultur

Explantatové kultury rostlin nalézaji uplatnéni v riznych odvétvich, maji vyuziti jak pro
ucely vyzkumné, tak pro ucely farmaceutické nebo hospodaiské. Techniky explantatovych
kultur jsou ¢im dal vice vyuzivany k vegetativnimu mnozeni rostlin (mikropropagace),
ozdravovani od patogent, dlouhodobému udrzovani genetickych zdroji a Slechténi rostlin.
V Slechtitelském procesu se vyuziva zejména mikropropagace vzacnych genotypi,
produkce haploidnich rostlin, regulace procesu oplozeni in vitro a tvorby novych odrud
indukovanou mutaci nebo hybridizaci vzdalenych taxonomickych druhii. Ziskavani klona
ohrozenych rostlinnych druhii napomaha k udrzovani genofondu a ke studiu rostlinné
integrity. Plné se vyuziva také metody predselekce rostlin, ktera piedstavuje zvySeni
efektivity a sniZzeni nakladl na nasledné kiiZeni a Slechténi (Hussain et al., 2012; Seman,
1990).

Ve farmaceutickém pramyslu, Ize explantatové kultury uplatnit pro alternativni
ptipravu produkti dosud ziskavanych z rostlin v polni kultufe, nebo k ziskani produktii
obsazenych Vnesnadno péstovatelnych rostlinach (Gaosheng aJingming, 2012;
Sedlackova, 2014). Z nekterych rostlinnych explantatti, byly izolovany latky, které nebyly
nalezeny v matetskych rostlinach, znichz byly kultury odvozeny. Tento poznatek
umoziuje vyuzivat explantaty také pro zisk novych latek vytvofenych v dusledku zmén

metabolismu explantovanych rostlinnych bunék (Spandelova, 2010).
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Suspenzni kultury se vyuzivaji jako modelovy systém pfi studiu procesi
sekundarniho metabolismu, indukci enzymi, projevli genové exprese ajako vychozi
materidl pro izolaci enzymi. Bunécné suspenzni kultury jsou také vyuzivany pro mutacni
Slechténi rostlin a k produkci somatickych embryi (Hradilik, 2005).

K vyzkumnym ucelim slouzi explantaty ve formé kalusovych biotestli, pomoci
nichz se hodnoti aktivita studovanych latek v konkrétnim biologickém procesu. Jako
priklad 1ze uvést métfeni cytokininové aktivity, které je zalozeno na schopnosti cytokininu
stimulovat bunécné dé€leni tzv. cytokinin-dependentniho kalusu, ktery vznikd pouze za
pfitomnosti cytokininti v zivném médiu. Po stimulaci cytokininem dochazi K narGstu
kalusu, ktery se po 4 tydnech zvazi. Aktivita cytokininu pfimo souvisi s naristem
hmotnosti ovlivnéného kalusu. Hmotnost kalusu tedy odpovida mife cytokininové aktivity
studované latky. V médiu, které neobsahuje cytokininy, nedochazi k déleni a nartstani
hmotnosti kalusu (Murashige a Skoog, 1962; Lefnar, 2014). Jedna se 0 technicky naro¢ny
biotest s dlouhou dobou kultivace apraci ve sterilnich podminkach, proto jej Casto
nahrazuji modernéj$i metody. Nevyhodou je i mozny rozklad testované latky, a proto je
vhodné&j§i pouzivat receptorovy test, kde kultivatni doba nepfesahuje 24 hodin
(Dohnalkova, 2012). Krom¢& méfeni aktivity cytokininli lze jako dalsi ptiklad pouziti
kalusového testu uvést zkoumani fytotoxicity, kdy se sleduje narist nebo ubytek
kalusového pletiva v zavislosti na koncentraci zkoumaného toxikantu v zivném médiu.
Vysledkem testu je rustova kiivka zavislosti rychlosti rustu kalusu na case (Koci
a Mocova, 2009).

Vyhodou celého kultivacniho procesu je kultivace za fizenych umélych podminek
bez ptitomnosti $klidcl, pouziti insekticidii a herbicidli, bez zavislosti na trodnosti pidy,
ro¢nim obdobi nebo klimatickych podminkach. Genetickéd stejnorodost klonti usnadiiuje
pokusy, kde je potfeba mit stejné rostliny, aby se vyloucil vliv odli§ného genotypu pfi

vyhodnocovani vysledkt (Balazova et al., 2016; Gaosheng a Jingming, 2012).
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2.3.2.1 Vyuziti in vitro technik pro produkci SM
Vyuziti explantati pro produkci latek pramyslové, nebo farmaceuticky vyuzitelnych je
jednou z vyznamnych perspektiv rostlinnych biotechnologii.

Vyssi rostliny jsou cennym zdrojem fady 1é¢iv, aromatickych latek, esencialnich
oleju, pigmenti, ochucovadel, latek s antimikrobialni aktivitou a mnoha dalsich produktt,
pro n¢z ¢loveék nachazel a stale nachazi nova uplatnéni (Hradilik, 2005; Kloucek et al.,
2005).

Nejcastéjsi model pouzivany pii hledani novych latek zacind etnobotanickym
prizkumem. U perspektivnich rostlin s pozadovanym ucinkem nésleduje ovéfeni mozného
vyuziti, izolace aidentifikace aktivnich latek. DalSim krokem je zajisténi produkce
takového mnozstvi latky, které by za raciondlnich ekonomickych podminek pokrylo
poptavku. V ptipadé€, ze dand rostlina vytvafi cilenou latku, je potieba zvolit nejvhodné;si
zpusob pro zajisténi jejiho obnovitelného zdroje. Jestlize z n¢jakého diivodu neni mozné
nebo vyhodné vyuzit pfirozené péstovany rostlinny materidl, je nezbytné hledat
alternativni cesty. K t€ém patii napf. hledani jiného druhu produkujiciho stejnou latku,
chemicka syntéza nebo produkce latek z rostlin péstovanych in vitro (Kloucek et al., 2005;
Srivastava, 2011). Chemicka syntéza mnoha SM, zejména alkaloidii, je ¢asto omezena
vysokymi vyrobnimi néklady, komplexni strukturou a stereochemii molekul, coz ¢ini
produkci metabolitii bunéénymi kulturami vyhodng&jsi alternativou (Isah et al., 2017). Dalsi
vyhodu in vitro techniky je syntéza probihajici v fizeném prostiedi za umélych podminek
bez negativnich biologickych vliva (napt. Skddct) snizujicich produkci SM a bez
zatéZzovani pfirodnich zdroji. Automatizaci ftizeni bunécné¢ho rlstu aregulaci
metabolickych procesit muze klesat vyrobni cena a stoupat produkce (Hradilik, 2005).

V explantatové kultufe Ize selektovat Kkultivary s vyssi produkci SM, piipadné

aplikovat néktery ze zpiisobli zvySeni produkce SM v explantatovych kulturach.
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2.3.2.2 Techniky pro zvySeni produkce SM v rostlinach péstovanych in vitro
Pfirozenymi procesy rostlin, zvySujicimi akumulaci SM jsou obranné reakce rostlin vici
stresovym faktoriim. Zahrnuji tvorbu specifickych stresovych proteint a syntézu chemicky
jednodussich slouCenin s vyraznym antibiotickym ucinkem. Tyto sekundarni metabolity
s ochrannou funkci jsou U nékterych druhii rostlin pfitomny trvale, avSak pfi infekci je
produkce vyrazn¢ vyssi. Patii k nim nékteré flavonoidy, terpenoidy, fenolické latky
a alkaloidy. Skupinu specifickych nizkomolekularnich obrannych latek tvoii fytoalexiny,
které se za normalnich okolnosti v buitkach nevyskytuji a zacnou se vytvafet az po
napadeni patogenem. U systematicky pfibuznych druhli se obvykle vyskytuji podobné
druhy fytoalexind, napf. urostlin celedi Solanaceae, to mohou byt seskviterpeny
(Prochazka et al., 1998; Jahodar, 2011).

Rostliny péstované in vitro vétsinou nedosahuji tak intenzivni biosyntézy a jejich
produkce je az na nckteré vyjimky niz$i nez U intaktni rostliny (tj. plvodni, mateiské,
pestované v prirozenych podminkach), proto jsou hledany techniky, které¢ by produkci
a akumulaci SM zvysily (Zdrazilova, 2009; Isah et al., 2017). Pro nalezeni idealnich
parametri je nezbytné Celit testovani a optimalizaci technik pro zvyseni produkce. Mezi
tyto techniky patii selekce vysokoprodukénich bunéénych linii, optimalizace slozeni a pH
zivného média (pomér zivin, hormonil), vybér nejvhodnéjsi kultivaéni strategie a dalsi
specifické techniky:

— VyuZiti imobilizovanych rostlinnych bunék a suspenznich kultur
Produkci SM, lze vyznamné ovlivnit vhodnym zvolenim kultivaéni strategie. Suspenzni
kultura byla aje hlavni cestou pro studium sekundarniho metabolismu rostlinné bunky.
Tento typ kultivace zahrnuje zpravidla nediferencované nebo Céastecné diferencované
bunky, a proto je nevhodny pro syntézu produktti spojenou s uréitym stupném organizace
pletiva (Payne, 1992). ProdlouZenim period subkultivace klesa produktivita suspenznich
kultur. Pokles miZze byt zplsoben genetickymi zménami z podminek prostiedi, které
limituji genovou expresi Nnebo ze selekce rychle rostouciho bunééného typu z heterogenni
populace bun¢k v kultufe. Kviili pomalému ristu a nizké produktivité rostlinnych bunék
musi byt suspenzni kultury udrZzovany za aseptickych a kontrolovanych podminek mnoho
tydnt. Pfi delsi kultivaci se v disledku metabolickych i genetickych zmén plvodni
homogenni kultura stava kulturou heterogenni (Payne 1992; Hradilik, 2005). Suspenzni
kultury se mohou projevit rychlym rstem spojenym s vysokou akumulaci pozadovanych

metaboliti v kratké dobé. Tato technologie mize byt uc¢innym prostiedkem k produkci
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komeréné vyznamnych rostlinnych produkti (Fuss, 2003). Pro kontinualni kultivaci
bunéénych suspenzi se pouzivaji bioreaktory s automatickou kontrolou hustoty suspenze,
obsahu 7Zivin, kysliku ase stalou regulaci pH (Hradilik, 2005). Bioreaktory
jsou velkokapacitni biotechnologicka zafizeni, ve kterych probiha reakce v dusledku
pusobeni enzymu nebo zivych bun¢k. Umoznuji kultivovat buiiky ve sterilnim prostiedi
obsahujici ziviny a latky pottebné pro rist a jeho regulaci (Kastanek, 2001). Bioreaktory
slouzi bud’ k biotransformacim, nebo az ke komplexnim syntézam (Hradilik, 2005).

Jako velmi perspektivni zpisob kultivace vhodny pro zvySeni produkce latek, je
vyuziti imobilizovanych rostlinnych bunék, ukterych byla VvV porovnani s béznymi
bunéénymi kulturami, prokézana vyssi produkce SM (Hradilik, 2005). Jedna se 0 zptisob
kultivace, pfi kterém jsou buiiky imobilizovany. Imobilizace je proces, kterym dosdhneme
znehybnéni buiiky na urcitém nosi¢i, coz umoziiuje mnohem efektivnéjsi a jednodussi
manipulaci s materialem (Kastanek, 2001). Organizace a diferenciace rostlinnych bunék je
spojena s vyssi produkci SM. Tato metoda napodobuje jejich pfirozené rozmisténi.
Katalyticky aktivni enzymy a buiiky jsou pfichyceny na pevné fazi a je zabranéno jejich
vstupu do faze kapalné, kterou jsou omyvany (Ramachandra a Ravishankar, 2002). Lze ji
délit na dva druhy, ato na imobilizaci aktivni, pfi niz se bunky uzaviraji do polymert
(napf. alginat sodny, agar, agar6za, polyakrylamid), kde dojde po smichani bunck
s monomery K polymerizaci, ktera zptsobi imobilizaci; a na imobilizaci pasivni, ktera je
zalozena na umisténi bun€k do porézniho materidlu, nejcastéji polyuretanové pény
(molitan), (Hradilik, 2005). Imobilizované bufiky jsou nasledné kultivovany
v bioreaktorech a pouzivaji se k jedno- nebo i vicekrokovym biotransformacim prekurzort
na pozadované produkty, ale i pro biosyntézu SM de novo (Payne, 1992).

— Aplikace prekurzori
K vytvéteni hodnotnéjsich produktii 1ze do média pfidat prekurzory pfislusnych produkti.
Prekurzory jsou chemické slou¢eniny predchazejici jiné slouceniné na metabolické draze.
Tento postup optimalizace je zalozeny na biotransformacni reakci, umoziujici dokonéeni
syntéz finalnich latek, které nelze syntetizovat uméle. V tomto piipad¢ 1ze do média pridat
prekurzory vyrobené napft. synteticky a rostlinné buniky provedou jejich kone¢nou upravu.
Pouziti syntetickych nahrad vedle pfirozenych substrati mize mit za nasledek produkci
novych sloucenin, kter¢é by mohly mit farmakologické vyuziti (Payne, 1992;
Hradilik, 2005). Mezi komeréné dostupné prekurzory, které biosyntézu podporuji, patii

napiiklad L-fenylalanin a koniferylakohol (Fuss, 2003). Pro optimalni produkci je nutné
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dbat na vhodnou koncentraci prekurzoru, na¢asovani davky a vstup prekurzoru do cilové
biosyntetické drahy. Prvni pokusy pfidavani prekurzori do médii byly prekurzory pro
syntézu alkaloida v roce 1965 (Isah et al., 2017).

Ve studii Lee et al. (2007), byly jako prekurzory pro vyrobu SM a-solaninu,
solanidinu asolasodinu, pouzity exogenni rostlinné steroly jako jsou cholesterol,
stigmasterol asmés sterold (B-sitosterolu, campesterolu a dihydrobrassikasterolu).
Z vysledku studie je ziejmé, Ze zadny z pouzitych prekurzorti nemél vliv na rast bunék, ale
zvysSoval hladiny metabolitii v bunikdch. Obsah solasodinu byl po podéni stigmasterolu az
10x vyss8i nez obsah v kontrole.

— Aplikace elicitori
Dalsim zpasobem zvyseni produkce SM je aplikace elicitoru. Elicitace je metoda, ktera je
Z hlediska zvySeni produkce SM, povazovana za nejefektivnéjsi. Pro zvyseni produkce
vyuziva obrannych (stresovych) mechanismu rostlin (Isah et al., 2017).

Elicitory jsou signalni latky, které davaji podnét k expresi genti nezbytnych pro
syntézu antimikrobidlné pusobicich sekundarnich latek (fytoalexinl). Aktivuji urcité
enzymy, které katalyzuji tvorbu fytoalexind, i jinych stresovych latek s charakterem SM
(Kovac, 1995). Pouzitim elicitort se zkrati doba potiebna k dosazeni vysoké koncentrace
produktu. Na zikladé¢ dosavadnich znalosti se ptfedpokladd, ze elicitory indukovana
produkce a akumulace fytoalexint a jinych stresovych metabolitti rostlinnymi kulturami
invitro je regulovana stejnymi mechanismy jako V pfipadé intaktni rostliny. Elicitory
obvykle neovliviiuji genovou aktivitu piimo, ale zprostiedkované¢ pomoci pienaSect
signalu (tzv. second messengers). Ti pak pfenaseji signaly v bunice trasdukénimi signalnimi
cestami, coZ vede ke genové expresi a biochemickym zménam (Zdrazilova, 2009; Isah et
al., 2017).

Elicitory mohou byt biotické i abiotické. V souvislosti s akumulaci produktt
v suspenznich kulturdch mohou piisobit jako mediatory pii jejich syntéze nebo jako
stresové faktory. Biotické elicitory jsou obvykle u€inné jiz pifi velmi nizkych
koncentracich. Radi se mezi né signalni organické molekuly (napi. kyselina salicylova,
methyljasmonat), bunécné extrakty (chitosan, kvasinkovy extrakt), patogenni i nepatogenni
organismy nebo jejich c¢asti (bakterie, viry, kvasinky, mykoplasmata) atd. Abiotické
elicitory zahrnuji chemické a fyzikalni vlivy, které rostlinu stresuji a tim spoustéji tvorbu
fytoalexinli. Mezi abiotické elicitory se fadi anorganické soli, t€zké kovy, fyzikalni vlivy

(UV zafeni), alkalita, osmoticky tlak atd. Oproti biotickym faktorim maji tu vyhodu, ze
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jsou chemicky zcela definované a lze je tak aplikovat v pfesném mnozstvi. Podminkou
uspésné elicitace je nalezeni spravného druhu elicitoru 0 vhodné koncentraci a jeho
optimalni doby puisobeni na tuto kulturu (Isah et al., 2017).

Moussous et al. (2018) testovali vliv biotickych elicitord (Pseudomonas
fluorescens) na explantaty transgennich kofenti Datura innoxia, D. stramonium a D. tatula,
zalozenych pomoci kmene Agrobacterium rhizogenes. Explantaty kofenti Datura spp. jsou
geneticky stabilni a produkuji vysoké hladiny tropanovych alkaloidt. Pro jesté vétsi vynos
byly jako biotické elicitory pouzity tii kmeny Pseudomonas fluorescens, bylo zjisténo, Ze
vSechny tii kmeny P. fluorescens zvysily vytézky hyoscyaminu a skopolaminu ve srovnani
s neoSetfenymi kulturami.

Hong et al. (2012) sledovali vliv elicitori chitosanu, hydrolyzatu kaseinu,
kvasnicového extraktu ad-sorbitolu na zvySeni produkce tropanovych alkaloidu.
Rostlinnym materialem byl Hyoscyamus niger. Z vysledka vsak vyplyva, Ze pro produkci
skopolaminu ahyoscyaminu nebyla nutnd elicitace, protoze nedoslo k zadnému
vyznamnému navySeni produkce tropanovych alkaloidi. Autofi dosdhli nejlepSiho
vysledku optimalizaci slozeni média, pfi némz pouzili MS médium doplnéné o 0,5 mg/I
IBA.

Sivanandhan et al. (2012) pouzili jako elicitory pro stimulaci produkce withanolidu
Withania somnifera, methyljasmonat a kyselinu salicylovou. Materidlem byly indukované
koteny odvozené z kalust z listli. Studie prokdzala, ze pro produkci withanolidi, je
kyselina salicylova vhodnéjsim elicitorem nez methyljasmonat, ackoli iten mél vyssi
vynosy metabolitll neZ neoSetfené kultury. Oba elicitory zlepSily produkci jak hlavnich
withanolidi (withanolid A, withanolid B, withaferin A a withanon), tak téch méné
vyznamnych (withanosidy aj.).

— Permeabilizace
Metabolické produkty jsou ¢asto uloZeny ve vakuolach rostlinnych bungk, ale ne vzdy jsou
schopny se dostat z vakuoly do cytoplasmy, proto se pouzivaji latky, které jsou schopny
ovlivnit tyto membranové bariéry tak, aby se diky vytvofenym porum staly pro tyto
metabolity propustné. Mezi vyuzivané latky patii n€ktera organicka rozpoustédla, jako jsou
isopropanol a dimethylsulfoxid. Dale je pro permeabilizaci membrany mozné pouzit

polysacharid chitosan nebo ultrazvuk (Ramachandra a Ravishankar, 2002)
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— Odstranéni produktu in situ
Jestlize je vytvareni produktu pifedmétem zpétnovazebné inhibice nebo intracelularni
degradace, odstranéni aizolace produktu miZze zvysit jeho celkovou produkci.
Produkované sekundarni metabolity se hromadi v cytoplazmé nebo vakuolach. Aby
nedoslo k zastaveni jejich produkce, je nutné tyto metabolity odcerpavat bez naruSeni
metabolické aktivity buiiky. K adsorpci SM jsou pouzivany hydrofobni materialy,
naptiklad polymerni pryskyfice (Payne, 1992).
— Metabolické a genové inZenyrstvi

Metabolické inzenyrstvi je podoblast genového inzenyrstvi. Zabyva se zejména Studiem
bioaktivity metabolickych produkti ajeji optimalizaci souvisejici S enzymatickymi,
transportnimi a regulacnimi funkcemi. Metabolické inZenyrstvi umoziluje modifikaci
struktury sekunddrniho metabolismu za ucelem ziskani novych molekul s lep$imi
terapeutickymi a biologickymi vlastnostmi. Vyuziva technologii genovych manipulaci
zamé&fujicich se na zesileni exprese (Over-exprese) genu aumozhuje zménu
biosyntetickych cest, tak aby dochéazelo ke zvySeni obsahu SM. Nadmérna exprese
ur¢itych genil ucastnicich se biosyntetické drahy vSak nemusi vzdy nutné znamenat vyssi
produkci, jak je patrné i u nékterych alkaloidd. Kromé zesileni exprese genu (over-exprese)
Ize pro vyssi produkci metabolitt vyuzit také knockdownu exprese genu (silencing) (Isah et
al., 2017; Kloucek et al., 2005).

Naptiklad byl vytvofen transgenni rulik zlomocny (Atropa belladona), ktery
produkuje skopolamin. Tato rostlina bézné¢ produkuje pouze hyoscyamin, ale byl do ni
vlozen gen z blinu ¢erného (Hyoscyamus niger) pro enzym hyoscyamin-6p-hydroxylazu,

ktera katalyzuje pfeménu hyoscyaminu ve skopolamin (Yun et al., 1992).
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3  MATERIAL A METODY

3.1

Rostlinny material

K experimentim byla pouzita semena Datura stramonium (durman obecny), D. inoxia

(durman neSkodny), Mandragora officinarum (mandragora lékaiska), Nicotiana rustica

(tabak selsky), N. tabacum (tabak virginsky), Withania somnifera (vitanie spankonosna),

kofen Mandragora officinarum, koten a pryty Withania somnifera, (Tab. 1).

Tab. 1: Rostlinny material pouzity béhem experimentt

Druh Cast rostliny Pivod
Datura stramonium semena Botanicka zahrada UP
Datura inoxia semena Centrum 1é¢ivych rostlin Brno
Mandragora officinarum semena, kofen Centrum 1é¢ivych rostlin Brno
Nicotiana rustica semena Botanicka zahrada UP
Nicotiana tabacum semena Centrum 1é¢ivych rostlin Brno
Withania somnifera semena, kofen, pryty Centrum 1é¢ivych rostlin Brno

3.2

Piiprava rostlinného materialu

3.2.1 Povrchova sterilizace a piiprava semen Datura stramonium, D. inoxia,

Nicotiana tabacum, N. rustica, W. somnifera a Mandragora officinarum

a) Standardni postup sterilizace semen

Neposkozena semena (10 — 50 ks) byla povrchové sterilizovana nasledujicim postupem:

VloZeni semen do injekéni stiikacky (objem 20, 50 ml). V pfipad¢, Ze primér
otvoru (hrdla) injekéni stiikacky byl vEétsi nez primér semen, byla semena nejprve
zabalena do uhelonu (72 pm) a svazana niti.

Nasati 70% ethanolu, doba ptsobeni 1 —5 min (Tab. 2).

Odstranéni ethanolu, nasati 2.5% chloraminu T nebo 36% roztoku Sava s kapkou
smacedla (Tween).

Umisténi na tiepacku (IKA KS basic 130, 240 otacek/min) po dobu 30 — 40 min
(Tab. 2).

Ptenesent sttikacek do prostredi flowboxu, odstranéni chloraminu T nebo Sava.
Oplachnuti konct stiikacek 96% ethanolem v oblasti, ktera byla v kontaktu se
sterilni vodou.

Promyvani semen ve sterilni destilované vodé, 3x po dobu 5 min.
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— Vysev semen do Petritho misek (o 6 nebo 9 cm) obsahujicich médium MS nebo
filtra¢ni papiry zvlhéené sterilni destilovanou vodou. Experimenty byly opakovany

minimalné 3x.

Tab. 2: Doba pusobeni steriliza¢nich roztok semen (v minutach)

Druh 70% ethanol 2.5% chloramin T 36% Savo
Datura stramonium 5 30 —
Datura inoxia 5 30 -
Nicotiana tabacum 1-2 - 30
Nicotiana rustica 1-2 - 30
Withania somnifera 3-4 - 30
Mandragora officinarum 5 - 40

Optimalizace standardniho postupu sterilizace semen Mandragora officinarum:
V dalSich opakovanich byla pozménéna pftiprava semen mandragory nasledujicimi
zpusoby:
— Semena (10 ks) byla pted sterilizaci lehce obrousena smirkovym papirem (tak, aby
bylo naruseno osemeni ale nebylo poruseno embryo).
— Semena (10 ks) byla naklepnuta kladivkem (tak, aby bylo naruseno osemeni ale
nebylo poruseno embryo), (Obr. 7).
Z davodu vnitinich kontaminaci byla semena pfi nékterych opakovanich vyseta na
filtracni papiry navlhéené 1% roztokem Plant Preservative Mixture (PPM) v Petriho

miskach.

Obr. 7: Semena Mandragora officinarum naklepnuta kladivkem
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b) Sterilizace semen Mandragora officinarum zaloZena na principu simulace

traviciho traktu

Neposkozena semena byla povrchoveé sterilizovana nasledujicim postupem:

Vlozeni semen (10 ks) do kadinky s 0.01M HCI (kyselina chlorovodikova).
Umisténi kadinky na tfepacku (IKA KS basic 130, 240 otacek/min) po dobu
2 hodin.

Promyti sterilni destilovanou vodou, 4x po dobu 5 min.

Vlozeni semen do 70% ethanolu, doba ptisobeni 1 min.

Vlozeni semen do 36% roztoku Sava, doba piisobeni 15 min.

Vysev semen do Petriho misek (¢ 6 nebo 9 cm) s filtracnimi papiry navlhéenymi
sterilni destilovanou vodou.

Petriho misky (¢ 6 @ 9 cm) byly uzavieny parafilmem a kultivovany v termostatu ve

tmé pii 25 °C, kontrola probihala v tydennich intervalech po dobu 6 tydnu.

3.2.2

Povrchova sterilizace kofene Mandragora officinarum a Withania somnifera

Pomoci skalpelu bylo odebrano nékolik segmentii kofene W. somnifera a M. officinarum

(Ptiloha 2: Obr. 20). Postup sterilizace a kultivace koifend:

Mechanické ocisténi kotfen kartdCem, promyvani pod tekouci vodou po dobu
30 min.

Vlozeni kotene do injekéni sttikacky (50 ml).

Nasati 70% ethanolu, doba puisobeni 1 — 2 min.

Odstranéni ethanolu a nasati 2.5% chloraminu T.

Umisténi stfikacky na tfepacku (IKA KS basic 130, 240 otacek/min), po dobu
20 min.

Pteneseni kofene do prostiedi flowboxu, oplachnuti sterilni destilovanou vodou.
Nasati 4% roztoku Plant Preservative Mixture (PPM), doba ptisobeni 20 hodin.
Odstranéni PPM, nafezani segmentd kofene pomoci pinzety a skalpelu (tloustka
0.3 — 0,5 mm), pieneseni segmentii na MS médium obsahujici PPM (1 ml PPM na
1 1 média), (Pfiloha 2: Obr. 23).

Vazeni segmentt kofene (180 — 200 mg).

Petriho misky (o 6 cm) byly uzavieny parafilmem a kultivovany v termostatu ve

tme pii 25 °C, kontrola misek probihala v tydennich intervalech.
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3.2.3 Povrchova sterilizace a odvozeni kultur z pryta Withania somnifera
Byly odebrany pryty kotene Withania somnifera rostouci Vv perlitu ve skleniku (Ptiloha 2:
Obr. 21)
Postup sterilizace a kultivace rostliny:
— Nafezani segmentt prytd W. somnifera: listy a nodalni segmenty (Ptiloha 2: Obr.
22)
— VloZeni nafezanych segmentu (zvlast’) do 2 stiikacek (20 ml), (Obr. 8).
— Nacerpani roztoku 70% ethanolu, doba pisobeni 2 — 3 min.
— QOdstranéni ethanolu, nasati 2.5% chloraminu T.
— Umisténi stfikacek na tfepacku (IKA KS basic 130, 240 ota¢ek/min) po dobu
15 min.
— Preneseni stiikacek do prostfedi flowboxu, oplachnuti konci stiikacek 96%
ethanolem v oblasti, ktera byla v kontaktu se sterilni vodou.
— Promyvani segmentti ve sterilni destilované vodé¢, 3x po dobu 2 min.
— Odfezani nekrotizujicich ¢asti vzniklych ptisobenim sterilizacnich roztok.
— U listd odfezani hlavni zilky a okraje listu, polozeni segmentt (velikost min. 1 x
1 cm) palisadovou — svrchni stranou na médium MS, zanofeni okraji segmentu do
média.
— Zanofeni nodalnich segmentt (délka 0.7 — 1 cm) do Petriho misky s MS médiem
bazélni ¢asti segmentu do média.
Petriho misky (o 6 cm) byly uzavieny parafilmem a kultivovany v termostatu ve
tmé pii 25 °C. Petriho misky byly kontrolovany v tydennich intervalech. Tento postup byl
proveden ve tfech opakovanich. Pfi jednom z opakovani byly navic pfipraveny segmenty

fapikt (délka min. 0.5 cm) pro iniciaci kalusu.

Obr. 8: Segmenty prytu (listy, nodalni segmenty) Withania somnifera v injek¢nich
stiikackéach
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3.2.4 Mikropropagace W. somnifera a kalogeneze u M. officinarum a W. somnifera

Pro mikropropagaci a iniciaci kalust (kalogenezi) bylo pouzito sedm kultivaénich médii
(MS, MSCI, MSCII, MSCIII, W1, W2 a W3). Kazdé médium obsahovalo 7.4 g/l agaru,
4.405 g/l média MS (Duchefa Biochemie, slozeni Tab. 8) a 30 g/l sacharozy (PENTA).

Vzajemné se média lisila obsahem rustovych regulatord uvedenym v Tab. 3. Pro iniciaci

kultivace segmentii bylo pouzito médium MS, které neobsahovalo Zzadné rlstové

regulatory.

Tab. 3: Slozeni kultivaénich médii — obsah rustovych regulatori

Oznadeni média Médium BAP [mg/l] NAA[mg/l] IBA[mg/l]

Iniciace kultury MS MS - - -
MSCI MS 1.0 2.5 -

Iniciace kalusu MSCII MS 2.0 5.0 -
MSCIII MS - - 1.5

w1 MS 0.5 15 -

Mikropropagace w2 MS 0.5 - -
W3 MS 1.0 - -

Postup piipravy médii:

Do kadinky (1000 ml) bylo navazeno 7.4 g agaru (Duchefa Biochemie), bylo
piidano 600 ml destilované vody a smés byla rozvafena v mikrovinné troubg.

Za stalého michani na magnetické michacce (Heidolph MR Hei-Standard) bylo ve
400 ml destilované vody rozpusténo 4.405 g média MS (Duchefa Biochemie,
slozeni uvedené v Tab. 8) a 30 g sacharozy (PENTA). Poté byly do roztoku ptidany
rastové regulatory (viz Tab. 3).

Oba dva roztoky byly smichany a pH bylo upraveno pomoci 0.1 M NaOH nebo
0.1 M HCI na 5.7. Kméfeni pH byl pouzit pH metr (Mettler Toledo FiveEasy
FE20) a pH papirky pro orienta¢ni kontrolu.

Médium bylo rozlito do sklenénych lahvi se zavitem (objem lahve 250 ml

a 500 ml) a bylo sterilizovano v autoklavu (121 °C, 100 kPa) po dobu 30 min.
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3.2.4.1 Iniciace kalusu u M. officinarum a W. somnifera
Pro iniciaci kalust byl pouzit sterilizovany koten M. officinarum a W. somnifera (viz 3.2.2)
a listy a fapiky W. somnifera (viz 3.2.3). Iniciace segmentl probihala v Petriho miskach s
MS médiem doplnénym o PPM (1 ml PPM na 1 1 média). Po tydnu byly segmenty
pieneseny na média MSCI a MSCII. Pro optimalizaci iniciace kalust u listt W. somnifera
bylo pouzito médium MSCIII. Slozeni médii v Tab. 3.

Petriho misky byly kultivovany v termostatu pii 25 °C, ve tmé&. Nekteré Petriho
misky byly umistény do fytotronu S dennim rezimem 16/8 hod den/noc a teplotou
22 + 2 °C. Pasazovani explantatt probihalo v tydennich intervalech po dobu 4 tydnd. Pied

prenesenim explantatu na Cerstvé médium byly odfezany nekrotické Casti.

3.2.4.2 Mikropropagace W. somnifera z nodalnich segmenti
Pro mikropropagaci W. somnifera byly pouzity sterilizované nodalni segmenty (viz 3.2.3).
Iniciace kultury probihala v Petriho miskach s MS médiem (Obr. 9). Po prorosteni
uzlabnich pupent byly takto iniciované segmenty prevedeny do Erelenmayerovych ban€k
obsahujicich médium W1, W2 nebo W3, (viz Tab. 3). Médium W3 bylo pouzito po
vyrazeni média W1, v rdmci optimalizace metody.

Petriho misky byly kultivovany v termostatu pii 25 °C, ve tmé. Explantaty
v Erlenmayerovych batikach byly umistény do kultivaéni mistnosti — fytotronu s dennim
rezimem 16/8 hod den/noc ateplotou 22 + 2 °C. PasaZzovani explantatl probihalo po

4 tydnech kultivace, po dobu 16 tydni. Béhem pasazovani byly odiezavany nekrotické

¢asti, zluté listy a kalus na bazi explantatu.

zalozeni kultury
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4  VYSLEDKY

Cilem experimentalni ¢asti bylo testovani klicivosti semen W. somnifera, M. officinarum,
Datura stramonium, D. inoxia, N. tabacum a N. rustica, iniciace kalusi u M. officinarum
a W. somnifera a mikropropagace W. somnifera. Neé&které postupy byly pribézné
optimalizovany. Experimenty probihaly V laboratofich Oddéleni tkanovych kultur
arostlinnych biotechnologii Katedry botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity

Palackého v Olomouci v obdobi od fijna 2016 do ¢ervence 2017.

4.1 Povrchova sterilizace semen a testovani kli¢ivosti

Experimenty byly provadény minimalné ve 3 opakovanich. Vyskyt kontaminaci a klic¢ivost
semen jsou primérem zjisténych hodnot vSech opakovani vyjadienych v procentech.
Hodnoceni semen probihalo v tydennich intervalech po dobu 6 tydnii. Ziskané vysledky

jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4: Testovani kli¢ivosti Semen u vybranych zastupcu ¢eledi Solanaceae

Pocet Zpisob Klicivost Kontaminace
semen kultivace [%0] [%0]
Datura stramonium 30 MS médium 0 3.1
Datura stramonium 30 FP + H,O 0 4.5
Datura inoxia 50 FP + H,O 0 4.0
Nicotiana tabacum 75 FP + H,0 72.0 1.3
Nicotiana rustica 75 FP + H,O 62.6 4.0
Withania somnifera 50 FP + H,O 0 0
Mandragora officinarum 20 FP + H,0 0 20.0
Mandragora officinarum 20 FP + 1% PPM 0 0
M. officinarum — obrouseni 20 FP + H,0 0 13.3
M. officinarum — naklepnuti 20 FP + H,0O 0 13.0
M. officinarum — simulace
20 FP + H,O 0 0

traktu

Pozn.: FP — filtracni papir
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4.1.1 Povrchova sterilizace semen a kli¢ivost u Datura stramonium a D. inoxia
Bylo vysazeno 60 semen Datura stramonium (Pfiloha 2: Obr. 15) a 50 semen Datura
inoxia (Pfiloha 2: Obr. 14). Sterilizace byla provedena pomoci 70% roztoku ethanolu
a2.5% chloraminu T (viz Tab. 2). Semena byla vysazena na MS médium a na filtra¢ni
papir navlh¢eny sterilni vodou.

Nejméné¢ kontaminaci bylo zjisténo usemen kultivovanych na MS médiu
(Ptiloha 2: Obr. 16) Vyssi procento kontaminaci vykazovala semena kultivovanad na
navlhéeném filtranim papife (kontaminace 4 %). U rodu Datura nebyla ziskana zadna

kli¢ici semena. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4.

4.1.2 Povrchova sterilizace semen a kli¢ivost u Nicotiana tabacum a N. rustica

Bylo vysazeno 75 semen Nicotiana tabacum a 75 semen Nicotiana rustica. Sterilizace byla
provedena pomoci 70% roztoku ethanolu a 36% roztoku Sava (viz Tab. 2). Semena byla
vysazena na filtraéni papir navlhéeny sterilni destilovanou vodou.

Kontaminace Nicotiana tabacum byla 3x niz§i nez urodu Nicotiana rustica.

Kli¢ivost u semen Nicotiana tabacum (Obr. 10) a Nicotiana rustica (Pfiloha 2: Obr. 17)
byla 72.0 a 62.7 %. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4.

Obr. 10: Kli¢ici semena Nicotiana tabacum, foceno po tydnu od vysazeni
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4.1.3 Povrchova sterilizace semen a kli¢ivost u Withania somnifera
Bylo vysazeno celkem 50 semen Withania somnifera. Sterilizace byla provedena pomoci
70% roztoku ethanolu a 36% roztoku Sava (viz Tab. 2). Semena byla vysazena na filtra¢ni
papir navlhéeny sterilni destilovanou vodou.

Ze semen Withania somnifera nebyly ziskany klic¢ici rostlinky, kontaminace
a klic¢ivost byla 0 % (Ptiloha 2: Obr. 18). Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4.

4.1.4 Povrchova sterilizace semen a kli¢ivost u Mandragora officinarum

Bylo vysazeno celkem 100 semen Mandragora officinarum. U 80 semen byla sterilizace
provedena pomoci 70% roztoku ethanolu a 36% roztoku Sava (viz Tab. 2). Dalsich 20
semen bylo sterilizovano na principu simulace traviciho traktu, pti¢emz byl pouzit 0.01M
roztok HCI a 36% roztok Sava (Priloha 2: Obr. 19). Semena byla vysazena na filtra¢ni
papir navlh¢eny sterilni destilovanou vodou nebo 1% roztokem PPM.

Nejvyssi kontaminace (20 %) byla usemen vysazenych na filtratnim papite
navlhé¢eném sterilni destilovanou vodou. U obrousenych a naklepnutych semen byla
kontaminace piiblizné stejna (13.3 a13.0 %). Semena kultivovana na filtracnim papite
s 1% PPM asemena sterilizovana na principu simulace traviciho traktu nevykazovala
zadné znamky kontaminace, ale nebyla ziskana zadna kli¢ici semena Mandragora

officinarum. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4.

4.2 Iniciace kalusu u Mandragora officinarum a Withania somnifera
Pro iniciaci kalusi byly pouzity kofeny M. officinarum a W. somnifera a listy a fapiky
W. somnifera. Kontroly probihaly Vv tydennich intervalech po dobu 4 tydnt. Ziskané

vysledky jsou uvedeny v Tab. 5.
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Tab. 5: Iniciace kalusu u Mandragora officinarum a Withania somnifera

Kontaminace /
Médium Segmenty* Kalus Beze zmény ]
nekrotizace

Mandragora MSCI 12 / 3 2
o koi'en
officinarum MSCII 12 7 2 3
MSCI 11 0 3 8
korfen
MSCII 9 2 2 5
Withania MSCI 20 10 8 2
. list
somnifera MSCII 20 15 3 2
MSCI 4 1 3 0
rapik
MSCII 4 2 2 0

*pocet segmentll

4.2.1 Iniciace kalusu u kofene M. officinarum

Pro iniciaci kalusi u kofene M. officinarum bylo pfipraveno 24 kotfenovych segmentt,
z nichz 12 bylo kultivovano na médiu MSCI a 12 na médiu MSCII (slozeni v Tab. 3).
Vysledky iniciace kalust u kotene M. officinarum jsou uvedeny v Tab. 5, velikosti kalusti

jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6: Velikost kalust u M. officinarum

Velikost [cm] Pocet
1-2 6
<lcm 2

(o3}

minimalni kalus*

*viditelné znamky kalogeneze na povrchu segmentl kotene

Kalogeneze u explantati kotene M. officinarum byla 58.3 %, jejich primérna
hmotnost byla 433.8 mg, coz byl vice nez dvojnasobny hmotnostni nardst segmentt
(ptvodni priméma hmotnost segmentll byla 190 mg). Primérnd kontaminace na obou
médiich byla 20.83 %. Pro iniciaci kalust u M. officinarum byla obé média (MSCI
I MSCII) srovnatelna.
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Byl tspésné odvozen kalus (Obr. 11, Ptiloha 2: Obr. 24), ale nasledna kultivace
a pasazovani bylo problematické. Po 5 tydnech od iniciace kultury kalusy postupné hnédly

v dusledku nekrotizace.

Obr. 11: Kalus u segmentu kotene Mandragora officinarum, médium MSCI, foceno po 2
tydnech kultivace

4.2.2 Iniciace kalusu u kofene W. somnifera
Pro iniciaci kalusti u kotene W. somnifera bylo piipraveno 20 kofenovych explantati.
Kofeny byly kultivovany na médiich MSCI a MSCII (slozeni v Tab. 3). Vysledky iniciace
kalust u kotene W. somnifera jsou uvedeny v Tab. 5.

Kofenové explantaty byly velmi pevné, hnédly a nekrotizovaly. Z kofenového
segmentu byly ziskany pouze 2 kalusy (Ptiloha 2: Obr. 25), nekrotizovalo 65 % (Ptiloha 2:
Obr. 26).

4.2.3 Iniciace kalusu u listi a Fapika W. somnifera
Pro iniciaci kalusu u listi a fapik W. somnifera (Pfiloha 2: Obr. 31) bylo piipraveno 40
segmentt listd (Ptiloha 2: Obr. 27) a 8 segmentt fapikti. Segmenty pochazely z intaktni

.....
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a MSCII (slozeni médii v Tab. 3). Vysledky iniciace kalust u listt a fapikd W. somnifera
jsou uvedeny v Tab. 5.

Nejvhodnéjsi médium pro kalogenezi lista atapikd W. somnifera bylo médium
MSCII. Kalogeneze u segmentu listd na MSCII byla 75% (Obr. 12, Pfiloha 2: Obr. 29), na
MSCI 50% (Ptiloha 2, Obr. 29). Na médiu MSCI i MSCII kontaminovalo 10 % explantata.

Béhem naslednych kultivaci a dalsiho pasazovani dochéazelo k hnédnuti a droleni kalust

(Ptiloha 2: Obr. 30). Pro optimalizaci kalogeneze, bylo vybrano médium MSCIII, které na
rozdil od MSCI a MSCII neobsahovalo BAP a NAA, ale obsahovalo 1.5 mg/l IBA.
M¢édium MSCIII nebylo pro optimalizaci vhodné.

Obr. 12: Iniciace kalusi u listovych segmentt Withania somnifera, médium MSCII, foceno

po 2 tydnech kultivace
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4.3 Mikropropagace W. somnifera z nodalnich segmenti

Pro mikropropagaci byly pouzity nodalni segmenty W.somnifera. Iniciace kultury
probihala v Petriho miskach na médiu MS, u vSech segmentt prorostly Gzlabni pupeny
a kontaminace pfi iniciaci kultur byla 0 %. Nasledné byly segmenty kultivovany na
médiich W1, W2 a W3 v Erlenmayerovych bankach.

Bylo pozorovano, ze médium W1 obsahujici BAP i NAA, podporovalo iniciaci
kalusti na bazi pryta (Obr. 13, Ptiloha 2: Obr. 32). Po 12 tydnech bylo od kultivace na
médiu W1, z davodu vysoké kalogeneze a minimalni mikropropagace, upusténo. Médium
bylo nahrazeno médiem W3 (Obr. 33), které obsahovalo dvojnasobné mnozstvi BAP

obsazené v médiu W2. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 7.

Tab. 7: Mikropropagace W. somnifera z nodalnich segmentt

Médium BAP [mg/l] NAA [mg/l] Koeficient zmnoZeni (+ SE)*
w1 0.5 15 0.7+0.4
W2 0.5 - 1.9+0.1**
W3 1.0 - 1.0+£0.2

*koeficient zmnozeni je primérny pocet novych vyhonki na jeden pivodni explantat po 4 tydnech;
hodnota + SE udava stfedni chybu priméru;
**maximalni pocet pryti: 3

Pozn.: pocet segmentt na variantu byl 15

Nejvyssi koeficient zmnozeni byl na médiu W2 (1.9 = 0.1), (Obr. 13), z ¢ehoz

plyne, Ze je pro mikropropagaci W. somnifera, dle nasich vysledk, nejvhodné;si.
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Obr. 13: Mikropropagace Withania somnifera: médium W1 (0.5 mg/l BAP, 1.5 mg/l NAA)
— kalus na bazi pryti, médium W2 (0.5 mg/l BAP) — zmnozZeni prytt, foceno po 8
tydnech kultivace (pted 3. pasazi)
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5 DISKUZE
Metody explantatovych kultur jsou ovlivnény fadou exogennich a endogennich faktord,
které¢ mnohdy vyznamné komplikuji interpretaci vysledki. Postupy a metody, které mohou
mit pozitivni vysledky u jednoho genotypu a typu explantatu, nemusi mit stejné vysledky
u jin¢ho explantatu.

Predlozend prace studuje moznost vyuziti nekterych metod explantatovych kultur
u vybranych Ié¢ivych rostlin z ¢eledi Solanaceae. Byla sledovana tspéSnost sterilizace

rostlinného materialu, kli¢ivost semen, iniciace a rust kalust a mikropropagace.

5.1 Povrchova sterilizace semen a testovani klicivosti

Velmi dalezitym krokem pro zalozeni in vitro Kultury je sterilizace rostlinného materialu.
V experimentech této prace byla pii standardnim postupu sterilizace semen pouzita bézné
vyuzivana steriliza¢ni ¢inidla: 70% ethanol, 36% Savo a 2.5% chloramin T. Doba puisobeni
steriliza¢nich roztokd se lisila podle velikosti a tvrdosti semen. V nasich experimentech
byly pozorovany kontaminace, jejich vyskyt se lisil v zavislosti na pouZzitém steriliza¢nim
postupu a na rostlinném rodu a druhu.

Hradilik (2005) uvadi, Ze mikrobialni kontaminace se li§i v riznych obdobich roku
ataké zalezi na stanovisti, stafi semen i podminkach jejich skladovani. U semen, ktera
nebyla skladovana v optimalnich podminkach nebo byla vice nez 1 rok od sklizné, se
pfedpokladd, ze procento vnitinich kontaminaci se bude zvySovat a kli¢ivost Snizovat.
Proto je potieba zvolit takovy postup povrchové sterilizace, ktery zajisti co nejucinngjsi
eliminaci kontaminaci.

V nasich experimentech byla usemen rodu Datura pomérné nizka kontaminace
(3— 4.5%), ale nebyla ziskana zadna kli¢ici semena. Divodem nekli¢ivosti mohl byt
napt. vysoky obsah fenolickych latek, nevhodny postup sterilizace, $patna vyzralost nebo
Spatné uchovavani semen.

Abbaspour et al. (2016) studovali vliv dusiku (dusikatych hnojiv) a zavlazovani na
kliceni semen Datura stramonium. Pfi studiu zjistili, ze ve vztahu ke kli¢ivosti, hraje
vyznamnou roli umisténi semen na matetské rostliné. Uvadéji, Ze semena, kterd byla na
rostliné umisténa vyse, méla vyznamné vyssi kli¢ivost nez semena odebrana ze stfedni
aspodni c¢asti rostliny. Tento poznatek lze pfifadit k moznym faktorim vedoucim
k neklicivosti semen iV této praci, protoze byla pouzita semena z neznamé Casti rostliny

a neznamého stanovists.
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Kli¢ivost rodu Nicotiana lze povazovat za uspéSnou, obdobny postup piipravy
semen lze pouzit pro dalsi experimenty. Kontaminace N. tabacum byla oproti N. rustica
niz8i, coz odpovida i tomu, ze u N. tabacum byla vyssi kli¢ivost.

Silva a Senarath (2009) uvad¢ji, ze procento kli¢ivosti semen Withania somnifera
kultivovanych in vitro je nizké kvili pfitomnosti uréitych inhibi¢nich latek obsazenych
v plodech W. somnifera a ze s ¢asem klesa, v disledku hromadéni produkovanych latek
semen. Sen a Sharma (1991) dosahli u Withania kli¢ivosti semen 80 %. Pro sterilizaci
semen byl vSak pouzit 0.1 % roztok HgCl, (chlorid rtutnaty), jehoz pouziti jsme se chtéli
vyhnout, z divodu jeho toxickych ucinkt. Khanna et al. (2013) studovali kli¢ivost dvou
typ W. somnifera (trpasli¢i, Slechtény typ a vysoky wild type). Uvadgji, ze klicovymi
podminkami pro zisk kli¢icich semen jsou kontinualni svétlo ateplota 25 °C. Pro
sterilizaci semen pouzili 0.3% fungicid Dithane M 45. Semena 3 hodiny hydratovana pod
tekouci vodou, méla kli¢ivost 67 % pro trpaslici typ a 55 % pro wild type. Nejefektivngjsi
postup pro zisk kli¢icich semen je podle autorti oSetieni semen Kkyselinou giberelovou
(GA3) o koncentraci 150 pg/ml anasledna kultivace semen pii kontinudlnim svétle
a teploté 25 °C, za téchto podminek doséhli klicivosti az 98 % pro trpaslic¢i typ a 60 % pro
wild type. Dale autofi uvadi, Ze je dulezité semena pied sterilizaci dobie vysusit, protoze
obsah vlhkosti oddaluje iniciaci kli¢eni az po dobu nékolika mésicu.

V nasich experimentech byla u semen Withania somnifera kontaminace i kli¢ivost
0 %. Duvodem mohl byt pravé vysoky obsah inhibi¢nich latek v semenech, sterilizace,
ktera posSkodila semena nebo tma, ve které¢ byla semena kultivovana. V ptipadé
optimalizace naSeho experimentu by bylo vhodné dbat na dobré vysuSeni semen, zménit
sterilizacni postup, kultivovat semena pii kontinualnim svétle, hydratovat semena pod
tekouci vodou, ptipadné oSetfit semena kyselinou GAs.

Pandol (2013) ziskal kli¢ici rostlinky ze semen Mandragora officinarum, kli¢ivost
byla 71.4 %. Ke sterilizaci pouzil 70% ethanol, kyselinu trichlorisokyanurovou (TCCA,
o koncentraci 16.6 g/l) aroztok Tween 20. Semena kli¢ila az v ptipadé, kdy pomoci
skalpelu pecliveé ofezal osemeni hydratovanych semen, ktera umistil na kultiva¢ni médium.
Tuto metodu se vSak pii nasem experimentu, z divodu tvrdosti semen, nepodafilo
napodobit.

Pfi standardnim postupu sterilizace (70% ethanol, 36% Savo) semen Mandragora
officinarum byla kontaminace 20 %, postup piipravy semen byl proto nékolikrat

optimalizovan. Pro zvlh¢eni filtracniho papiru byl pouZzit 1% roztok PPM namisto sterilni
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vody. Dalsi optimaliza¢ni metody byly zaloZeny na naruSeni osemeni (skarifikaci). Postup
skarifikace byl zvolen kvili tvrdosti semen Mandragora a silné tloust’ce osemeni. Cilem
skarifikace je usnadnéni pronikani vody a plynti do semena, aby doslo k urychleni kli¢eni.
Osetieni probéhlo peclive, tak aby nedoslo k poskozeni embrya. Pfi mechanickém naruSeni
osemeni — opatrnym obrouSenim semen smirkovym papirem a naklepnutim semen
kladivkem, byla kontaminace uobou zpusobu pfiblizn¢ 13 %. Brousenim smirkovym
papirem doslo pravdépodobné K poskozeni embrya v dusledku tepla vytvareného tienim
asemena nekli¢ila. U semen naklepnutych kladivkem mohlo byt také mechanicky
poskozeno embryo. Dalsi postup skarifikace byl chemicky, zaloZzeny na principu simulace
traviciho traktu. Pfi sterilizaci byla pouzita 0.01% HCI, neprojevila se zddna kontaminace,
ale semena opét nekli¢ila. V ptipadé opakovani experimentu, by bylo vhodné zménit

steriliza¢ni postup nebo pouzit semena jiného zdroje.

5.2 Iniciace kalusu

Jednim z cild této prace bylo zvladnuti iniciace kalusové kultury u kofene Mandrogora
officinarum a kofene, listu a fapiku Withania somnifera. Pied samotnym odvozenim kalusu
bylo nutné nalézt vhodny zptsob sterilizace rostlinného materialu. V této praci byl pouzit
70% ethanol, 2.5% chloramin T a 4% PPM.

Kalogeneze u segmenti kofene Withania somnifera byla pouze s 10% tspésnosti.
Hradilik (2005) spojuje nizkou uspéSnost iniciace kalusti S pouzitim pfili§ vysoké
koncentrace sterilizacniho roztoku, nebo dlouhou dobou jeho putsobeni. V dalsich
experimentech by bylo vhodné zkusit snizit koncentraci steriliza¢niho roztoku, nebo zkratit
dobu jeho piisobeni.

Pandol (2013) inicioval kalus z hypokotylu M. officinarum, ktery nasledné pouZzil
pro suspenzni kulturu. Nejvyssi piirtstek kalusové biomasy sledoval na médiu MS
doplnéném 0 2 mg/l 2,4-D a2 mg/l BAP. Prochazka a Sebanek (1997) uvadgji, ze 2,4-D
podporuje tvorbu kalusu i u rostlinnych druhti nebo explantatd, u kterych jsou jiné rustové
regulatory neucinné. Kyselina 2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctova) je herbicid se silnymi
dréazdivymi ucinky na o€i a gastrointestinalni systém, coz je diivod proc¢ jsme ji v této praci
nepouzili (www.medvik.cz). Z M. officinarum byl v naSich experimentech uspésné
odvozen kalus z kofenovych segmenti, kalogeneze 58.3 %, na médiich MSCI a MSCII.

Chakraborty et al. (2012) testovali vliv ristovych regulatorti pro iniciaci kalusu

u listu W.somnifera ajako nejvhodngjsi médium vyhodnotili médium MS doplnéné
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00.5mg/1 2,4-D a 0.2 mg/1 kinetinu. Adhikari a Pant (2013) uvedli jako nejvhodné;jsi
médium pro kalogenezi z listi a fapikd u W. somnifera MS doplnéné 0 0.5 mg/l BAP a 1.5
mg/l NAA. V naSich experimentech, byly u lista a fapika W. somnifera aspésné iniciovany
kalusy na médiich s vys$Simi koncentracemi rustovych regulatort, a to MSCI (1 mg/l BAP,
2.5 mg/l NAA) a MSCII (2.5 mg/l BAP, 5 mg/l NAA). Béhem naslednych kultivaci
a pasazovani vsak dochazelo k hnédnuti a rozpadu kalust a jejich postupné nekrotizaci.
Singh a Khan (2011) ziskali z listu W. somnifera na médiu MS obsahujicim 1.5 mg/l IBA
maximalni vytéZzek kalusu, ktery byl i po osmi tydnech kultivace zelenoZluty a kompaktni,
bez nasledného hnédnuti. Na zaklad¢ téchto vysledkt bylo pro naslednou kultivaci kalust
(zéchranu kalust) vybrano médium MSCIII (1.5 mg/l IBA), na které byly kalusy z MSCI
a MSCII pteneseny. Nebyla pozorovana vitalita a rast kalust, a proto by v navazujicich
experimentech bylo vhodné na médiu MSCIII kultivovat nové listové segmenty.
Chakraborty et al. (2012) uvadéji, ze hnédnuti pletiva muze byt disledek ptirozenych
stresovych reakci na podminky in vitro. Pfedpokladaji, ze v pripadé W. somnifera dochazi
K hnédnuti kalusu spiSe kvili enzymatickym aktivitam, nez kvtli akumulaci fytotoxickych
latek, avSak pro nalezeni specifiCtéjsi ptiCiny je potieba dalsi vyzkum. Hradilik (2005)
uvadi, ze nékdy se ucinné¢ zabrani hnédnuti rostlinnych pletiv pouzitim antioxidanti,
napt. kyseliny askorbové, kyseliny citronové, L-cysteinu, floroglucinu, glutathionu
a merkaptoethanolu. Obranou proti hnédnuti je také castéjSi pasdZzovani na Cerstvé
médium. V piistich experimentech by tedy bylo vhodné pouzit antioxidanty v médiu nebo

jinou metodu vedouci k eliminaci hnédnuti a naslednou nekrotizaci kalus.

vvvvvv

v

avSak ve srovnani listd a fapiki pro kalogenezu jsou dle nasich vysledkd vhodnéjsi listy.
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5.3 Mikropropagace u Withania somnifera

Koeficient zmnozeni je zakladnim ukazatelem uspéSnosti mikropropagace. Cilem
mikropropagace bylo vybrat médium, na kterém budou mit kultivované rostliny co
nejvyssi pocet zmnozenych pryta.

Autade et al. (2016) dosahli nejvy$siho zmnozeni (5.3 + 0.4) na médiu MS
obsahujicim 0.5 mg/l BAP a 1.5 mg/l NAA. V nasem ptipad¢ bylo MS médium obsahujici
stejné mnozstvi rustovych regulatora (W1), vyhodnoceno jako nevhodné pro
mikropropagaci, z davodu vysoké tvorby kalust na bazi prytu a minimalniho koeficientu
zmnozeni (0.7 = 0.4).

Média W2 a W3 byla vybrana na zakladé vysledkt experimenti Kulkarni et al.
(2000), kde autofi dosahli nejvyssiho zmnozeni na médiu MS obsahujicim 0.5 mg/l BAP
(médium W2), (4.53 + 1.1), ana médiu MS obsahujicim 1 mg/l BAP (médium W3),
(4.58 £ 1.1). V nasich experimentech byla mikropropagace méné uspésna, bylo dosazeno
niz§iho koeficientu zmnozeni na médiu W2 (1.9 +0.1).

Nilanjan et al. (2012) doporuc¢uji pro mikropropagaci W. somnifera MS médium
obsahujici 2 mg/l BAP, na kterém dosahli zmnozeni 7.6 & 0.4. Autofi pouzili také médium
MS obsahujici 0.5 mg/l BAP (médium W2), na kterém dosahli zmnozeni 2.4 +0.5
a médium MS obsahujici 1 mg/l BAP (médium W3), na kterém dosahli zmnozeni 6.0 +
0.44. Z vysledku studii Kulkarni et al. (2000) i Nilanjan et al. (2012), vyplyva, ze bychom
méli dojit kK vys$simu koeficientu zmnozeni na médiu W3 oproti médiu W2, a to se v nasich

experimentech nepotvrdilo.
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6 ZAVER

Predklddand bakalafskda prace se zabyva biotechnologickymi metodami U vybranych

1é¢ivych rostlin ¢eledi Solanaceae u roda Nicotiana, Datura, Mandragora a Withania.

Byla vypracovana literarni reSerSe na zadanou problematiku.

Uspé&sné klicila semena u Nicotiana tabacum (72.0 %) a N.rustica (62.7 %).
Optimalni postup sterilizace semen u rodu Nicotiana — sterilizace 70% ethanolem
(1 —2min)a 36% Savem (30 min), kultivace v Petriho miskach na filtraénim
papife navlh¢eném sterilni destilovanou vodou, v termostatu, ve tmé pii 25 °C.

Ze segmentti kofene Mandragora officinarum byl uspésné odvozen kalus
(kalogeneze 58.3 %). Média MS obsahujici 1 mg/l BAP a 2.5 mg/l NAA (MSCI)
a2 mg/l BAP a5 mg/l NAA (MSCII) byla pro kalogenezi srovnatelna.

Byl odvozen kalus ze segmentu kofene Withania somnifera, ale je nutné
optimalizovat postup sterilizace, z davodu odstranéni nekrotizace kalusti v prubéhu
kultivace.

Byl odvozen kalus ze segmentt listd a fapikd Withania somnifera. Vhodnéjsim
explantatem pro odvozeni kalusu jsou listy. Vhodnéjsim médiem bylo médium MS
obsahujici 2 mg/l BAP a 5 mg/l NAA (MSCII).

Nejvyssiho zmnozeni u Withania somnifera, bylo na médiu MS obsahujici 0.5 mg/I

BAP (W2), koeficient zmnoZeni byl 1.9 + 0.1 prytu na explantat.
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8 PRILOHY
Pfiloha 1: Slozeni MS média

Tab. 8: Slozeni MS média (Murashige a Skoog, 1962)

Makroelementy mg/I

CaCl, 332.02
KH2PO4 170.00
KNO; 1900.00
MgSO4 180.54
NH4NO; 1650.00
Mikroelementy mg/I

CoCl,.6H,0 0.03
CuS04.5H,0 0.03
FeNaEDTA 36.70
HsBO;3 6.20
Kl 0.83
MnS0O,4.H,0 16.90
Na;Mo004.2H,0 0.25
ZnS04.7H,0 8.60
Vitaminy mg/I

Thiamin 0.10
Pyridoxin 0.50
kyselina nikotinova 0.50
Glycin 2.00
myo-inositol 100.00

sacharoza 30g/1, agar 8g/1, pH 5,8
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Ptiloha 2: Obrazové piilohy
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Obr. 14: Semena Datura inoxia kultivovana na navlhéeném filtraénim papite, foceno po 3

tydnech od vysazeni
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Obr. 15: Semena Datura stramonium kultivovana na navlhéeném filtratnim papite, foceno

po 3 tydnech od vysazeni
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Obr. 16: Kontaminace semen Datura stramonium kultivovanych na médiu MS, foceno po

tydnu od vysazeni

Obr. 17: Kli¢

ici semena Nicotiana rustica, foceno po tydnu od vysazeni
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Obr. 18: Semena Withania somnifera kultivovana na navlhéeném filtratnim papite, foceno

po 3 tydnech od vysazeni

Obr. 19: Semena Mandragora officinarum — nehydratovana (vlevo), nabobtnana 0.01M

roztokem HCI (vpravo)
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Obr. 20: Kofen Mandragora officinarum

Obr. 21: Withania somnifera rostouci v perlitu
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Obr. 22: Segmenty pryti Withania somnifera pted sterilizaci; nodalni segmenty a listy

zalozeni kultury
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Obr. 24: Detail kalusového pletiva u kofene Mandragora officinarum, médium MSCII,
foceno po 2 tydnech kultivace (fotoaparatem OLYMPUS SP 350
s pouzitim adaptéru na binokularni lupu OLYMPUS SZ2-ST)

Obr. 25: Kalus usegmentu kofene Withania somnifera, médium MSCII, foceno
po 3 tydnech kultivace
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Obr. 26: Nekrotizace segmenti kofene Withania somnifera, médium MSCI,

foceno po 4 tydnech kultivace

.....

Obr. 27: Segmenty listt  Withania somnifera na iniciaénim médiu MS,

foceno v den zalozeni kultury
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Obr. 28: Detail kalusu usegmentu listu Withania somnifera, médium MSCI, foceno po
tydnu kultivace (fotoaparastem OLYMPUS SP 350 s pouzitim adaptéru
na binokularni lupu OLYMPUS SZ2-ST)

Obr. 29: Detail kalusu u segmentu listu Withania somnifera, médium MSCII,  foceno po
tydnu kultivace (fotoaparatem OLYMPUS SP 350 s pouzitim  adaptéru
na binokularni lupu OLYMPUS SZ2-ST)
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Obr.30: Hnédnuti kalusi ulistovych segmentta Withania somnifera, médium

MSCII, foceno po 5 tydnech kultivace

Obr. 31: Kalus u tapiku Withania somnifera, médium MSCII, foceno po 2 tydnech
kultivace
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Obr.32: Kalus na bazi prytu Withania somnifera, médium W1 (urené pro

mikropropagaci), pohled na bazi prytu, foceno po 12 tydnech kultivace

Obr. 33: Kultivace prytu Withania somnifera, médium W3, foceno po 3 tydnech kultivace
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