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1. UVOD

Explantatové kultury piedstavuji nadéjny zdroj latek pro farmacii a dalsi odvétvi.
Uplatnéni naSly i pfi rozmnozovani a Slechténi rostlin. A ackoli fadu ptvodné
ptirodnich substanci I1ze uméle syntetizovat, ekonomické divody vedou k tomu, ze
nékteré z nich jsou stale extrahovany z rostlin. Pravé komer¢ni vyznam nékterych latek
prispél k vétsimu zajmu kolem problematiky in vitro kultur. I ptes ¢etné vyhody vSak
vynosy u vétsiny piipadi nemohou splnit obchodni pozadavky. Proto jsou zkoumany
rizné zpasoby vedouci k vyssi produktivité. [1-3]

Nedostatek ptirodnich zdroji vedl k rozvoji a nasledné komeréni produkci Sikoninu
a taxolu explantatovymi kulturami. Podobnému stavu ¢eli podofylotoxin, nakladny
prekurzor pro syntézu derivati pouzivanych pii 1é€bé nddort. Ten se tradiéné ziskava
z pryskyftice vyskytujici se v rostlinach Podophyllum peltatum a Podophyllum
hexandrum. Jejich dostupnost se vsak stala omezena v disledku Spatnych zptsobi
pestovani, nadmérného sbéru, pomalého rustu a slabého mnozeni. Divoce rostouci
rostlina Podophyllum hexandrum jako hlavni zdroj podofylotoxinu je i kvuli
nadmérnému sbéru prohlasena za ohrozenou. Chemicka syntéza podofylotoxinu je
uskutecnitelnd, avsak finanéné naro¢na. Tato omezeni v dostupnosti podofylotoxinu
vedou k hledani alternativnich zdroji a metod. Bylo provedeno jiz nékolik vyzkumu na
urovni explantatovych kultur tykajicich se ptevazné rodi Podophyllum a Linum, ptesto
se zatim nepodatilo dosahnout vyroby v priimyslovém méfitku. Jako potencialni zdroj
se jevi Juniperus virginiana, u které¢ho lze mozné zpusoby hledat jak cestou in vitro
kultur, tak zuzitkovanim nepotiebné biomasy pro izolaci potiebného prekurzoru. Dalsi
varianty lze hledat pies rostliny obsahujici podofylotoxin a houbu Fusarium oxysporum,

u které byla téz zaznamenana produkce této latky. [4-9]



2. CIL PRACE

1. Zvladnuti metodiky kultivace rostlinnych explantatovych kultur.
2. Odvozeni kalusové kultury z listt intaktnich rostlin Juniperus virginiana Hetzii,
Juniperus virginiana Glauca, Juniperus virginiana Grey Owl.

3. Stanoveni ristové kiivky téchto kultur.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Jalovec virginsky (Juniperus virginiana L., Cupressaceae)

3.1.1. Popis rostliny

Rostlina patiéi do rodu Juniperus L., jalovec. Tyto vzdyzelené, prevazné
dvoudomé dieviny s tzce kuzelovitou korunou mohou dorustat do vySky kolem 15 m.
Kira je &ervenohnédé zbarvena. Ctyfhranné, tenké vétvicky nesou 2 typy listd -
jehlicovité s jednim pryskyficnym kanalkem nebo Supinovité, kiizmostojné. Jehlicovité
listy se vyskytuji hlavné u mladych rostlin a byvaji 5-10 mm dlouhé, $picaté, na svrchni
stran& se dvéma bilymi prouzky. Supinovité listy se objevuji u starsich rostlin a jsou asi
PO rozemnuti maji ptijemné aroma. Samc¢i Sistice, dlouhd asi 5 mm, se sklada z n¢kolika
preslenit Supinovitych ty¢inek. Spodni ty¢inky tvoii 3-4 prasna pouzdra, horni 1-2.
Samic¢i $istici, dlouhou asi 2 mm, tvoii n€kolik pieslent semennych Supin, z nichz jen 3
horni Supiny nesou po 1 vajicku. Pii dozravani Supiny duznati a sriistaji v SiSku
pfipominajici bobuli. Tento ttvar se oznacuje jako nepravy plod - galbulus. Galbuly
jsou vejcovité, 1-2 semenné, temné¢ modré, Sedavé ojinéné a dozravaji 1. rokem.
Semena jsou podlouhla, trojhranna, bez kiidel. Embryo ma dv¢, ziidka vice déloh.
Rostlina pochazi z vychodni poloviny Severni Ameriky s vyskytem od Kanady azZ po
Floridu. Jalovec osidluje opusténa uzemi a soutézi s dal$imi rostlinnymi druhy na
pastvindch. Zvysuje riziko pozar a méni sloZeni volné Zijicich Zivocichli a rostlin
v piirodé. U nas se jalovec virginsky hojné vysazuje pro ozdobu. [10-13]

Existuje kolem 40 vnitrodruhovych variet jalovce virginského, které se lisi
predevsim svym tvarem nebo vzriistem a barvou listli. Najdeme v nich jak sloupovité
druhy, tak i kefovité, Siroce rozlozité a poléhavé.

Kalusova kultura byla odvozena z nasledujicich variet:

- Juniperus virginiana Glauca - vyska 5-10 m; sloupovity, rychle rostouci, husté
veétveny; Sedomodré az Sedozelené listy, Supinaté, malé, pfitisklé, uvniti rostlin
ojedinéle také jehlicovité

- Juniperus virginiana Grey Owl - vyska 3 m, Sifka 1,8 m; kefovity, vystoupavé silné

vétve, konecné vétévky dost tenké; modrosedé listy, nepravidelné zvinéné



- Juniperus virginiana Hetzii - vyska 3 m, Sitka 6 m; kefovity s rozlozitymi vétvemi,
na konci nékdy mirné pievislymi; modrozelené listy, Supinovité vzacné pentlicovité.

[14]

Obr. 1: 2 — vétvicka Juniperus virginiana, 2a — ¢ast vétvicky, 2b — galbulus [10]

3.1.2. Pouziti
Americti indidni pouzivali galbuly a listy jalovce pfi 1écbé nachlazeni, revmatismu,
bronchitidy, aftl. Dale slouzili jako diaforetikum, antiparazitikum, ¢i k ocistnym
ritualim. Mladé olisténé vétvicky byly uvedeny v americkém 1ékopisu 1820-1894 jako
diuretikum. Dnes se dievo této rostliny pouziva na vyrobu tuzek a v nabytkaistvi, kde se
vyuziva jeho vlastnosti odpuzovat hmyz poskozujici oblec¢eni. Diky vysoké odolnosti
jsou ze dieva délany ploty. Ze dieva je také ziskdvana silice s antimikrobidlnimi ucinky

a repelentnimi vlastnostmi vici riznym $ktdcim. Silice slouzi pro vyrobu repelentt,



parfémt a mydel. Jako perspektivni se jevi listy, kterych by se dalo vyuzit pro izolaci

podofylotoxinu. [13, 15-18]

3.1.3. Obsahové latky

Mezi hlavni obsahové latky jalovce virginského patii komeréné vyuzivana silice,
ziskdvana ze dfeva. Star$i stromy obsahuji vice silice nez mlads$i stromy. Obsah u
starSich stroml se pohybuje kolem 3,5 %. Silice jalovce se sklada az z 200 slozek,
tvofené prevazné¢ monoterpeny a seskviterpeny. Jednotlivé ¢ésti rostliny maji rizné
zastoupeni slozek s riznym obsahem. Cedrol, thujopsen, cedren, a- a B pinen, elemol,
felandren, safrol, limonen, terpinen-4-ol patfi mezi nejvice zastoupené slozky. Mezi
dalsi obsahové latky zastoupené v jalovci virginském se tadi flavonoidy, cukry,
organické kyseliny, tfisloviny, vitaminy, mineraly, pryskyficie a lignany -—
podofylotoxin, o-, B- peltatin a dalsi. Pfitomnost podofylotoxinu byla dokazana
v listech. Vyssi podil této substance byl zaznamenan u starSich jedincti bez ohledu na

pohlavi. [6, 13, 16, 19-21]

3.1.4. Podofylotoxin

3.1.4.1. Obecna charakteristika

Podofylotoxin je aryltetralinovy lakton patiici mezi lignany. Lignany vznikaji
dimerizaci fenylpropanovych jednotek a maji chranit rostliny proti byloZravcim a
mikroorganismim. Tradi¢énim zdrojem podofylotoxinu v pfirodé je pryskyfice
ziskavana z rostlin rodu Podophyllum, pfevazné P. peltatum a P. hexandrum. Obsah
této substance se v oddenku u P. peltatum pohybuje piiblizné od 0,3 do 1 %, u P.
hexandrum kolem 4 % suché hmotnosti. Mezi dalsi rostliny obsahujici podofylotoxin a
ptibuzné lignany patii rody Linum, Juniperus, Hyptis, Teucrium, Nepeta, Dysosma,
Callitris, Thymus, Thuja a dalsi. Bylo zaznamenano, ze podofylotoxin produkuje i

houba Fusarium oxysporum.[5, 22, 23]

3.1.4.2. Biologicka aktivita
Podofylotoxin a jeho derivaty maji protinadorové, antivirové, antirevmatické,

projimavé, antioxidacni, antitrypanozomalni, insekticidni vlastnosti a ucinky proti



receptoru pro melanokortin-4. V praxi se vyuziva protivirového u¢inku na topickou
1écbu genitalnich bradavic (Condyloma acuminata), perianalnich a dalSich typa
bradavic. Derivaty podofylotoxinu se pouzivaji pii 1é¢bé novotvard, piedev§im
lymfomu, plicnich a testikularnich nadort. Samotny podofylotoxin se pii 1é€bé nadorti u
Clovéka nepouziva, jelikoz je pro n¢j pfili§ toxicky. V praxi se uplatnily jeho
glykosylované derivaty- etoposid, teniposid a etopophos, pro néz podofylotoxin slouZzi

jako prekurzor pti chemické syntéze. [5, 7, 24]

3.1.4.3. Mechanismus ucinku

Protivirovy mechanismus U¢inku spo¢ivd v naruseni tvorby déliciho vieténka.
D¢lici vieténko, slozené z mikrotubul, je dualezitou slozkou pro bunééné déleni.
Mikrotubuly jsou utvafeny polymerizaci o a B tubulinovych jednotek. Podofylotoxin se
reverzibilné vaze na o/f tubulinovy dimer, ¢imz brani polymerizaci tubulinu a tim
narusuje rovnovahu mezi polymerem a dimerem. Zatimco tvorba mikrotubul je vazbou
podofylotoxinu na a/f tubulinovy dimer zastavena, depolymerizace stale pokracuje.
Toto vSe zpusobi zastaveni bunééného cyklu v mitotické fazi. [7, 22, 24, 25]

Antineoplasticky mechanismus u¢inku spociva v inhibici topoizomerazy II.
Topoizomeraza je enzym, ktery zodpovida za kontrolu topologického stavu DNA,
s vyznamnou roli béhem replikace DNA. Topoizomerdzy délime do dvou skupin.
Topoizomeraza I roz$tépuje jedno vldkno DNA, kdeZto topoizomeraza II rozstépuje obé
vldkna dvousroubovice. Derivaty podofylotoxinu se pravdépodobné nejprve vazi na
DNA, coz zlepSuje vaznost k topoizomeraze 11, a tak je branéno opravé DNA. Takto
vznikly komplex vytvaii jedno- a dvouvlaknové zlomy v DNA. To vede Kk zastaveni
buné¢ného cyklu v pozdni S a rané G2 fazi a smrti bunky. [7, 22, 24, 25]

3.1.4.4. Chemicka struktura

Molekula podofylotoxinu se ¢tyfmi chiralnimi uhliky na pozicich 1-4 se sklada
z péti kruhti znacenych pismeny A-E. Kruhy A-D tvoii témét planarni Gtvar. Do kraju
molekuly jsou zabudovany kysliky - dioxol v kruhu A, lakton v kruhu D, sekundarni
alkohol na C-4 a tfi methoxylové skupiny na C-3°, -4’, -5” v kruhu E. Aromatizovany
kruh E s a konfiguraci ma urcity stupen volné otacivosti. Stereochemické vlastnosti na

uhliku 4 urcuji afinitu molekuly k tubulinu. [7]



Kruh A neni pro u¢inek nezbytny, ale jeho modifikacemi se snizuje Gcinek.
Uskupeni s dioxolem se proto jevi jako optimalni. Modifikace na kruhu B vedou ke
ztraté ucinku. Kruh C je hlavnim mistem strukturalnich zmén. 4- hydroxy epimer ma o
fad mensi aktivitu. Aromatizaci se ucinek ztraci. Soucasna epimerizace a zavedeni
objemného substituentu na uhliku 4 vsak vede ke zvySeni topoizomerazové aktivity.
Laktonova skupina v kruhu D neni nutnd, ale zmény v tomto kruhu vedou ke snizeni
ucinku molekuly. Trans uspotfadani (2a, 3B) mezi kruhy C a D ma vyrazné vyssi
ucinnost nez cis uspofadani. Kruh E musi mit volnou otacivost a byt v o konfiguraci.
Demethylaci na uhliku 4" vznika derivat s vys$si protinadorovou aktivitou. V této pozici

je také mozné pripravit derivaty ve formé proléciv. [7, 25]
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Obr. 2: Chemicka struktura podofylotoxinu a jeho derivata [5]



3.1.4.5. Biosyntéza

Pravdépodobna biosyntéza podofylotoxinu vychazi ze dvou molekul koniferyl
alkoholu. Koniferyl alkohol vznika fenylpropanoidovou cestou pies drahu kyseliny
Sikimové. Dimerizaci koniferyl alkoholu na B-uhliku se utvafi (+)-pinoresinol, ktery
redukcei v pFitomnosti NADPH piechazi pres (+)-lariciresinol na (-)-secoisolariciresinol.
Naslednou cyklizaci se tvoii (—)-matairesinol. Dalsi kroky vedouci az k prvnimu
aryltetralinovému derivatu, deoxypodofylotoxinu, nejsou doposud znamy. Piedpoklada
se, ze (—)-matairesinol je pfeveden na yatein pies chinometanové meziprodukty.

Z deoxypodofylotoxinu vznika hydroxylaci podofylotoxin. [7, 24]

Creoxypodophylliotoxdn Podophyllotoxin

Obr. 3: Pravdépodobna biosyntéza podofylotoxinu [24]



3.2.Rostlinné explantaty

3.2.1. Obecna charakteristika

Jako rostlinny explantat oznacujeme kazdy fragment Zivého pletiva, organ nebo
komplex organti, odebrany bud’ z intaktni rostliny, nebo z jiz existujici kultury s cilem
péstovat jej v podminkach in vitro.

Explantatova kultura je vSeobecny termin pouzivany k popisu vSech typi
rostlinnych explantati. Kultury rostlinnych explantati muzeme rozliSovat dle vice
hledisek. Podle morfologické charakteristiky 1ze kultury délit do péti kategorii:

1) Organové kultury — skladaji se z organovych systému, jednotlivych organt nebo
jejich ¢asti. Dané podminky umoznuji jejich diferenciaci a Caste¢né zlstdva
zachovana i jejich stavba a funkce.

2) Tkanové (pletivové) kultury — do rizného stupné soudrzné, morfologicky
dezorganizované mnohobunééné komplexy pletiva, pomnozované vétSinou na
polotuhych nebo tuhych Zivnych ptdach, vyjimecné v tekutych padach.

3) Suspenzni kultury — slozené zvolnych bunék a bunéénych shluka
suspendovanych v tekuté zivné pud¢, kde jsou promichévany a provzdusnovany.

4) Bunééné kultury — tvoii je jednotlivé bunky kultivované v tekuté, polotekuté
pud¢ nebo i1 na nosi¢i nasyceném zivnou pudou.

5) Protoplastové kultury — izolované kultury rostlinnych bungk, u kterych doslo
k enzymatickému nebo mechanickému odstranéni bunééné stény. Tyto bunky

poté zUstavaji obaleny jen plasmalemou. [26, 27]

3.2.2. Odvozeni explantatovych kultur

Pfi zakladani in vitro kultur volime vhodny explantat dle druhu kultury, kterou
chceme zalozit, Gcelu zakladané kultury a pouzitého rostlinného druhu. Pii vybéru
rostliny, pro odvozeni explantatové kultury je zapotiebi v€novat zvySenou pozornost
zdravotnimu stavu rostliny, zhodnotit ristové schopnosti, fyziologické vlastnosti a
vlastnosti, pro které by méla byt vybrana rostlina vyuzita. Volba zavisi také na rocnim
obdobi a na postaveni odebirané ¢asti v rdmci celé rostliny. Spravny vybér vhodného
materidlu mad velky vliv na UspéSnost zalozeni explantatové kultury. Nejlepsich

vysledkt je dosazeno, je-li explantat odebran v aktivni fazi ristu anebo ze zasobnich

organu. [26, 27, 28]



Po vybéru rostlinného materialu je zapotfebi pristoupit k jeho sterilizaci.
Sterilizace materidlu souvisi s jeho povrchovou dezinfekci. Tento proces zahrnuje
oplachnuti vodou a povrchovou dezinfekci pomoci jednoho nebo vice dezinfekénich
¢inidel. Redukci poctu mikroorganizmu také napomaha piidani detergentu, protoze
zlepsuje smacivost povrchu a zvysuje Ucinek dezinfekce. Dezinfek¢ni roztok by nemél
poskodit vlastni explantat. Mezi nejbéznéjsi dezinfekéni Cinidla patii etanol, chlornan
sodny, chlornan vapenaty, peroxid vodiku, SAVO, chloramin B a dalsi. Dané roztoky se
pouzivaji v rtznych koncentracich. Doba sterilizace zavisi na druhu a velikosti
kontaminace. Po dezinfekci resp. sterilizaci je nutné zbytky cinidel odstranit
Z rostlinného materialu opakovanym oplachovanim sterilni destilovanou vodou. Protoze
standardni postupy nejsou schopny eliminovat endogenni mikroorganizmy, piidavaji se
nékdy do kultiva¢nich médii nebo na povrch explantatu antibiotika. [26, 28]

Vysterilizovany materidl se mize dale sterilné upravit napt. do pozadované
velikosti a poté se umisti do kultiva¢ni nddoby s zivnym médiem. Uzaviend nadoba
s explantatem se poté premisti do kultivaéni mistnosti nebo boxu, kde je kultivovéna za
fizenych podminek. [28]

Pokud sterilizace probé&hla Uspésné a mame vhodné€ nastavené kultivacni
podminky, probiha u explantatii organogeneze nebo tvorba neorganizovaného pletiva —
kalusu. Rust kalusu lze indukovat umisténim explantatu na médium s relativné vysokou
koncentraci auxinu (1-10 mg/l) v ptitomnosti niz§i koncentrace cytokininu. V ptipadé,
ze sterilizace prob¢hla neuspésné, projevi se kontaminace kultury béhem 3-5 dnt, u
endogenni kontaminace kolem 10 dnti. [26, 28]

Pfi izolaci a sterilizaci rostlinného materidlu muze také dojit k poranéni pletiv a
naslednému uvolnéni a zvySené syntéze enzyml — oxiddz obsahujicich méd’ (napf.
polyfenoloxidaza, tyrozinasa). Tyto enzymy V interakci s polyfenoly zpisobi hnédnuti
az Cernani pletiv, coz miize vést k zastaveni rustu az k nekroze. Barevné zmény se vice
vyskytuji u starSich pletiv. Tomu lze zabranit odstranénim fenolovych sloucenin napf.
CastéjSim pasazovanim na cCerstvé médium ¢i pridanim aktivniho uhli nebo
polyvinylpyrrolidonu. Dalsi metodou je ovlivnéni redoxniho potencialu pifidanim
antioxidantt (kyselina askorbova, kyselina citronova, L-cystein, glutathion).

[26, 28, 29]
Béhem kultivace dochazi ke zménam nekterych parametrd. In vitro kultura mj.

Cerpa ziviny z média a vyluCuje exkrety, ¢imz negativné ovlivituje sviyj rust. Proto i
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z téchto divodli dochézi k pasdzovani - prenaSeni kultury z jednoho média na médium
cerstvé. Interval pasazovani byva rizné dlouhy, obvykle 4-5 tydnt. [26]

Kalus Ize vyuzit k organogenezi, embryogenezi, udrzeni kalusové kultury nebo
k vytvoteni suspenzni kultury. Suspenzni kultura muZze vznikat mechanickou nebo
enzymatickou cestou. Pii mechanické cesté¢ se nadoba s kulturou umisti na roller nebo
trepacku. Enzymatickd cesta zahrnuje pfidani pektindz nebo polygalakturonaz. U
suspenznich kultur pouzivame tekutd média, ktera se pohybuji. Buriky jsou tedy
Vv pfimém styku s médiem, coz jim zajiStuje snadny pfisun Zivin a dobrou vyménu

dychacich plynt. Toto umoziuje buitkdm velmi rychly rist. [26, 27]

3.2.3. Podminky kultivace

Na rust explantitu ma vliv mnoho faktor, a to jak endogennich, tak i
exogennich. Pomoci exogennich faktori ovliviiujeme podminky kultivace. Radime
mezi né slozeni zivného média, ristové reguldtory a fyzikdlni podminky — svétlo,

teplotu, atmosférickou vlhkost a pH zivného média. [30]

3.2.3.1. Teplota

Stejné jako u vétSiny organismi, tak i u explantatovych kultur plati, Ze teplota
ma silny vliv na rist a vyvoj. Pokud je to mozné, tak by pro kazdou kulturu méla byt
stanovena optimalni hodnota. VétSinou se pohybuje v rozmezi 20-30°C. U tady druhti
bylo popséano, Ze i teploty mezi 30-35°C zvysuji rist. Pfili§ vysoké teploty poskozuji
buiiky, pokud jsou hodnoty nizké, dochédzi ke zpomaleni az zastaveni metabolismu.

Béhem experimentu by se teplota méla udrzovat konstantni. [26, 30]

3.2.3.2. Osvétleni

Plsobenim svétla miZeme rist podpofit 1 inhibovat. Vliv osvétleni zavisi na
délce trvani svétla a tmy, jeho intenzité (vétSinou 500-1000 luxi) a dalSich parametrech.
Kultury péstované s trvalym osvétlenim, vykazovaly nizsi rast nez kultury péstované
v rezimu 12 hodin svétlo a 12 tma. Nékdy Ize pozorovat vyssi rlst pfi expozici ve tmé. |
rhizogeneze byva podpofena tmou nebo niz$i intenzitou svétla. U explantath se

schopnosti fotosyntézy se zlepsil rast pii vyssi intenzité svétla. Také reakce rastovych

regulatord muze byt modifikovana osvétlenim. [26, 30]
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3.2.3.3. Acidita Zivného média
Hodnota pH média se pohybuje vétSinou mezi 5,6 — 5,8, byva tedy slab¢ kyselé.
Razné kultury vS§ak mohou vyzadovat jiné pH pro jejich optimalni rist. Aciditu média
upravujeme piidanim NaOH (nékdy KOH) nebo HCI. Nevhodné zvolené rozmezi mize
narusovat sténu bunck, pufrovaci schopnosti cytoplazmy, pfipadné¢ miize negativné

ovlivitovat n¢které komponenty zivnych pid. Béhem sterilizace média je nutné pocitat

s tim, ze dochazi k poklesu pH. [26, 31]

3.2.3.4. Atmosféricka vlhkost

Dle pozadavkl kultury volime vhodnou hodnotu. Rozmezi se pohybuje od 20-
98%. Pfi nizSich hodnotach vlhkosti nez je vyzadovano, pletiva korovati nebo hynou.

Pfi vysSich hodnotach pary kondenzuji a inhibuji rist. [26]

3.2.3.5. Zivné médium

Zivné médium je umély zdroj Zivin a ristovych regulatorti pouzivany pro
kultivaci rostlinnych explantat. Naroky jednotlivych kultur na slozeni pud se mohou
ménit, proto je nékdy nutné modifikovat slozeni ptidy pro danou kulturu. Zivna média
Ize rozd¢lit na tekuta a tuha. Tuha média se pouzivaji pro zaloZeni tkanové a organové
kultury a jejich udrzeni. Pfi praci s nimi musime poditat s tim, Zze do kontaktu s médiem
pfichazi jen spodni strana explantitu, a ze S rostouci kulturou se méni gradient zZivin,
rustovych faktorli a odpadnich produktii mezi kulturou a médiem. Dale také muze byt
omezena diftize plyni k explantatu okolnim médiem. Tekutd média se pouzivaji hlavné
u suspenznich kultur, ale slouzi i pro rist organové a tkanové kultury. U tekutych médii
se lze Casto setkat s michanim ¢i tfepanim kultivacni nadoby s obsahem, coz umoziuje
zvySeni provzdu$néni, rovnomérnou distribuci Zivin a odpadnich produkth.
K nejzndméjSim médiim patii:

MS médium (Murashige, Skoog)

B5 médium (Gamborg)

SH médium (Schenk, Hildebrandt)

NN médium (Nitsch, Nitsch)

WPM médium (McCown, Lloyd)

[27, 31, 32]
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Obsah jednotlivych médii mohou tvofit:

1) Mineralni latky

A) Makroprvky — zahrnuji Sest prvka dusik, draslik, fosfor, vapnik, hoi¢ik a

siru. Jejich optimalni koncentrace zavisi na rostlinném druhu.

Dusik

Je to dulezity prvek pro rast rostliny. Rostlinné bunky mohou rist
pouze na médiu obsahujicim dusik ve formé nitratového iontu, ale
mnohem lepsiho ristu je vétsinou dosazeno, je-li do média dodavan
spolecné¢ v nitratové formé a ve form¢ amonnych soli. Urcité
mnozstvi dusiku lze zajistit také piidanim organického dusiku. Obsah
dusiku v kultivacnim médiu by se mél pohybovat v rozmezi 25-60
mM. Vétsina anorganického dusiku je pfevedena na aminokyseliny a
poté na proteiny.

Draslik

Je to hlavni ion v rostling s kladnym nébojem. Jeho koncentrace
v médiich se pohybuje kolem 20-30 mM, kam se dodava ve formé
chloridu nebo dusi¢nanu.

Fosfor

Tvofi nedilnou soucast DNA a dal$ich strukturdlnich sloucenin. Do
médii se pfidavd ve formé fosforecnanti v koncentracich mezi 1-3
mM.

Viépnik

Hraje dulezitou roli pfi syntéze bunécéné stény a slouzi jako kofaktor
mnoha enzymii. Do médii se pridava jako chlorid véapenaty nebo
dusi¢nan vapenaty o koncentraci 1-3 mM.

Hoi¢ik

Hoicik je dulezity prvek pro fungovani enzymii, ktery také tvori
dilezitou ¢ast molekuly chlorofylu. V médiich se vyskytuje jako
siran hofecnaty v koncentraci 1-3 mM.

Sira

Sira je soucasti AMK a ma vliv na strukturu proteind. V médiich se
objevuje jako sirany (nejCastéji hofeCnaty) v koncentraci 1-3 mM.
[26, 32]
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B) Mikroprvky — fadime mezi né Zelezo, mangan, zinek, bor, méd’, molybden,
kobalt, jod, ptipadné i nikl, kfemik, hlinik, sodik a chlor. Pfidavani niklu,
kfemiku, hliniku, sodiku, chloru, jodu a kobaltu se zatim pro vétSinu in vitro
kultur ukazuje jako nedulezité. Koncentrace téchto prvka se v Zivném médiu

pohybuje v rozmezi od 0,1 uM do 100 uM. [26, 32]

2) Zdroj uhliku a energie

Jako nejcast€jsi zdroj uhliku a energie se pouziva sachardza v koncentraci
2-3 %. Nékdy je mozné ji nahradit glukézou ¢i fruktdézou. Dalsi zdroje se jevi jako
méné efektivni. Sacharéza pii rostlinnych explantacich piredstavuje substrat
heterotrofni vyZzivy, jelikoZ schopnost explantitu vyZzivovat se autotrofné je velmi
omezena. Sacharoza také upravuje osmotickou hodnotu média a umoziuje v ptipadé
nedostate¢né sterilizace rdst mikroorganismi. Pii sterilizaci v autoklavu se

sachar6za ¢astecné rozklada na fruktézu a glukozu. [26, 28, 32]

3) Aminokyseliny a dalsi zdroje organického dusiku

Aminokyseliny, pfidavané do zivného média, mohou stimulovat rist explantatu,
proto se pridavaji pti kultivaci bunéénych suspenzi a protoplasti. Slouzi jako
operativni zdroj dusiku, ktery je kulturou rychle vyuzivan. Jako zdroj organického
dusiku se pouziva hydrolyzat kaseinu v koncentraci 0,05-0,1 % nebo jiny bilkovinny
hydrolyzat. Casto se do média ptidavaji i jednotlivé aminokyseliny napf. glycin, L-
glutamin, L-asparagin v koncentraci do 100 mg/l. Pfi vysSich koncentracich mohou

tyto aminokyseliny rast inhibovat. [26, 28]

4) Vitaminy

Intaktni rostlina sama syntetizuje vitaminy nezbytné k jejimu rdstu a vyvoji,
avSak v podminkach explantace mize byt tato syntéze snizena nebo zastavena a
muze dojit ke zpomaleni nebo k zastaveni rdstu rostlinného explantitu. Mezi
vitaminy nej¢astéji pouzivané v zivnych médiich patii thiamin, kyselina nikotinova,
pyridoxin a myo-inositol. Na rozdil od thiaminu se pfitomnost ostatnich vitamint
nejevi tak nezbytnd. Myo-inositol se vyskytuje ve vétSiné médii a miZze stimulovat
rust explantatu. Obecné se vitaminy pouzivaji ve velmi nizkych koncentracich.
DalSimi vitaminy pfidavanych do médii jsou biotin, kyselina listova, kyselina
askorbova, kyselina pantotenova, riboflavin a dalsi. [26, 28, 32]
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5) Nedefinované organické slozky

Hlavné v minulosti byly do médii ptidavany tézce definovatelné riizné extrakty,
které do jisté miry nahrazovaly aminokyseliny, vitaminy, fytohormony atd. Nékteré
z téchto latek se pouzivaji doposud v pfipadech, kdy explantat na definovatelné
pud¢ neroste nebo roste jen obtizné. Mezi tyto slozky fadime bilkovinné
hydrolyzaty, kvasnicné, sladové extrakty, kokosové mléko, ovocné §tavy a dalsi.
Jejich nevyhodou je, Ze nezname ptesné slozeni. Dnes se pouziva jen hydrolyzat

kaseinu a kokosové mléko. [26, 28, 32]

6) Aktivni uhli
V médiich mé stimulac¢ni 1 inhibi¢ni vliv na rust explantatu. Aktivni uhli
absorbuje latky produkované explantitem, ale také absorbuje latky ptidavané

zamé&rn¢ do zivnych pud. Pouziva se v koncentraci 0,5-3 %. [28, 32]

7) Latky pouzivané pro zpevnéni média

Pro vytvoteni tuhych pld se nejcastéji pouziva agar, ktery vykazuje oproti jinym
gelizujicim latkam fadu vyhod. Agarové pudy jsou stabilngjsi pii kultivacnich
teplotach, agar nereaguje s ostatnimi slozkami média a neni rozkladan rostlinnymi
enzymy. K tvorbé gelu dochazi pii teploté 60-100 °C po piedchozim smiseni agaru
s vodou, vznikly gel tuhne zhruba pfi teploté 45 °C. Tuhost pidy s agarem zavisi na
druhu agaru, pH a koncentraci, ktera byva kolem 0,8-1 %. Agar se ziskava
Z morskych tas a prodava se v riznych stupnich kvality a Cistoty, proto mize byt
nékdy zdrojem necistot. Pokud je teplota pfi sterilizaci média pfili§ vysokd 121 °C
nebo je doba sterilizace pfili§ dlouhd (vice jak 30 minut), pfipadné opakujeme
sterilizaci n€kolikrat, ztraci agar schopnost tvofit gel. DalSimi latkami tvoficich
pevné meédium jsou agardza, phytagel a gerlit, které tvoii velmi Cisté gely
usnadnujici detekci necistot.

V piipadé€, Ze nepouzijeme pevné médium, je mozné pouzit mechanickych
podpor Vv podob¢ filtratniho papiru, polyuretanové pény, cediCové vaty,

perforovaného celofanu, sklenénych kuli¢ek a dalSich. [26, 28, 32]

8) Voda
Zivna média se piipravuji z destilované, nékdy se pouziva i voda redestilovana.

[28]
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9) Antibiotika
Do médii se pridavaji jen v nékterych pripadech. Nejcastéji se pouziva
vankomycin, rifampicin, kanamycin a chloramfenikol. Pouzivani antibiotik vSak

neni bez rizik, jelikoZ mohou byt k rostlinnym bunikam toxické. [28, 31]

10) Antioxidanty
Antioxidanty ovliviuji redoxni potencidl. Do Zivnych pid se piidavaji, aby
zabranily hnédnuti explantatu. Radime mezi né kyselinu askorbovou, kyselinu

citronovou, L-cystein, glutathion a dalsi. [28, 31]

11) Riistové regulatory

3.2.3.6. Riistové regulatory

Ristové regulatory jsou organické molekuly, které v nizkych koncentracich
vyvolavaji fyziologickou odpovéd u rostlin. Umoznuji tak regulovat vyvojové
procesy a pfizpusobovat se ménicim podminkdm prostfedi prostfednictvim
ovlivnéni bunétného déleni, diferenciace bunék a zvétSovani bunék. U in vitro
kultur umoznuji rist, diferenciaci a organogenezi. Rustové reguladtory mizeme délit
na pfirodni a syntetické. Pfirodni rostlinné regulatory oznaCujeme jako
fytohormony, které jsou syntetizovany v mnoha pletivech a buikéach, ale nejvice
v meristematickych pletivech. Déle Ize rlstové regulatory délit na induktory a
inhibitory. VétSina rustovych reguldtori ma vice ucinkl, které Casto zavisi na
lokalizaci, koncentraci a podnétech prostfedi. Casto také funguji navzajem mezi
sebou a jejich ucinky se piekryvaji. O charakteru ristu explantatovych kultur
nerozhoduje jen typ a koncentrace ristovych regulatord, ale také jejich vzajemné

pomgéry. [31, 33, 34]

Auxiny

Auxiny zahrnuji fadu chemickych latek ptirodniho i syntetického ptivodu. Mezi
nejznaméjsi patii indol-3-octova kyselina (IAA) syntetizovana z indolu nebo
tryptofanu. Mezi dalsi zastupce se fadi indol-3-maselna kyselina (IBA), kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), kyselina naftyloctova (NAA), kyselina
chlorfenoxyoctova (4-CPA) a dalsi. IAA ptedstavuje nativni auxin, ostatni zminéné

auxiny jsou syntetické. Rizné druhy auxini maji riznou fyziologickou aktivitu,
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pohybuji se riznou rychlosti pletivy, jsou vazany na jiné receptorové buiiky a jsou
jinym zplsobem metabolizovany. VétSina syntetickych auxinti byva ucinnéjsi nez
ptirodni. 2,4-D je napiiklad 8-12 x u¢innéjsi nez IAA. [26, 28, 34]

Obecné auxiny indukuji bunécné déleni, elongaci, zvétSeni bun¢k. Mechanismu
ucinku spociva predev§im ve vazb& auxinu na jaderny receptor TIR 1 (Transport
Inhibitor Response). Timto se spousti celd kaskada udalosti vedouci k zapindni a
vypinani riznych geni, jejichz produkty pak odpovidajicim zplGsobem ovliviiuji
chovani bun¢k. Daéle také auxiny indukuji protonovou pumpu, zvysuji koncentraci
H+, ¢imz dochazi k poklesu pH v bunééné sténé. To vede k aktivaci enzymu
narusujicich bunécnou sténu a nasledné expanzi bunky. Auxiny se v kultivaénim
médiu pouzivaji predev§im ke stimulaci rustu kalusu a bunék, k indukci tvorby
adventivnich kofenu, k indukci somatické embryogeneze a ke stimulaci ristu

apikalnich meristémda. Obvyklé mnozstvi se pohybuje mezi 0,1-20 mg/I. [33-35]

Cytokininy

Cytokininy se v rostlinach se nachazeji ptevazné v kotfenovych c¢epickach,
plodech a embryich. V rostlindch funguji Casto ve spolupraci s auxiny. Zpomaluji
starnuti rostlin zvySenou syntézou bilkovin, nukleovych kyselin a sniZzenim
degradace chlorofylu. Vyrazné podporuji bunécné déleni, indukuji aktivitu
meristémi a tvorbu pupent. Vyrazné snizuji apikdlni dominanci a podporuji rist
axilarnich pupenil (stimulace vétveni). Jejich pfitomnost v médiu Casto brani tvorbé
kotfenli. Zastupci cytokininli jsou tvofeny derivaty odvozenych od adeninu, které
maji opét pfirodni 1 synteticky plvod. Mezi nejcastéjSi zastupce patii
benzylaminopurin (BAP), kinetin, zeatin a nejvice aktivni cytokinin
isopentenyladenin (2IP). Do této skupiny patii také adenin, ktery sice nevykazuje
vlastni aktivitu, ale zvySuje uCinnost cytokinini. Reakce explantatu je znacné
zéavisla na vzajemném pomeéru cytokininid a auxind. Je-li pomér auxinu a cytokininu
vysoky dochéazi ke stimulaci embryogeneze, tvorby kofenii a kalust. Je-li pomér
nizky, dochazi k indukci tvorby adventivnich & axilarnich pryti. Uéinek viak

zna¢né zavisi i na koncentraci pouzitého rtstového regulatoru. [26, 28, 33, 34]

Gibereliny
Jednd se o skupinu tetracyklickych organickych kyselin tvofenych ctyfmi

molekulami isoprenu. Nejvice se vyuziva giberelin GA3 a giberelin GA7. VétSina
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explantatl gibereliny pro sviij rlst nepotiebuje, proto se pridavaji do médii jen
ziidka. Nejvice giberelinli produkuji kofeny a mladé listy, ale nejvétsi koncentrace
se nachazi vsemenech. Gibereliny stimuluji rast explantati, piipadné rusi
endogenni dormanci. GA3 se pfidava vétSinou do média za ucelem stimulace
bunéénych kultur pfi nizké hodnoté suspenze, ke stimulaci ristu kalusu a ke
stimulaci ristu zakrslych rostlin. K tomu aby se projevil stimulacni ucinek
giberelinu, je zapotiebi piitomnost auxinu, at’ jiz nativniho v rostlinném explantatu

nebo exogenniho v Zivném médiu. [26, 28, 34]

Kyselina abscisova

Tento fytohormon odvozeny od kyseliny mevalonové vykazuje inhibicni
rustovou aktivitu a slouzi tedy jako antagonista k ostatnim hormonim podporujicich
rust. Psobi zejména ve stresovych situacich. Dale naptiklad ovliviiuje vodni rezim
a metabolismus rostlin. Do médii se pfidava jen vyjimecéné za ucelem indukce
somatickych embryi, stimulace tuberizace, kvétni indukce, navozeni dormance nebo

Kk zbrzdéni rastu explantatu. [28, 34]

Ethylen

Jedna se o jediny rastovy regulator v plynném skupenstvi, ktery je produkovan
fadou rostlinnych organti. Jeho ucinky zahrnuji pfevazné dozravani plodi, starnuti a
opadavani listh. U kli¢icich rostlin vyvolava troji efekt. Rostliny jsou pak kratsi,
silngj§i a vykazuji zménu orientace v prostoru. Auxiny mohou zvysit syntézu
etylenu, naopak vysoka koncentrace CO, produkci etylenu inhibuje. U in vitro

kultur byva povazovan obvykle za nezadouci. [33, 34]

Brassinosteroidy
Latky steroidni struktury v nizkych koncentracich podporuji elongaci stonku, ale
siln¢ inhibuji rGst kofene. Vykazuji podpirny efekt k ostatnim ristovym

regulatorim. [34]

Mezi dalsi ristové regulatory se fadi kyselina salicylova, oligosachariny,

systemin, polyaminy, jasmonaty, maleinhydrazid a dalsi. [33, 34]

18



3.2.4. Rustové faze kultur

Kalusova kultura, vznikld z nového explantatu, prochazi tfemi stupni vyvoje. Jedna

se o stupen zahdjeni bunécného deleni. Stupen aktivniho bunééného déleni, kdy dochézi

k dediferenciaci bun¢k. A stupen, kdy se bunéc¢né déleni zpomaluje ¢i Uplné zastavuje a

béhem kterého mize dojit i ke zvySeni bunééné diferenciace. Tyto stupné jsou obdobné

rustu suspenzni kultury, kde podle raznych parametrti (napt. pocet bunék, sucha

hmotnost bunék, obsah DNA) v zavislosti na ¢ase mizeme zm¢fit rust kultury a ziskat

tak rastovou kiivku ve tvaru pismene S. [27]

Rustovou kiivku 1ze podrobné rozlisit na nasledujici faze:

Lag faze - obdobi po naockovani, kdy se buiiky ptizpisobuji novému prostiedi.
V této fazi pocet bun€k zistava konstantni, Casto ale i poc¢et zivych bun¢k klesa.
Akcelera¢ni faze — bunky se mnozi se stale stoupajici rychlosti. VSechny
dilezité enzymové reakce dosahuji maximalni rychlosti.

Exponencialni faze — pocet bunck roste exponencialné. Je dosazeno maximalni
rychlosti rastu. Tato faze trva, dokud neni rust zbrzdén mnozstvim zivin anebo
hromadénim vlastnich odpadnich metabolitt.

Deklina¢ni faze — rychlost mnozeni se zpomaluje nasledkem vyc€erpani substrath
nebo hromadénim toxickych metabolith. Kfivka v této fazi se mize znacné lisit.
Stacionarni faze — rychlost mnozeni a odumirani bunék je v rovnovaze. V této
fazi pocet zivych bun€k dosahuje maxima.

Féze odumirani — rychlost odumirani bunék pfevySuje rychlost mnozeni. Pro
tuto fazi neplati Zadné obecné pravidlo, miZe probihat rychle nebo pomalu. Dale
lze také tuto fazi rozliSit na fazi zrychleného odumirani, f4zi exponencialniho

odumirani a deklina¢ni fazi odumirani. [36]
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Obr. 4: Rustova kiivka [27]

V pribéhu deklina¢ni a stacionarni faze miZze dojit k diferenciaci bunék. U
suspenznich kultur je méné vyrazna nez u kultur kalusovych. Rist suspenznich kultur
probihd v porovnani s kalusovymi rychleji. Rychly rtist zptisobuje rychlejsi od¢erpavani
Zivin a nutnost Cast&j$iho pasdzovani na Cerstvé médium. PasdZovani je tfeba provadét
na konci exponencialni faze, kdy neni rlist brzdén. Délka doby mezi zalozenim kultury a
staciondrni fazi zalezi na ncékolika faktorech: na pocatecni hustoté suspenze, délce lag

faze a riistové rychlosti bunééné linie. [26, 27]
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3.2.5. Vyuziti explantatovych kultur

Vyuziti explantatovych kultur v riznych odvétvich zahrnuje ptevazné produkci
sekundarnich metabolitl, rozmnozovani a Slechténi rostlin. Sekundarni metabolity
rostlin se v primyslovém m¢éfitku vétSinou ziskavaji chemickou syntézou nebo izolaci
z intaktnich rostlin. Tyto zptisoby vSak mohou byt limitovany dostupnosti rostliny,
obsahem latek v zavislosti na ro¢nim obdobi a zachazeni s rostlinou, obtiznou
chemickou syntézou, cenou atd. Konecny produkt chemickych syntéz byva také
obvykle smési izomert, zatimco bufika produkuje jediny sterecoizomer. Kultury in vitro
se mohou v prumyslové produkci sekundarnich metabolitd uplatnit na nékolika
urovnich, K tomu je vSak potieba, aby jejich produkce byla ekonomictéjsi nez dosavadni
postupy ziskavani téchto latek. Ziskavani sekundarnich metabolitd kultivaci in vitro
oproti tradi¢nim zptisoblim ma dale nésledujici vyhody:

- syntéza probihd fizené¢ v kontrolovanych podminkach nezavisle na klimatu a

pudnich podminkach

- sterilni kultivaci jsou vylouceny negativni biologické vlivy ménici v ptirode

produkci sekundarnich metabolitii

- bez ohledu na geograficky ptivod Ize kultivovat buiiky jakékoli rostliny béhem

celého roku

- automatizaci fizeni bunécného riistu a regulaci metabolickych procesti miize

klesat vyrobni cena a stoupat produkce [26, 38]

Kultury mohou obsahové latky v porovnani s intaktni rostlinou produkovat
V mensim, stejném ¢i veétsim mnozstvi. Muze dojit i k situacim, kdy kultury latky
intaktni rostliny neprodukuji vilbec nebo produkuji odlisné. Praveé nizka produktivita
sekundarnich metaboliti vétSinou rostlinnych kultur je hlavnim problémem, ktery brani
jejich vyuziti. [2, 3]

Zvyseni produkce sekundarnich metaboliti 1ze dosdhnout nékolika postupy jako
je napf. selekce bun&¢nych linii s vys$$i produkci, optimalizace bunééného média,
optimalizace fyzikalné-chemickych parametri, elicitace, imobilizace, biotransformace,
geneticka transformace, vyuziti bioreaktor atd. [3]

Relativné velkych hodnot dosahoval napf. morfin a kodein u kultur Papaver
somniferum, L-DOPA u Mucuna pruriense, diosgenin u Dioscorea deltoidea, kapsaicin

u Capsicum frutescens a camptothecin u Camptotheca acuminata. [39, 40]
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Product Plant Species In Vitro Culture %DW Plant %DW Performance Ratio
Glutathione Nicotiana tabacum 10 0.1 100
Anthraquinones | Morinda citrifolia 18.0 22 8.0

Rosmarinic acid | Celeus blumei 150 30 5.0

Ajmalincine Catharanthus roseus 1.8 03 6.0

Serpentine Catharanthus roseus 13 0.5 26

Diosgenine Dioscorea deltoide 20 2, 1.0

Obr. 5: Porovnani ptitomnosti latek v suspenzni kultufe a intaktni rostling [3]

Sikonin, prvni latka ziskidvana i Kk farmaceutickym u&eldm v primyslovém

meéftitku, dokazuje uspéSnost vyuziti explantatovych kultur k produkci sekundarnich

metaboliti. K vyrobé Sikoninu bylo pouzito kultur Lithospermum erithrorhizon. Dalsimi

uspésnymi piiklady z farmaceutického pramyslu jsou berberin z kultury Coptis

japonica, kyselina rozmarynova produkovana Coleus blumei ¢i vysoce cenéna latka

paclitaxel z Taxus sp.. [3, 4]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzity material, pristroje, pomtcky

4.1.1. Rostlinny material
Pro odvozeni kalusovych kultur byly pouzity listy Juniperus virginiana Hetzii,

Juniperus virginiana Glauca a Juniperus virginiana Grey Owl.

4.1.2. Chemikalie

Dihydrogenfosfore¢nan amonny p.a.
Dusic¢nan draselny p.a.

Ethanol 96%
Ethylendiaminotetraoctan sodno-zelezity p.a.
Chloramin B

Chlorid kobaltnaty p.a.

Chlorid pyridoxinia p.a.

Chlorid thiaminia p.a.

Chlorid véapenaty p.a.

Jodid draselny p.a.

Kinetin p.a.

Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova p.a.
Kyselina a-naftyloctova p.a.
Kyseliny borita p.a.

Kyselina nikotinova p.a.
Molybdenan sodny p.a.

Myoinositol p.a.

Sachardza p.a.

Savo

Siran hotecnaty p.a.

Siran manganaty p.a.

Siran méd’naty p.a.

Siran zine¢naty p.a.
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4.1.3. Pristroje a pomiicky
Analytické vahy A 200S, Sartorius, Gottingen
Autoklav PS 20A, Chirana, Brno
Horkovzdusny sterilizator HS 31 A, Chirana, Brno

Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Zilina

4.2. Kultivace explantatové kultury

4.2.1. Kultiva¢ni nadoby a nastroje

Pti praci s explantatovymi kulturami bylo pouzito sklo SIAL, dostate¢n¢ odolné
vuci vode, chemikaliim a zménam teplot. Kovové nastroje pouzivané ptfi manipulaci
S rostlinnym materialem byly oplachnuty 96% etanolem, zabaleny hlinikovou f6lii a

poté sterilizovany v horkovzdusném sterilizatoru pfi teploté 200°C po dobu 2 hodin.

4.2.2. Priprava kultiva¢niho média

Pro kultivaci explantatovych kultur Juniperus virginiana bylo pouzito zivné

médium dle Schenka a Hildebrandta (SH), které ma nasledujici slozeni [41]:

KNO3 2 500,00 mg.I™*
CaCl, 151,00 mg.I*
MgSO, . 7 H,O 195,00 mg.I*
(NH4)H2PO, 300,00 mg.I*
KI 1,00 mg.I*
H3BO;3 5,00 mg.I™
MnSO,4 H,0 10,00 mg.I*
ZnSO,. 7 H,0 1,00 mg.I*
Na,;MoO; . 2 H,0 0,10 mg.I*
CuS0;. 5 H,0 0,20 mg.I*
CoCl,. 6 H,0 0,10 mg.I*
NaFeEDTA 19,80 mg.I™
kyselina nikotinova 5,00 mg.I*
pyridoxin chlorid 0,50 mg.I*
thiamin chlorid 5,00 mg.I*
myoinositol 1000,00 mg.I™
sacharoza 30 000,00 mg.I*
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K SH médiu byly pfidany riustové regulatory v kombinaci:
1. 3,0 mg.I" a-NAA a 0,2 mg.I"* kinetin
2. 1,0 mg.I*2,4-D a 0,2 mg.I™" kinetin
3. 1,0 mg.I* a-NAA a 0,2 mg.I" kinetinu

Pro piipravu zivného média byly jednotlivé latky odvézeny na analytickych
vahach, ¢i pipetovany z predem piipravenych zasobnich roztoki. Po doplnéni
destilovanou vodou na objem 1 litr bylo zivné médium rozlito po 30 ml do
Erlenmeyerovych ban¢k s pfedem vlozenymi mustky z filtraéniho papiru. Takto
upravené banky byly uzavieny hlinikovou folii a sterilizovany. Sterilizace probihala pfi

teploté 121 °C, tlaku pary 0,1 MPa po dobu 15 minut v autoklavu.

4.2.3. Odvozeni a pasazovani kalusové kultury
Odvozeni a pasazovani kalusovych kultur probihalo v aseptickém boxu
S laminarnim proudénim. Box byl pfed praci vycistén 96% ethanolem a vyzafen
germicidni lampou po dobu jedné hodiny.
K odvozeni kalusovych kultur bylo nejprve nutné nalézt vhodny zptsob povrchoveé
sterilizace listi. Listy byly sterilizovany postupné v nésledujicich krocich:
1. Ponotenim do 70% (V/V) ethanolu po dobu 1-5 minut a naslednym oplachnutim
sterilizovanou destilovanou vodou.
2. Ponoifenim do 10% (m/V) vodného roztoku chloraminu po dobu 10-20 minut a
naslednym oplachnutim sterilizovanou destilovanou vodou.
3. Ponofenim do 10% roztoku Sava po dobu 15-25 minut a naslednym oplachnutim
sterilizovanou destilovanou vodou.
4. Oplachnutim 70% etanolem
1. Ponotfenim do 70% (V/V) ethanolu po dobu 3 minut a naslednym oplachnutim
sterilizovanou destilovanou vodou.
2. Ponofenim do 10% (m/V) vodného roztoku chloraminu po dobu 20 minut a
naslednym oplachnutim sterilizovanou destilovanou vodou.
3. Ponotfenim do 10% roztoku Sava po dobu 20 minut a naslednym oplachnutim
sterilizovanou destilovanou vodou.

4. Oplachnutim 70% ethanolem.
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Takto upraveny rostlinny material byl pfenesen pinzetou na mistky z filtracniho
papiru do Erlenmeyerovych ban¢k S zivnym médiem. Kultivace probihala pfti teploté
25 °C a svételné periodé 16 hodin svétlo/8 hodin tma Vv subkultivaénim intervalu 5
tydnti.

Byla zvolena nejvhodnéjsi kombinace ristovych regulatora.

4.3. Stanoveni rustové krivky u kalusové kultury Juniperus

virginiana

Hodnoceni rastu kultur probihalo béhem Sestitydenni kultivace pii 25 °C a svételné
periodé 16 hodin sv&tlo/8 hodin tma na médiu SH s piidavkem 3,0 mg.I"* o-NAA a 0,2
mg I kinetinu. Kalusové kultury variety Glauca v 16. paséazi a variet Hetzii a Grey Owl
v 10. pasazi byly odebirany kazdy 7. den kultivace, tedy 7., 14., 21., 28., 35., 42. den.
Kazdy odbér probihal po péti bankach. Vysledky byly pro jednotlivé dny zprimérovany
a vyneseny do tabulek 1-3 spole¢n¢ s hodnotami smérodatnych odchylek.

Z rozdilu hmotnosti banék pied a po inokulaci byla vypoctena hmotnost inokula
(m;). Cerstva hmotnost kalusu (my) byla stanovena z rozdilu vahy ban&k pied a po
vyjmuti kalusu. PfirGstek cerstvé hmotnosti kalusu vyjadieny v gramech byl urcen
rozdilem mezi my a m;. [42]

Procentualni prirtastek cerstvé hmotnosti byl urcen dle vzorce:

mg—mj

% = ——[42]
my

Rustovy faktor (R¢) byl vypocten dle vzorce:

Procentualni ptiristek ¢erstvé hmotnosti
Rf = = [42]

Aritmeticky primér byl uréen dle vzorce:

— 1 1
X=—(0 + 2+ +x,) =~ X

Smérodatna odchylka byla vypoctena dle vzorce:

1 _
S= E ?’=1(xi—x)2 [43]

Ristova kiivka byla ur€ena vynesenim ristového faktoru v zavislosti na dnech odbéru.
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5. VYSLEDKY

5.1. Tabulky

Tab. 1: Rust kalusové kultury Juniperus virginiana Hetzii

Den Hmotnost Cerstva hmotnost | Piiristek Prirtstek Ristovy
odbéru | inokula [g] kalusu [g] cerstvé cerstvé faktor
hmotnosti [g] | hmotnosti [%]
7 0,5151+0,1479 | 0,5548+0,1590 0,0397+0,0133 | 7,75+1,49 0,08+0,01
14 0,3618+0,1282 | 0,4609+0,1462 0,0991+0,0251 | 28,84+7,84 0,29+0,08
21 0,5219+0,1613 | 0,7626+0,2310 0,2407+0,0728 | 46,14+4,69 0,46+0,05
28 0,4354+0,0774 | 0,7573+0,1547 0,3219+0,1841 | 74,19+19,42 | 0,74+0,19
35 0,5642+0,0642 | 0,9866+0,1056 0,4224+0,0458 | 74,99+4,40 0,75+0,04
42 0,4899+0,1059 | 0,7979+0,2120 0,3080+0,1133 | 61,76+12,30 | 0,62+0,12
Tab. 2: Rust kalusové kultury Juniperus virginiana Glauca
Den Hmotnost Cerstva hmotnost | PirGistek Prirastek Ristovy
odbéru | inokula [g] kalusu [g] cerstvé cerstvé faktor
hmotnosti [g] | hmotnosti [%]
7 0,6802+0,0681 | 0,7757+0,1034 0,0955+0,0547 | 13,85+7,62 0,14+0,08
14 0,6539+0,0485 | 0,8473+0,1007 0,1934+0,0644 | 29,39+8,69 0,29+0,09
21 0,7231+0,1268 | 1,1405+0,1874 0,4173+0,0868 | 58,15+10,41 | 0,58+0,10
28 0,6741+0,1040 | 1,2047+0,1320 0,5306+0,0527 | 79,73+11,72 | 0,80+0,12
35 0,6267+0,1042 | 1,3479+0,1893 0,7212+0,0898 | 116,0249,53 | 1,16+0,10
42 0,6317+0,1220 | 1,1808+0,1615 0,5491+0,0631 | 88,78+14,66 | 0,89+0,15
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Tab. 3: Rust kalusové kultury Juniperus virginiana Grey Owl

Den Hmotnost Cerstva hmotnost | P¥irtistek Prirastek Ristovy
odbéru | inokula [g] kalusu [g] cerstvé cerstvé faktor
hmotnosti [g] | hmotnosti [%]

7 0,4856+0,2236 | 0,5262+0,2145 0,0406+0,0296 | 10,53+8,37 0,11+0,08
14 0,5659+0,1996 | 0,6864+0,2160 0,1205+0,0266 | 22,38+6,16 0,22+0,06
21 0,6071+0,1887 | 0,8601+0,2576 0,2530+0,0770 | 42,07+6,38 0,42+0,06
28 0,5967+0,1178 | 0,9572+0,1466 0,3601+0,0475 | 61,60+11,43 | 0,62+0,11
35 0,5531+0,1048 | 0,9181+0,1679 0,3650+0,0822 | 66,51+10,73 | 0,67+0,11
42 0,5939+0,1761 | 0,9383+0,2041 0,3443+0,0565 | 61,14+16,01 | 0,61+0,16
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5.2. Grafy

Graf 1: Rustova kfivka kalusové kultury Juniperus virginiana Hetzii
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Graf 2: Rustova ktivka kalusové kultury Juniperus virginiana Glauca
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Graf 3: Rustova kiivka kalusové kultury Juniperus virginiana Grey Owl
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Graf 4: Porovnani ristovych kiivek kalusovych kultur Juniperus virginiana
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6. DISKUSE

Podofylotoxin, latka tradi¢né ziskavana z pryskyftice rodu Podophyllum, slouzi jako
vyznamny prekurzor pro syntézu cytostatik - etoposidu, teniposidu a etopophosu.
Samotny podofylotoxin pro 1é¢bu nadort neni vhodny. Omezena dostupnost piirodnich
zdrojii podofylotoxinu a jeho ndkladnd syntéza nuti hledat dal$i alternativy vedouci
k zisku této latky. Jednou z moznych cest jsou i explantatové kultury rodu Juniperus.
Explantatové kultury byly odvozeny jiz z nékolika druhti rodu Juniperus. Tato prace se
zabyva odvozenim kalusovych kultur druhu virginiana, u kterého zatim nebyly
zvefejnény zadné vysledky 0 explantatovych kulturach. [5, 7, 9, 24]

Cilem prace bylo zvladnout metodiku kultivace kultur in vitro, odvodit kalusovou
kulturu tii variet Juniperus virginiana (varieta Hetzii, Glauca a Grey Owl) a stanovit
pro n¢ ristovou kiivku.

Kalusova kultura byla odvozena z listi matecné rostliny. Piedtim vSak bylo nutné
nalézt vhodny zpasob sterilizace rostlinného materidlu. Byly zkouSeny rGzné casy
pusobeni desinfek¢nich ¢inidel. Jako nejvhodnéjsi postup sterilizace byl nakonec zvolen
postup, kdy byl rostlinny material:

1.  ponoien do 70% (V/V) ethanolu po dobu 3 min a nasledné oplachnut

sterilizovanou destilovanou vodou.

2. ponofen do 10% (m/V) vodného roztoku chloraminu po dobu 20 min a

nasledné oplachnut sterilizovanou destilovanou vodou.

3. ponofen do 10% roztoku Sava po dobu 20 min a nasledné oplachnut

sterilizovanou destilovanou vodou.

4.  oplachnut 70% ethanolem.

Pfi tomto postupu dochazelo ptiblizné k 30% kontaminaci. Pfi sterilizaci s kratSimi
dobami dochédzelo k50% az 70% kontaminaci, naopak del§i sterilizace vedla

k usmrceni rostlinného materialu.

Volba zivného média dle Schenka a Hildebrandta (SH médium) vychazela z dat
publikovanych pro Juniperus chinensis. [44]
K tomuto médiu byly pfidany tfi rizné kombinace rastovych reguldtort, dalezitych

slozek zivnych médii, a zkouman jejich vliv na odvozeni a udrzbu kalusu.
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Zkousené rustové regulatory byly:

1. 3,0 mg.I" a-NAA a 0,2 mg.I"* kinetin

2. 1,0 mg.I*2,4-D a 0,2 mg.I™" kinetin

3. 1,0 mg.I* a-NAA a 0,2 mg I kinetinu
Nejlepsiho ristu kalusy dosahovaly pfi kombinaci 3,0 mgl” o-NAA a 0,2 mg.I*
kinetinu, tedy stejné kombinaci ur¢ené jako nejvyhodnéjsi pro rust kalusovych kultur
Juniperus chinensis. [44]

Dalsi média (MS, WPM a B5) zkouSena taktéz pro rust kalusovych kultur Juniperus
chinensis byla sledovana v jiné diplomové praci.

K tvorbé kalusti doslo u vSech tii variet zhruba po 28 dnech po naockovani.
Kalusy byly kiehké, drolivé, zpocatku bélavé nebo svétle Zluté barvy. S vys$sim poctem
pasazi se vice stavaly Zlutozelenymi a mék¢imi. Béhem kultivace, Casto jiz kratce po
prepasazovani kultury na Cerstvé zivné médium, bylo zfejmé hnédnuti pletiva. K tomuto
jevu dochazelo pravdépodobné v dusledku poranéni pletiva pii pasazovani kultury a
nasledného uvolnéni enzyml. Hnédnuti se nedafilo dostatecné zabranit ani Castym
pasazovanim na ¢erstvé médium. Bylo by tedy vhodné vyzkouset ptidani antioxidantd
nebo jiné metody vedouci keliminaci tohoto jevu (viz kapitola 3.2.2 Odvozeni
explantatovych kultur). Kalusy rostly pomalu a nemé€ly tendenci k morfogenezi. Protoze
se kalusy pomalu tvofily a velmi pomalu rostly, bylo jejich odvozeni pomérné
problematické a zdlouhavé. NejlepSich ristovych vlastnosti dosahovaly Kkalusy
odvozené z variety Glauca.

Z divodu omezeného mnozstvi vypéstovaného materidlu bylo mozné stanovit
rustovou kiivku az po jednom roku kultivace ve stabilnich podminkach pfi teploté 25°C,
svételné periodé 16 hodin svétlo/8 hodin tma v subkultivaénim intervalu 5 tydna.
Stanoveni ristové kiivky probihalo u variet Hetzii a Grey Owl v 10. pasazi, u variety
Glauca v 16. pasazi. Kalusy byly odebirany kazdy 7. den béhem Sestitydenni kultivace.
Zjejich rustu byly odvozeny hodnoty vynesené do tab. 1-3. Rustovy faktor jako
hodnota ristu byl pouzit pro sestrojeni rdstovych kiivek. Rilstovd kiivka vznikla
vynesenim ristového faktoru v zavislosti na dnech odbéru.

Z rustovych kiivek (graf 1-3) vyplyva, ze maxima rastu bylo dosazeno ve 35.
dnu kultivace u vSech tii variet. U variet Hetzii a Grey Owl lze uvést, ze konec
exponencialni fdze se nachdzi ve 28. dnu kultivace, potom nésleduje kratka staciondrni
faze. Na rozdil od variety Glauca, u které exponencialni faze pfechazi az do maxima

rustu a u které neni stacionarni faze zfejma. Z téchto vysledkl 1ze doporucit u variet
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Hetzii a Grey Owl 28. den jako vhodny pro pasazovani kultury, u variety Glauca je
mozné pasazovani posunout K dal§imu tydnu. Z uvedenych variet si V rstu nejlépe
vedla Glauca (graf 4), vykazujici nejlepsi rust jiz béhem odvozovani kalust. Varieta
Glauca vykazovala v maximu rastu oproti odridam Hetzii a Grey Owl rozdil 41,03%,
resp. 49,51%.

Jak jiz bylo uvedeno, k nejlepsi indukci kalust ze sterilnich listi Juniperus
chinensis doglo také na SH médiu obsahujicim 3,0 mg.I" a-NAA a 0,2 mg.I™ kinetinu,
pestovano za tmy. Rist kalusu byl zvySen béhem 40 denni kultivace asi 11krat. OvSem
po péti subkultivacich bylo zaznamenano sniZeni proliferace kalusové kultury a
nakonec po deseti subkultivacich az Giplné zastaveni rastu. [44]

Naproti tomu nase prvni vysledky ukazuji, Ze stabilni a homogenni kalusova
kultura Juniperus virginiana byla ziskana az po jednoleté kultivaci za stalych podminek
(teplota, osvétleni, sloZzeni média, Cetnost pasazovani).

Dalsi studie uvadi, ze z jarnich pupend Juniperus communis byla kalusova
kultura odvozena na médiu dle Murashigeho a Skooga doplnéném benzylaminopurinem
0,1 mg.I"* a indol-3-méselnou kyselinou v koncentracich 0,5-4,0 mg.I™. [45]

Mladé vyhonky t#i druhtt Juniperus excelsa, Juniperus horizontalis a Juniperus
chinensis byly kultivovany také na MS a WPM médiu, s pfidavkem rdznych
koncentraci IAA, IBA, 2,4-D v kombinaci s BAP. Nejlepsi tvorba kalusti u vsech tfech
druhi byla zjisténa na WPM médiu doplnéném 0,50 mg.I™ 2,4-D a BAP. [46]

Uvedené rozdily by se mohly zdivodnit mimo jiné i odlisnou genetickou vybavou
rostlinného materialu, ktera mize vyznamné ovlivnit reakci rostlinnych bungk in vitro.

Pro dalsi zavéry ohledné explantatovych kultur Juniperus virginiana je jesté
potieba odvodit suspenzni kultury a stanovit obsah podophyllotoxinu, pfipadné se jesté

pokusit optimalizovat slozeni zZivného média pro zlepSeni ristu kultury.
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7. ZAVER

Z vysledkl prace vyplyva:

1) Byl zvolen vhodny postup sterilizace pro rostlinny material.

2) Byla odvozena kalusova kultura z listd Juniperus virginiana Hetzii, Juniperus
virginiana Glauca a Juniperus virginiana Grey Owl.

3) Zrustovych regulatort ptidavanych ke kultivaénimu SH médiu byla
vyhodnocena jako nejvyhodngjsi kombinace 3,0 mg.I™* o-NAA a 0,2 mg.I™
Kinetinu.

4) Dle rastovych kiivek dosahovaly vSechny tfi variety maxima rtstu v 35. dnu
kultivace. Jako vhodny den pasazovani se u variet Hetzii a Grey Owl jevi 28.
den. U variety Glauca je pasazovani mozné posunout k 35. dnu.

5) Nejlepsiho rastu dosahovala varieta Glauca.
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9. PRILOHA

Obr. 1: Iniciace kalusu u variety Hetzii

.
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Obr. 3 : Hnédnuti kalust variety Hetzii

Obr. 4: Zahnédlé kalusy variety Hetzii
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Obr. 5: Iniciace kalusu variety Glauca
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Obr. 7: Zahnédlé kalusy variety Glauca

Obr. 8: Zahnédlé kalusy variety Glauca
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Obr. 9: Iniciace kalusu variety Grey Owl
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Obr. 11: Kalusy variety Grey Owl

Obr. 12: Hnédnuti kalust variety Grey Owl
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Nazev diplomové prace: Explantatova kultura Juniperus virginiana

Tato prace se zabyva odvozenim kalusovych kultur z listG Juniperus virginiana
(variet Hetzii, Glauca a Grey Owl) a stanovenim jejich ristovych kiivek.

Kultury byly kultivovény pfi teploté 25 °C a svételné period¢ 16 hodin svétlo/8
hodin tma na médiu dle Schenka a Hildebrandta s pfidavkem 3,0 mg.l" a-NAA a
0,2 mg. It kinetinu. Z riistovych kiivek vyplyva, Ze viechny tii variety dosahuji maxima

rustu v 35. dnu kultivace. Nejlepsiho ristu dosahovaly kultury variety Glauca.

44



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of pharmacy in Hradec Kralové
Department of pharmacognosy

Student: Vaclav Piedota

Supervisor: PharmDr. Marie Kasparova, PhD.

Title of diploma thesis: Plant tissue culture of Juniperus virginiana

The derivation of callus cultures from leaves of Juniperus virginiana (varieties
Hetzii, Glauca and Grey Owl) and determination of their growth curves were studied in
this work.

The cultures were cultivated at the temperature of 25 °C and light period of 16
hours light/8 hours dark on the Schenk and Hildebrandt medium with the addition of 3.0
mg.I"" o-NAA and 0.2 mg. I"* kinetin. It is clear from the growth curves, that all three
varieties reached their maximum in growth on 35th day of the cultivation. The best

results were achieved by variety Glauca.
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