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1 UVOD

Rostliny tvofi dilezitou soucast nasi kazdodenni stravy a rostlinné slozky a jejich
vyzivova hodnota byla intenzivné studovana po celd desetileti. Vyssi rostliny jsou
bohatym zdrojem bioaktivnich slozek nebo fytofarmaceutik pouzivanych
ve farmaceutickém primyslu. Uvadi se, ze za poslednich 20 let 61 % novych chemickych
entit (novych aktivnich substanci) pochézi z ptirodnich produkti nebo jejich piiprava
byla pfirodnimi produkty inspirovana. [1, 2]

Vedle zékladnich primarnich metabolit (napt. sacharidd, lipidi a aminokyselin)
jsou vyssi rostliny také schopny syntetizovat Sirokou skéalu sloucenin s nizkou
molekulovou hmotnosti, tzv. sekundarni metabolity. Sekundérni metabolity rostlin
mohou byt definovany jako slouceniny, které nemaji uznatelnou roli pii udrzovéani
zakladnich Zivotnich procest v rostlinach, které je syntetizuji, ale hraji dalezitou roli
v interakci rostliny s okolim. Produkce téchto sloucenin je Casto nizka (méné nez 1 %
suché hmotnosti) a velmi zavisi na fyziologickém a vyvojovém stavu rostliny. [1]

Mnohé¢ z téchto latek nelze ziskat ekonomicky tnosnou chemickou syntézou, a
musi proto byt ziskavany izolaci z volné rostoucich nebo péstovanych rostlin. Tento
zpisob ma vSak sva omezeni, jako jsou napf. sezonnost, zavislost na podminkéach
prostiedi, nebo choroby a skiidci. Jednou z moznosti, jak ziskat pozadované rostlinné
latky, je vyuZiti rostlinnych explantatovych kultur. Charakteristickym problémem
kultivace rostlinnych explantati je nizka produkce sekundarnich metaboliti v kulturach
in vitro. Existuje mnoho faktord, jez mohou vést ke zvySeni produkce, napt. slozeni
kultivaéniho média, typ a koncentrace rdstovych regulatord, prekurzory, svételné
podminky, teplota, imobilizace, elicitace. [3, 4]

Tento problém se tyka i aryltetralinového lignanu podofylotoxinu, ktery byl
puvodné ziskan z rostlin rodu Podophyllum a stejné jako jeho kongenery a derivaty,
vykazuje vyraznou biologickou aktivitu hlavné jako silné antivirové ¢inidlo a jako
antineoplasticka latka. Zatimco tradi¢niho zdroje podofylotoxinu, ohrozeného druhu
indického P. emodi, stale ubyva, poptavka po této sloucening se zvysuje. Proto je nutné
zabyvat se vyvojem kratSich syntetickych cest, vyuZitim biotechnologickych a
enzymatickych pfistupli, manipulaci s biosyntetickou cestou, a ptedev§im hledat
alternativni a obnovitelné pfirodni zdroje. Potencidlnim zdrojem podofylotoxinu miZze
byt mimo jiné Juniperus virginiana L. (Jalovec virginsky), u kterého byla rovnéz

prokézana produkce tohoto sekundarniho metabolitu. [5-7]



V této diplomové praci je sledovan vliv abiotickych elicitorti siranu Zeleznatého a
chloridu olovnatého na produkci sekundarniho metabolitu podofylotoxinu v suspenznich

kulturach Juniperus virginiana L., var. Glauca a var. Hetzii.



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je:
1. Seznameni se s metodikou kultivace a elicitace rostlinnych explantatovych kultur
in vitro.
2. Stanoveni obsahu podofylotoxinu po pusobeni abiotickych elicitorti siranu
zeleznatého a chloridu olovnatého v zavislosti na jejich koncentraci a délce

pusobeni v suspenzni kultute Juniperus virginiana L., var. Glauca a var. Hetzii.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Jalovec virginsky (Juniperus virginiana L., Cupressaceae)

3.1.1 Vyskyt rostliny

Jalovec virginsky (Juniperus virginiana L.) pochazi z vychodnich oblasti Severni
Ameriky, od jizni Kanady po Floridu. Je to velmi proménlivy druh, rostouci jak
na suchych skalnatych ptadach, tak na bazinatych mistech. V pfirodé se vyskytuje
v n¢kolika geografickych varietdch: jednak se Siroce kuzelovitymi tvary korun a
rozlozitymi az previslymi vétvemi (v jizni Casti svého aredlu), jednak s korunou uzce
kuzelovitou az sloupovitou a s vystoupavymi vétvemi, tato varieta se vyskytuje na severu
vychodni ¢asti USA a pochazi z ni vétSina zahradnich kultivarii. Do Evropy byl jalovec
virginsky zaveden jiz pfed rokem 1664. V Evropé se péstuje hlavné v zahradach a

parcich. [8-10]

3.1.2 Botanicky popis rostliny

Jalovec virginsky je strom se Stihlou sloupovitou korunou, dortista vysky az 30 m
(kultivary jsou niz§i), mé hnédocervenou, v dlouhych pruzich se odlupujici borku.
Stfedni ¢ast kmene (jadro) ma v Cerstvém stavu charakteristickou ¢ervenofialovou barvu.
Diky tomuto zbarveni je znam také jako Cerveny cedr. VéEtvicky jsou Ctyfhranné, velmi
tenké, o priméru sotva 1 mm. Listy jsou u mladsich vétvi jehlicovité jen asi 6 mm dlouhé,
ostnité zakoncené, sive, vstiicné, jen ojedin€le po 3 v preslenu, na lici Sedozelené, na rubu
stiibrité. StarSi vétve maji listy pfitisklé, Supinovité, asi 1,5 aZz 2 mm dlouhé, obvykle
zelené aZ modrozelené. Na konci Supinovitych pfiSpicatélych listh Supiny mirn€ odstavaji
a na hibet¢ maji malou zlazku. Sam¢éi kvéty jsou zluté, samici zelené, v malych
chomacich na konci vyhonkd. Tento strom je zpravidla dvoudomy, ziidka jednodomy,
kvete na jate. Dozravaji v bobulovité, Sedozelené, ojinéné nepraveé plody (tzv. galbulus),
5-6 mm velké. Plody dozravaji v prvnim roce a obsahuji 1-2 semena. [8-12]

Existuje kolem 40 vnitrodruhovych variet jalovce virginského, které se lisi
pfedevSim svym tvarem nebo vzristem a barvou listd. Najdeme v nich jak sloupovité
druhy, tak 1 ketovité, Siroce rozlozité¢ a poléhavé. V této praci byla suspenzni kultura

odvozena z nasledujicich variet [13]:



- Juniperus virginiana, var. Glauca — vySka 5-10 m; sloupovity,
rychle rostouci, husté vétveny; Sedomodré az Sedozelené listy, Supinaté, malg,
ptitisklé, uvnitt rostlin ojedinéle také jehlicovité.

- Juniperus virginiana, var. Hetzii — vySka 3 m, Sitka 6 m; kefovity
s rozlozitymi vétvemi, na konci nékdy mirné pirevislymi; modrozelené listy,

Supinovité vzacné pentlicovité.

Obr. 1: 2 — vétvicka Juniperus virginiana, 2a — ¢ast vétvicky, 2b — galbulus [12]

3.1.3 Vyuziti

Americti indiani pouzivali galbuly a listy jalovce pfi 1écbé nachlazeni,
revmatismu, bronchitidy, aft. Dale slouzili jako diaforetikum, antiparazitikum, c¢i
k o€istnym ritudlim. Mladé olisténé vétvicky byly uvedeny v americkém I€kopisu
1820-1894 jako diuretikum. Jalovec virginsky diive tvofil ve své domovské oblasti
rozsahlé porosty, avSak oblibenost jeho ¢erveného a vonného dieva (tzv. Cerveny cedr),
citelné poznamenala jeho soucasné rozsiteni.

Dievo je velmi vhodné pro vyrobu tuzek, protoze se pii ofezavani nelame a ma
velmi stejnomérnou strukturu, kterd se snadno opracovava. Dale se vyuziva k obkladani

stén ¢i k vyrobé nabytku. Dievo z vychodniho ¢erveného cedru bylo po celé generace



vyuzivano pro svou schopnost odpuzovat hmyz, ktery poskozuje odév. Destilaci dfeva
ziskany étericky olej se pouziva jako slozka pfi vyrobé kosmetiky, parfémi, mydel a
lestidel. Oblibené jsou vsak rtizné kultivary, péstované v zahradach, a to jak sloupovité

tvary, tak rozsochaté ¢i previslé kete. [9, 10, 14-17]

3.1.4 Obsahové latky

Juniperus virginiana L. obsahuje dva dilezité piirodni produkty: esencidlni olej a
podofylotoxin. Jejich obsah je odlisny v riznych ¢astech rostliny. Bylo prokéazano, ze
jadro jalovce obsahuje podstatné vyssi mnozstvi oleje nez dievo. Star$i stromy maji
v jadru vice oleje nez mladsi stromy a jalovcové ktira a listy obsahuji podstatné nizsi
obsah oleje nez jalovcové dfevo. Vyznamné rozdily v listovém oleji Juniperus
virginiana L. byly hlaSeny také mezi pohlavimi a mezi stanovisti v rdmci jedné zemépisné
oblasti. Silice jalovce se sklada az z 200 slozek, tvofenych pievazné monoterpeny a
seskviterpeny. Jednotlivé ¢asti rostliny maji rizné zastoupeni sloZek s rliznym obsahem.
Cedrol, thujopsen, cedren, a- a f pinen, elemol, felandren, safrol, limonen, terpinen-4-ol
patii mezi nejvice zastoupené slozky. Mezi dalsi obsahové latky zastoupené v jalovci
virginském se fadi flavonoidy, cukry, organické kyseliny, tfisloviny, vitaminy, mineraly,
pryskyficie a lignany — podofylotoxin, a- a - peltatin a dalsi. Pfitomnost podofylotoxinu
byla doké4zéana v listech. Vyssi podil této substance byl zaznamenan u starSich jedincil bez

ohledu na pohlavi. [14-16, 18, 19]

3.1.5. Podofylotoxin

Podofylotoxin je nejastéji pouzivany aryltetralinovy lignan mezi stovkami
ptirodnich  rostlinnych  lignand.  Lignany jsou  biosynteticky  odvozeny
z fenylpropanoidové biosyntetické drahy. Dostupnost tohoto lignanu se stava stale
omezen¢jSi vzhledem k vzacnému vyskytu jeho pfirodnich zdroji a také proto, Ze

syntetické ptistupy k jeho vyrobé¢ jsou stale komeréné nepftijatelné. [6, 7, 20]

3.1.5.1 Zdroje podofylotoxinu

Hlavnim zdrojem podofylotoxinu je rod Podophyllum celedi Berberidaceae.
Oddenky této rostliny jsou hlavnim zdrojem pryskytice zvané podofyllin. Podofyllin je

smés né€kolika lignand, jehoz hlavni sloZkou je podofylotoxin. Mezi dal§imi obsaZenymi

6



lignany jsou 5-methoxypodofylotoxin, podofylotoxon, 4’-demethylpodofylotoxin a a- a
B-peltatin. Podofylotoxin je také syntetizovan v rostlindch jinych rodd, vcetné
Jeffersonia, Diphylleia, Dysosma, Catharanthus, Polygala, Anthriscus, Linum a
Juniperus. [5, 20, 21]

Dostupnost podofylotoxinu izolovaného z rostlin je omezena z divodu vzacného
vyskytu rostliny v dusledku intenzivni sklizné z pfirody a nedostatku organizované
kultivace. Rostliny maji navic dlouhou juvenilni fazi, Spatnou produkci ovoce a pomalou
regeneraci, kterd je zodpovédna za , kriticky ohrozeny* stav rostliny. Chemicka syntéza
podofylotoxinu a jeho derivatl je velmi komplikovana a pon€kud obtizna. [6]

Pribézny vyzkum lignantt v rodu Podophyllum je v soucasné dob& zaméten
na optimalizaci struktury s cilem generovat derivaty s vynikajicimi farmakologickymi
profily a Sir§im terapeutickym rozsahem a vyvojem alternativnich a obnovitelnych zdroji
podofylotoxinu. [7]

Byla popsana produkce podofylotoxinu pomoci biotechnologie, kterd zahrnuje
tkanovou a organovou kulturu, bunécnou suspenzni kulturu a transgenni chlupatou
kotenovou kulturu. Tyto biotechnologické metody vSak vyzaduji zlepSeni kultivacnich

podminek a obsah podofylotoxinu je vyrazné nizsi ve srovnani s pfirodnimi rostlinami.

[6]

3.1.5.2 Biologicka aktivita

Lignany vyskytujici se v podofylinu vykazuji vyraznou biologickou aktivitu
hlavné jako silné antivirova ¢inidla a jako antineoplastické latky. JelikoZ je podofylotoxin
prilis toxicky pro 1é¢bu neoplastickych onemocnéni u lidi, pouziva se jako prekurzor pro
chemickou syntézu semisyntetickych antineoplastickych 1é¢iv, etoposidu, etopofosu
(etoposid fosfatu) a teniposidu, které jsou uspésné aplikovany. [7, 20-22]

Pocatecni oc¢ekavani tykajici se klinického vyuziti podofylotoxinu byla sniZzena
pfevazné diky jeho nepfiijatelné gastrointestindlni toxicité. Vyzkumni védci dlouho
spekulovali o tom, Ze nesteroidni terapeuticky index podofylotoxinu miize byt vysledkem
jeho nerozpustnosti a neptedvidatelného systémového chovani. Tyto vlastnosti vedly
védeckou obec k tomu, aby prozkoumala moZnost, Ze by se podofylotoxinové lignany
mohly vyskytovat ptirozené jako glukosidy. Jelikoz jsou glukosidy vice hydrofilni, jsou
mén¢ toxické nez aglukony, ale jejich cytostatickd aktivita se také snizuje ve stejném

stupni. Proto byly provedeny cetné modifikace zakladni kostry podofylotoxinu, a to mé¢lo



za nasledek klinické zavedeni etoposidu a teniposidu, coZz jsou cytostatické
(antimitotické) glukosidy. [20]

Tyto semisyntetické derivaty podofylotoxinu hraji dilezitou roli v 1€¢b¢ rakoviny
plic, riznych leukemickych a jinych solidnich nadorii. Etoposid se pouziva v kombina¢ni
terapii u refrakternich, testikularnich, lymfoidnich a myeloidnich leukémii a u karcinomti
zaludku, vaje¢nikti, mozku, prsu, pankreatu a malych i velkych bunék. Teniposid se
pouzivd mén¢ cCasto nez etoposid, a to hlavné k 1écbé lymfomut. Dalsi derivaty
podofylotoxinu (etopofos, NK611, TOP 53, GL 311) vykazuji také antirevmatickeé,
projimavé, antioxidacni, antitrypanozomalni, insekticidni vlastnosti a uc¢inky proti
receptoru pro melanokortin-4. [7, 20-22]

I kdyZ je podofylotoxin sam o sobé& pfili§ toxicky pro terapeutické pouziti, je
pouzivan lokalné na topickou lécbu genitilnich bradavic (Condyloma acuminata),
periandlnich a dalSich typt bradavic. Terapeutickd hodnota podofylotoxinu jako
inhibitoru mitézy ma i jiné lécebné aplikace, vCetn¢ pouziti jako antimalarickych a
antifungalnich ¢inidel s imunitni modulatorovou aktivitou. Pouziva se také k 1écbé
choriovych karcinomt, Kaposiho sarkomu, lymfomt a malignich melanomd. [7, 20-22]

Podobnost mezi zpisobem plsobeni aryltetralinovych lignanti jako
protinddorovych a antivirovych ¢inidel je pozoruhodnd. Diky své schopnosti vazat
tubulin tyto lignany narusuji buné¢ény cytoskelet, a tak interferuji s replikaci viru. Kromé
vazby na tubulin vykazuji syntetické analogy podofylotoxinu inhibici reverzni
transkriptazy, kterd mtze byt vyuzita k selektivnimu potlaceni virt RNA, jako je virus

lidské imunodeficience (HIV). [7, 20]

3.1.5.3 Mechanismus aéinku

Podofylotoxin pulsobi jako jed déliciho vieténka, vaZze mikrotubuly a zpisobuje
mitotickou zéastavu v metafdzi, coZz mad za nésledek jeho protivirovy ucinek. De¢lici
vieténko, slozené z mikrotubuld, je dilezitou slozkou pro bunééné déleni. Mikrotubuly
jsou utvareny polymerizaci a a § tubulinovych jednotek. Podofylotoxin zhorsuje tvorbu
mikrotubull vazbou na dimer o/B-tubulinu. Tim se zastavi tvorba mikrotubulli, zatimco
depolymerace stale pokracuje. Rovnovdha mezi dimery tubulinu a mikrotubuly je
narusena, a proto je bunécné d€leni inhibovéano. [7, 20, 23, 24]

Méné toxické semisyntetické derivaty podofylotoxinu vykazuji jiny mechanismus

ucinku nez podofylotoxin. Derivaty neinterferuji s tvorbou mikrotubulfi, ale inhibuji



topoizomerazu II a vedou ke dvojvldknovym zlomim DNA. Topoizomeraza je enzym,
ktery zodpovida za kontrolu topologického stavu DNA, s vyznamnou roli béhem
replikace DNA. Topoizomerazy délime do dvou skupin. Topoizomeraza I rozstépuje
jedno vldkno DNA, kdeZzto topoizomeraza II rozstépuje obé vldkna dvousSroubovice
DNA. Predpoklada se, ze derivaty podofylotoxinu se nejprve vazi na DNA, coz zlepSuje
vaznost k topoizomeraze II a tim vznikd komplex vytvarejici dvouvldknové zlomy DNA.
To nakonec vede k zastavé bunécného cyklu v pozdni S a rané G2 fazi a smrti bunky

predtim, nez vstoupi do meiodzy. [7, 20, 23, 24]
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Obr. 2: Mechanismus a mista ptisobeni podofylotoxinu a jeho derivati. [20]



3.1.5.4 Chemicka struktura

Molekula podofylotoxinu se ¢tyfmi chirdlnimi uhliky na pozicich 1-4 se sklada
z péti kruhti znacenych pismeny A-E. Kruhy A-D tvofi téméf planarni atvar. Do kraji
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 o konfiguraci mé urcity stupen volné otacivosti. Stereochemické vlastnosti
na uhliku 4 urcuji afinitu molekuly k tubulinu. [21]

Kruh A neni pro uc¢inek nezbytny, ale jeho modifikacemi se snizuje ucinek.
Uskupeni s dioxolem se proto jevi jako optimélni. Modifikace na kruhu B vedou ke ztraté
ucinku. Kruh C je hlavnim mistem strukturdlnich zmén. 4- hydroxy epimer mé o tad
mensi aktivitu. Aromatizaci se ucinek ztrdci. Soucasna epimerizace a zavedeni
objemného substituentu na uhliku 4 vSak vede ke zvySeni topoizomerdzové aktivity.
Laktonova skupina v kruhu D neni nutnd, ale zmény v tomto kruhu vedou ke snizeni
ucinku molekuly. Trans uspofadani (2a, 3B) mezi kruhy C a D ma zasadni vyznam pro
biologickou aktivitu. Kruh E musi mit volnou otacivost a byt v o konfiguraci.
Demethylaci na uhliku 4" vzniké derivat s vyssi protinadorovou aktivitou. V této pozici

je také mozné pripravit derivaty ve formé proléciv. [7, 21]
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Obr. 3: Chemicka struktura podofylotoxinu a jeho derivatl etoposidu a teniposidu [24]
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3.1.5.5 Biosyntéza

Lignany jsou dimeriza¢ni produkty meziproduktli fenylpropanoidové drahy
spojené¢ centralnimi uhliky jejich postranniho fetézce. Biosyntéza lignani pochazi
z fenylalaninu, tyrosinu, kyseliny skoficové a kyseliny kumarové atd., které jsou
pfeménény na koniferylalkohol, kumarylalkohol a cinnapylalkohol metabolizaci
fenylpropanoidi prostfednictvim riiznych meziprodukti. [20]

Na zdkladé¢ studii bylo zjisténo, ze koniferylalkohol, vznikajici
fenylpropanoidovou cestou pies drahu kyseliny Sikimové, je pravdépodobné klicovym
prekurzorem biosyntetické drahy podofylotoxinu. Dvé molekuky koniferylalkoholu se
prevadi dimerizaci na B-uhliku na (+)-pinoresinol. Sekvenc¢ni stereoselektivni redukci
(+)-pinoresinolu  se  pak postupné vytvaii (+)-lariciresinol  nasledovany
(-)-secoisolariciresinolem. Poté dochdzi ke stereoselektivni dehydrogenaci a cyklizaci
(-)-secoisolariciresinolu za vzniku (-)-matairesinolu. Dalsi kroky vedouci az k prvnimu
aryltetralinovému  derivatu, deoxypodofylotoxinu, nejsou doposud znamy.
(-)-matairesinol je pravdépodobné déale pfeménén na yatein nebo 4'-demethylyatein, které
jsou pfislusné transformovany na podofylotoxin nebo B-peltatin prostfednictvim

prislusnych chinomethanovych meziproduktu. [7, 20, 21, 23]
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3.2 Explantatové kultury rostlin

Explantatové kultury rostlin (kultury rostlinnych explantatll) znamenaji
aseptickou kultivaci izolovanych ¢asti rostlin za umélych podminek. V praxi to znamena
oddg¢lit ze steriln€ napéstované nebo povrchové sterilizované rostliny (intaktni rostliny)
urCitou ¢ast, umistit ji do sterilniho prostiedi a kultivovat za vice ¢i méné definovanych
podminek. [25]

Technologie bunéénych kultur rostlin byly zavedeny na konci Sedesatych let
minulého stoleti jako mozny nastroj pro studium a produkci rostlinnych sekundarnich
metabolitl. Systémy rostlinnych bunécnych kultur pfedstavuji potencialni obnovitelny
zdroj cennych 1é¢ivych sloucenin. Moznost produkovat tyto latky pomoci explantatovych
kultur vychazi ze skuteCnosti, ze kazdd somaticka (t€lni) bunka vice ¢i méné
specializovanych rostlinnych pletiv je totipotentni. To znamend, Ze obsahuje kompletni
genetickou vybavu celé rostliny. AvSak aby bylo mozné vytvatet explantatové kultury,
které by produkovaly zadané latky, je tieba vyfesit mnoho naro¢nych problémd. [26, 27]

Ve srovnani se ziskavanim téchto latek z intaktnich rostlin ma jejich produkce
rostlinnymi butikami péstovanymi in vitro nékteré prednosti [26, 27]:

e UZite¢né slouceniny mohou byt produkovany za fizenych podminek nezavisle

na klimatickych a pidnich podminkach.

e Jsou vylouCeny negativni biologické vlivy, které ovliviluji produkci
sekunddrnich metabolitd v pfirodé. Kultivované buiikky jsou prosté
mikroorganismu 1 hmyzu, které napadaji rostliny.

e Mohou byt péstovany buiiky rostlin libovolného ptivodu, a to kontinudlné
po cely rok.

e Ke zvySeni produkce Zadanych latek 1ze vyuzit metod selekce na bunécéné
urovni.

e Ziskany material dosahuje uniformity, jaké nelze v pfirodnich podminkach
nikdy dosahnout.

e Kultury buné¢k mohou produkovat i slou€eniny, které se v rostlin€ nevyskytuji.
Tak byly napf. nalezeny nové latky s antimikrobni aktivitou nebo novy
inhibitor protedz. Casto jde o sloudeniny zatim neznamé struktury a

s neznamou biologickou aktivitou.
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3.2.1 Zakladni pojmy

Rostlinny explantat — kazdy fragment zivého pletiva, cely organ nebo komplex
organd, odebrany z intaktni rostliny nebo z jiz existujici kultury s cilem péstovat jej
v podminkdch in vitro.

Kultivace in vitro — péstovani rostlinného materidlu v podminkach co nejuplné;ji

definovatelnych po strance chemické 1 fyzikdlni a zabranujicich nezadouci

kontaminaci cizorodymi zivymi organismy a buiikami.

Kultura rostlinnych explantati — rostlinné explantaty péstované po urcitou dobu in

vitro. Tyto kultury lze podle morfologické charakteristiky zafadit do néckteré

z nasledujicich péti kategorii:

1. Kultura organova — organové systémy, orgdny, resp. jejich zaklady ¢i c¢asti,
pestované v podminkach in vitro zptisobem, ktery umoznuje jejich diferenciaci a
v celku zachovava jejich stavbu a funkei.

2. Kultura tkanova — do rizného stupné soudrzné, morfologicky desorganizované
mnohobunécéné komplexy tkan€, pomnozované bud’ na polotuhych ¢i pevnych
nosicich, nasycenych zivnym médiem nebo vyjimecné v tekuté zivné pude.

3. Kultura suspenzni — volné bunky a bunééné shluky spoleéné pomnozované,
suspendované v tekuté zivné ptid¢, promichavané a provzdusiované.

4. Kultura bunééna — volné jednotlivé a identifikované bunky, resp. jejich nejblizsi
potomstvo, pomnozované v tekuté ¢i polotekuté ptidé nebo na nosic¢i nasyceném
pudou.

5. Kultura protoplastii — kultura bun¢k zbavenych bun&cnych stén, kde bunécny
obsah neni obalen pevnou bunéénou sténou, ale jen pruznou, elastickou
plasmolemou.

Primarni explantat — rostlinny explantat odebrany pfimo z intaktni rostliny.

Primarni kultura — kultura primarnich explantatu.

Subkultivace, pasaZovani — pienos celé kultury nebo jeji ¢asti do Cerstvé zivné pudy

s cilem obnovit, zachovat ¢i zesilit rist kultury po dalsi subkultiva¢ni interval.

Subkultivacni interval — obdobi mezi dvéma po sob¢ nésledujicimi subkultivacemi

kultury.

Subkultivacni ¢islo — pofadové ¢islo, udavajici, kolikrat byla kultura pasdZzovana

od svého zaloZeni z primarniho explantatu ¢i jiz existujici kultury.
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Rozpadavost kultur — schopnost tkanovych ¢i suspenznich kultur spontanné se
rozpadat na bunécné shluky a volné bunky, schopné dalsiho ristu, resp. pomnozovani.
Kalus (zaval, svalec) — v plvodnim vyznamu neorganizované pletivo, vzniklé
¢innosti sekundarnich meristémt po poranéni rostliny, v pfeneseném vyznamu
pletivo, které vznikd na povrchu nenddorovych primarnich explantat a je schopné
subkultivace.

Kalusova kultura — kultura kalusu in vitro.

Diferenciace — chemické a strukturalni zmény v jednotlivych bunikach a pletivech,
jimiz se odlisily od tzv. eumeristematického stavu a ziskaly jinou specializaci. Opacny

proces se nazyva dediferenciace. [28]

3.2.2 Odvozeni a udrzovani kultury

Byla vypracovana metodologie pro vytvaieni a péstovani bunéénych kultur
odvozenych z tkani vyssich rostlin. Pouzivaji se dva typy bunéénych kultur — kalusové a
suspenzni. Zakladnim ptfedpokladem pro vytvoreni bunécné kultury je vybér vhodné
matecné rostliny. K odvozeni priméarnich explantati je vyhodné pouzit odlisnych ¢asti
riznych rostlin, ziskanych znékolika lokalit, a plné vyuzit moznosti bunééného
klonovani. Je nutné vyc€lenit vykonné bunécné klony s vysokou produkei metabolitu a
majici pfijateln€ vysokou rychlost ristu. [27, 28]

Tvorba kalusové kultury je vétSinou pocatecnim stadiem pro oba typy kultur
rostlinnych bunék. Vychazi se z roziezanych kouskll z poranénych sterilnich ¢4sti rostlin,
které se inkubuji na pevném zivném médiu (agar). Vznikd nepravidelny vyristek bunek,
zvany kalus. Pres fadu subkultur 1ze pak zaloZzit nezavisle rostouci kalusovou kulturu.
Zménou kombinace fytohormont v kultivaénim médiu se snizi vzajemna piilnavost
bunék; pak lze tfepanim kalusu v kapalném médiu uvolnit jednotlivé bunky, které rostou
a vytvafeji suspenzni kulturu. Hlavni vyhodou suspenzni kultury je velmi rychly rist
bunek, coz je zpiisobeno lepsim kontaktem s zivhym médiem. [27]

Suspenzni kulturu rostlinnych bunék 1ze udrzet dlouho. Bézné se ptenasi 5-10 %
inokula do cerstvého média po 2-4 tydnech. Rist v suspenzi je obvykle rychlejsi nez
v agaru, trva n¢kolik dni, kdeZto ve ztuzeném médiu lze plného vyvoje dosdhnout az
po fadé tydnt. K delSimu pfechovavani kmene kultivovanych bun€k se bézné pouziva

forma kalusu. Je moZno jej udrzovat kultivaci na agarem ztuzeném médiu bez rizika
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kontaminace. Vyrustajici kalus se po pfevedeni do michaného kapalného média opét

rychle rozpada a kultura se vraci do ptivodni formy bunééné suspenze. [27]

3.2.2.1 Bunécné suspenzni kultury

Bunécné suspenzni kultury predstavuji relativné homogenni populaci bunék nebo
malych bunéénych agregatii, které jsou kultivovany v pohybujicim se tekutém zivném
médiu. Hlavni vyhodou suspenzni kultury je velmi rychly rast bunék, coz je zptisobeno
piimym kontaktem s zivnhym médiem, takze jeho jednotlivé slozky jsou jim rychle
pfistupne.

Ke kultivaci bunéénych suspenzi se pouzivaji rizné kultivaéni systémy.
Pro vSechny je spole¢né pouzivani pohybujicich se tekutych Zivnych médii. Pohybem
média se dosahuje jeho aerace, zajiStuje se lepsi pfistup Zivin k jednotlivym buiikdm a
napomaha se rozpadu bunéénych shluki, které vznikaji pti déleni bunck. Pohyb je
zajistovan umisténim kultiva¢nich nadob na roller (v Sikmé roviné se otacejici plocha)
nebo na tfepacku (pohyb ban€k je v horizontalni roving€). Pro kontinudlni kultivace
bunécnych suspenzi se pouzivaji rizné typy bioreaktort, kde je pohyb média zajistovan
bud’ michadlem anebo probubldvanim sterilniho vzduchu.

Rist bunééné suspenze v uzavieném systému probiha v nékolika fazich. Tyto faze
jsou charakterizovany tzv. ristovou kiivkou, kterou ziskdme grafickym zndzornénim
zavislosti nékteré z ristovych charakteristik suspenze (Cerstvda hmotnost, pocet bunek,
susina atd.) na Case [25]:

1. Lag faze — pomaly rlst bunécné suspenze tésné po naockovani (obdobi
pfizplsobeni se naockovanych bun€k novému prostiedi)

2. Exponencialni faze — velmi intenzivni nariist bunék v suspenzi (buiiky rostou
stale stejnou maximalni rychlosti)

3. Stacionarni fiaze — pokles, popfipad¢ uplné zastaveni ristu bunék, které je
limitovano nedostatkem zivin vyCerpanych z média béhem exponencidlniho
rastu.

4. Faze odumirani — postupné odumirani buné€k (sniZzeni pH a hromadéni toxickych

4

produkt bunééného metabolismu)
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3.2.3 Kultiva¢ni podminky

3.2.3.1 Zivné médium

Pro optimalizaci kultivace rostlinnych kultur byly zkoumany a nésledné

stanoveny optimdlni podminky, které jsou zajistény sloZzenim zivného média, vétSinou

voleného tak, aby podporovalo rist a déleni bun€k. Pro zdravy a energicky rist je tieba,

aby rostliny piijaly z pady [25, 27-29]:

1.

Makronutrienty

Predstavuji smés anorganickych latek jako hlavni Ziviny rostlin. Jedna se o ionty
dusiku (N), draslik (K), vapnik (Ca), fosfor (P), hot¢ik (Mg) a siru (S). lonty se
do zivného media pfidavaji nejcastéji ve forme soli.

Mikronutrienty

Jsou to stopové prvky vyzivujici kultury. Mezi esencialni mikronutrieny patii
zelezo (Fe), bor (B), mangan (Mn), molybden (Mo), méd’ (Cu), zinek (Zn), jod (I)
a chlor (CI).

Zdroje organického uhliku

Rostlinné tkané kultivované in vitro vyuzivaji uhlik jako zadkladni stavebni
jednotku pro nové vznikajici tkan. Jako nejcastéjSi zdroj uhliku a energie je
pouzivana sachar6za. V nékterych ptipadech je mozné sacharézu nahradit
glukozou ¢i fruktdézou. Obvykle pouZivand koncentrace sachardzy v kultivaénim
médiu je 2-3 %.

Vitaminy

VétSina rostlinnych tkanovych kultur miZze sama syntetizovat vSechny potifebné
vitaminy, ale jejich mnoZzstvi ¢asto neni dostacujici. Vitaminy jsou pro rostlinu
nezbytné jako katalyzatory fady metabolickych procest. Nejvétsi vyznam maji
vitaminy skupiny B (pfedevS§im thiamin), bios faktory (myo-inositol, biotin),
vitamin C a kyselina nikotinova.

Regulatory ristu rostlin

Nedefinované smési prirodnich latek

Do tkanovych kultur mohou byt ptidavany dalsi pfirodni latky, jako je kokosové
mléko, extrakty z konského kastanu, vlasského otfechu, kukufice, pSenice atd.,

které obsahuji aminokyseliny, organické kyseliny, cukry, inositol a dalsi latky.
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3.2.3.2 Riistové regulatory

Kazda rostlina vytvaii jak latky stimulujici, tak i latky inhibujici rst svych
organi. Tyto latky oznacované jako fytohormony jsou pak komplexem podminek
prostiedi nezbytné k dosazeni harmonické celistvosti rostlinného téla. VétSina
fytohormontl je syntetizovana na vice mistech v rostliné. Fytohormony jsou vyrazné
mén¢ specifické nez hormony zivocisné: kazdy z fytohormont ovlivituje n¢kolik Casto
odlisnych procesti a naopak, tyz proces byva ovlivnén vétSim poctem riznych latek.
[30, 31]

Mechanismus u¢inku hormonu spociva ve vazbé na receptor (protein).
Fytohormon se muize vazat na receptor umistény na membran¢ a signal je pak dale
do bunky pfendSen systémy ,,druhych posli* (second messenger) nebo fytohormon
pronikd do bunky, vaze se na vazebné misto v cytoplazmé a takto vznikly komplex
pronika do bunééného jadra, kde vyvola zménu v expresi nékterych gent. [30, 31]

Ristové regulatory pouzivané v kultivacnich médiich mizeme rozd¢lit do &ty

zékladnich skupin: [25]

1. Auxiny
Pfi metabolismu proteini vznika riistova latka nazvana auxin. Mezi jeji hlavni
fyziologickeé ucinky patii stimulace prodluZovaciho riistu, stimulace zakofefiovani
a déleni bun€k a ma vliv i1 na apikdlni dominanci. Diky témto vlastnostem se
auxiny pouZzivaji ke stimulaci zakofenovani fizkl. V kultivaénim médiu jsou
pouzivany predevsim za ucelem stimulace rstu kalusu a bunék. [25, 30, 31]
Auxiny lze rozdé¢lit na pfirozené a syntetickd analoga. Mezi pfirozené se
vrostlinach  vyskytujici  patfi  kyselina  indolyl-3-octovd,  kyselina
indolyl-3-maselnd, kyselina 4-chlor-indolyl-3-octova a kyselina fenyloctova.
Syntetické auxiny s U€inky podobnymi ucinkiim kyseliny indolyl-3-octové
zahrnuji [30]:
- Naftalenové kyseliny: a-naftyloctova kyselina
- Chlorfenoxykyseliny: kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
- Benzoové kyseliny

- Derivaty kyseliny pikolinové: picloram
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2. Cytokininy
Jejich nejbohatSim zdrojem je autoklavovana DNA, ze které byl jako ucinna latka
izolovan a identifikovan 6-furfurylaminopurin (6-furfuryladenin, kinetin).
Na zdklad¢ vysledkl testovani biologické aktivity kinetinu byly cytokininy
definovany jako latky, které v pfitomnosti auxint indukuji buné¢éné déleni neboli
cytokinezi. Vyrazn¢ podporuji diferenciaci pupenti, umoziuji regeneraci organd,
potlacuji apikalni dominanci a zpomaluji starnuti. V soucasné dobé zname vice
nez 30 pfirozenych cytokinini mezi né¢z krom¢ Kkinetinu patii zeatin,
benzylaminopurin a adenin. Cytokininy se pouzivaji v kultivacnich mediich
za ucelem stimulace bunécného déleni a pii morfogenezi tkdnovych kultur, kde

spolu s auxiny umoziluji regeneracni proces. [25, 30, 31]

3. Gibereliny
Gibereliny jsou terpenoidni slouceniny s charakteristickym giberelinovym
skeletem. Tvofi se pravdépodobné ve vSech rostlinnych organech. Nejvyssi
hladiny giberelini nachdzime v mistech aktivniho rastu a nové se tvoficich
organt. Stimuluji prodluzovaci rist, ale na rozdil od auxind pouze u nadzemnich
casti rostlin. Déle indukuji kveteni u dlouhodennich rostlin a stimuluji kliceni.
Nejvice se vyuZzivaji v ovocnafstvi, aby se zvysilo nasazeni plodi. Do média
se pfidavaji za ucelem stimulace rdstu bunéfnych kultur pfi nizké hustoté

suspenze a ke stimulaci rtstu kalusu. [25, 30, 31]

4. Kyselina abscisova
Kyselina abscisova patii k terpenoidnim inhibitorim. V rostlinach inhibuje
ristové a vyvojové procesy, jako je prodluzovani ristu, urychluje starnuti listd,

jejich opad a vstup do vegetacniho klidu. [30, 31]

Mezi rostlinné hormony patii také etylen. Etylen méa mezi fytohormony zvlastni
postaveni, protoze ve fyziologické koncentraci mize plsobit jako stimulator i jako
inhibitor. Je to plynny hormon, ktery se rozpousti v cytoplazmé, kde ma sva specificka
vazebna mista. Inhibuje prodluzovaci rist, a naopak stimuluje rtist radidlni. Muze byt
uvolnén do atmosféry a ovlivnit tak rostliny ve svém okoli. Toho se vyuziva pro urychleni

zrani plodu.
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Mimo tyto fytohormony existuje v rostlindich mnozstvi latek s ristové regulacni

aktivitou, které¢ mezi hormony fazeny nejsou, nebot’ jsou uc¢inné ve vyssich koncentracich

nebo nezname dostateCné obecnost jejich plisobeni. Jsou to zejména brassinosteroidy,

polyaminy, kyselina jasmonova, oligosacharidy a velka skupina fenolickych latek.

130, 31]

3.2.3.3 Fyzikalni podminky kultivace

Na explantaty maji vliv i dalsi faktory, které je mozno in vitro snadno regulovat,

a které vytvaii podminky kultivace [28, 30]:

1.

Svétlo

V zavislosti na svétlo dochazi casto v kulturach ke zméné intenzity biosyntézy a
akumulace sekundarnich metabolitl, coz je v mnoha pftipadech spojeno
s anatomickou diferenciaci. Svétlo mize byt také indukénim faktorem nékterych
biosyntetickych pochodt napt. syntézy flavonoidi, anthokyant atd. Na produkci
sekundédrnich metaboliti ma vliv vlnova délka svétla, jeho kvalita, intenzita a
fotoperioda. Svétlo rovné€z miiZze ovliviiovat organovou diferenciaci.

Teplo

Kultiva¢ni teplota je jednim z faktorti ovliviiyjicich pribéh kultivace. Kazda
metabolickd reakce je charakterizovana teplotnim koeficientem, ktery uvadi
o kolik se zméni rychlost reakce, zménime-li teplotu. Teplota kultivace je
vetSinou zvolena v tésném rozmezi kolem 25 °C. Jeji hodnota ma vliv na dobu
znasobeni poctu bunék a jeji zvySeni mize indukovat organogenezi kultur.
Acidita Zivného média

U rostlinnych tkanovych kultur neni bezpodmine¢né nutna piesnd hodnota pH
zivného média. Optimalni hodnota pH Zivného média je zavisla na typu kultury.
Roztoky byvaji obvykle slabé kyselé (5,5 — 6,0). Na tyto hodnoty se v piipadé
potieby upravuji plady pfidanim hydroxidu sodného nebo kyseliny

chlorovodikové.

3.2.4 Biotechnologické vyuziti

Vyse popsané metody vsadkové kultivace ve formé kalusu na tuhém médiu ¢i

suspenze bunék v bankach na tfepacce nebo rolleru jsou vSak malo vhodné pro ziskani
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dostatecného mnozstvi biomasy pro biotechnologické zpracovani. Pro biotechnologické

vyuziti biomasy ziskané péstovanim explantatovych kultur pfichazi v tivahu predevsim

produkce raznych primyslové vyuzitelnych sloucenin, pfedevsim sekundarnich

metabolitl. [27]

Kromé vyznamné role v zdkladnim vyzkumu maji explantatové kultury dalsi

vyuziti v zemédelstvi a primyslu. V zeméd€lstvi slouzi k mnozeni, Slechténi a

ozdravovani rostlin. Rostlinna biomasa by v zeméd¢€lstvi mohla byt vyuzita i pro krment,

coz ale znemoznuje jeji pomaly rast. Z rtiznych aplikaci jsou dilezité zejména [28]:

1.

Vegetativni mnozeni umoziujici rychlé ziskéani tisicti shodnych rostlinnych
jedinct.

Meristémové kultury, které umoziuji ziskani ozdravenych bezvirovych rostlin.
Pylové kultury umoznujici ziskdni haploidnich rostlin a od nich odvozenych
¢istych linii pro Slechtitelské ucely.

Fuze protoplasti téhoz nebo rtizného druhu umoziujici tvorbu somatickych
hybrid (bun¢k nebo celych rostlin) s vlastnostmi epigenetické povahy z jin¢ho
druhu (pfenos samci cytoplasmatické sterility, rezistence apod.).

Tvorba rtiznych regenerovanych rostlin, coz umoziuje vyuziti polymorfismu
ve Slechtitelském programu a selekce produkénich klond na urovni izolované
buiky.

Genové inZenyrstvi u izolovanych bun¢k nebo protoplastil pro zavedeni novych

vlastnosti do rostliny.

Rostlinné buiiky obsahuji mnoho enzyml vyuzitelnych pro specifické

biotransformace ptirozenych i nepfirozenych prekurzort. Proto je problematika aplikace

rostlinnych bunéénych kultur pfi ziskdvani terapeuticky vyznamnych latek ptirodniho

puvodu perspektivni oblasti farmaceutické biotechnologie. [28]
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3.3 Elicitace

Rostliny a rostlinné bunky in vitro vykazuji fyziologické a morfologické reakce
na mikrobidlni, fyzikalni nebo chemické faktory, které jsou znamé jako "elicitory".
Elicitor miize byt definovan jako latka, kterd pii zavadéni v malych koncentracich
do systému zivych bunék iniciuje nebo zlepsuje biosyntézu specifickych sloucenin. [1]

Rostliny syntetizuji rozmanité strukturné komplexni chemické slouceniny
s nizkou molekulovou hmotnosti, obecné znamé jako sekundarni metabolity. Sekundérni
metabolity maji velmi dualezitou roli v interakci rostlin s prostfedim a umoziuji jejich
existenci a vyzivu. Elicitace je technika, kterd zahrnuje exogenni piidani stopovych
mnozstvi elicitorti (abiotickych nebo biotickych) do ristového média, coz nasledné
vyvolava stresovou reakci se sou¢asnym zvysenim produkce sekundarniho metabolitu.

[1, 32, 33]

3.3.1 Klasifikace elicitoru

Rostliny casto rostou v drsném prostiedi ovlivnéném biotickymi a abiotickymi
faktory. V téchto podminkéch zlstavaji naZivu diky Siroké Skale obrannych strategii,
které jsou obecné spousténé po rozpoznani elicitoru bunéénym prostiedim. Tradi¢né jsou
elicitory rozdéleny do dvou typi, jako chemické slouceniny z abiotickych a biotickych
zdroju. [5, 33, 34]

1. Abiotické elicitory obsahuji latky, které jsou nebiologického ptivodu a jsou

seskupeny ve fyzikalnich, chemickych a hormonélnich faktorech.
e Fyzikalni

. UV zafeni

. Osmoticky stres
. Salinita
. Sucho

. Tepelny stres
e Chemické

] Teézké kovy

. Mineralni soli

. Toxické plyny
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2. Biotické elicitory jsou latky biologického ptivodu, které zahrnuji
polysacharidy pochézejici ze stén rostlinnych bunék (napt. chitin, pektin a
celuloza) a mikroorganismy.

e Polysacharidy

e Kvasinkové extrakty
e Houbové

e Bakterialni

o Hormonalni

Biotické elicitory se dale déli podle svého ptivodu na exogenni biotické elicitory
a endogenni biotické elicitory.
e Exogenni biotické elicitory jsou latky, které vznikly vné buiiky, jako
polysacharidy, polyaminy a mastné kyseliny.
¢ Endogennimi biotickymi elicitory se rozumi latky vzniklé uvnitf buiiky,
jako jsou napft. fytohormony, galakturonidy nebo hepta-beta-glukosidy.
[1, 34]

3.3.2 Charakteristika elicitoru

ZvySena produkce sekundarnich metaboliti z rostlinnych bunéénych kultur
elicitaci je novou oblasti vyzkumu, ktera by mohla mit vyznamny ekonomicky pfinos
pro farmaceuticky primysl. Zakladnim ptedpokladem uspésné elicitace je nalezeni
vhodného elicitoru, jeho koncentrace a optimalni doby jeho plisobeni na rostlinnou
kulturu in vitro. Mezi dal§i parametry, které maji vliv na produkci sekundarnich
metaboliti, patii ve€k kultury, bunécna linie nebo klon pouzitych mikrobidlnich elicitort,
regulace ristu, sloZeni zivin, kvalita bunécnych stén, podstatné zvySeni akumulace

produktu atd. [1, 3]

3.3.3 Mechanismus elicitace

Elicitory jsou pro rostlinu chemické latky z riznych zdroja, které mohou vyvolat
fyziologické a morfologické odezvy a akumulaci fytoalexind. Je znamo, ze oSetfeni
rostlin elicitory nebo napadeni neslucitelnym patogenem zplsobuje fadu obrannych

reakci, véetné akumulace fady sekundarnich metabolitd chranicich rostliny. [1]
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Elicitory mohou regulovat velky pocet kontrolnich bodli a spoustét expresi
klicovych genti se zvysenou bunécnou aktivitou na biochemické a molekularni Grovni
zahrnujici signélni slouCeniny. Odpovéd’ rostlin na stres indukovany elicitorem obvykle
zaCinad na bunécné plazmatické membrané€. Existuje ale i n€kolik receptorti v cytosolu,
spojenych jak s jddrem, tak s cytoplasmatickou membranou. V bunéénych plazmatickych
membranach bylo nalezeno né¢kolik vazebnych mist pro fadu elicitord rtznych
chemickych struktur. [5, 33]

Transdukce signalu elicitoru je vicekomponentni sit’, ktera vytvaii u¢innou obranu
ruznymi sekvencénimi reakcemi. Tyto vicendsobné komponenty se skladaji z paralelnich
nebo zesitujicich signaliza¢nich cest vedoucich k riznym cilovym reakcim. Signaliza¢ni
cesta elicitoru se muze liSit ve vnimani riznych signdli elicitoru nebo v cilovych
obrannych reakcich. Miize také probihat hypertenzni odezva, charakterizovana rychlou
smrti bunék v bezprostfedni blizkosti mista expozice patogenu, stejné jako tvorba
strukturnich defenzivnich bariér, jako je napiiklad ukladani ligninu pro zpevnéni
bunécnych stén. Transdukce signalu elicitoru, ktery receptory vnimaji, vyvolava piisobeni
druhych posli, kteti dale zesiluji signal pro nasledné reakce. Sekvencné se vyskytujici

udalosti v obrannych reakcich indukované elicitorem mohou byt shrnuty nasledovné [5]:

percepce elicitoru receptorem (R) — reverzibilni fosforylace a defosforylace proteinti
plazmatické membrany a cytosolickych proteinti — zvySeni cytosolového [Ca®'] —
piitok CI" a K/influx H" — extracelularni alkalizace a cytoplazmatické okyseleni —
aktivace mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK) — aktivace NADPH oxidazy a
produkce reaktivnich atom a molekul kysliku a dusiku (ROS a RNS) — exprese ¢asného
obranného genu — vznik jasmonanu — pozdni exprese genové obranné odpovédi a

akumulace sekundarniho metabolitu
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Obr. 5: Schematické znadzornéni moznych odpovédi bunék na elicitaci. [5]

Systémové reakce pouzivané rostlinami k prevenci napadeni vedou k produkci
antimikrobidlnich sloucenin, jako jsou fytoalexiny a proteiny souvisejici s patogenezi,
které spolec¢né hraji kliCovou roli pfi odmitnuti patogend. Vnimani elicitoru mize také

zvysit uroven odolnosti rostlin proti budoucimu patogennimu utoku. [5]

3.3.4 Fytoalexiny

V soucasné dob¢ je znamo vice nez 300 fytoalexini, které po chemické strance
patii mezi velmi rtiznorodé typy sloucenin. U systematicky ptibuznych druhti se obvykle
vyskytuji také podobné druhy fytoalexinii. Napft. u rostlin Celedi Fabaceae pievazuji
isoflavonoidy, u jinych celedi to mohou byt seskviterpeny (Solanaceae), diterpeny
(Poaceae), furanokumariny (A4piaceae) ¢i stilbeny (Vitaceae). U téze rostliny se nékdy

mohou tvofit dva i vice riiznych fytoalexint.
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V¢étSina z téchto slou€enin je lipofilni povahy, coz jim usnadniuje pronikani ptes
plazmatickou membranu patogenti. PoSkozeni membranovych funkci patii také

k nejcastéjSim mechanismiim toxického pusobeni fytoalexind. [30]

3.3.5 T&zké Kovy

Tézké kovy se staly jednim z hlavnich abiotickych stresovych Ciniteli pro zivé
organismy, protoze roste jejich vyuziti v priimyslovych a agrotechnickych oblastech a
maji vysokou bioakumulaci a toxicitu. Podstata toxicity tézkych kovii pro rostliny spoc¢iva
v jejich vysoké afinité k chemickym skupindm obsahujicim redukované formy siry, takze
inaktivuji enzymy s volnymi skupinami SH-. Rostliny reaguji na latky zneciStujici
Zivotni prostiedi, spousténim exprese gent, které kdduji proteiny zapojené do stresové
reakce. V reakci na tyto neptiznivé podminky, rostliny vyvijeji komplexni molekulérni a
fyziologické mechanizmy pro lepsi adaptabilitu, toleranci a pieziti. [25, 30, 34, 35]

Tézké kovy jako zinek (Zn), méd’ (Cu), molibden (Mo), mangan (Mn), kobalt
(Co), zelezo (Fe) a nikl (Ni) jsou nezbytné pro klicové biologické procesy a vyvojové
cesty. Nicméné tyto kovy spolu se c¢tyfmi dalSimi vysoce toxickymi tézkymi
kovy — arsenem (As), olovem (Pb), kadmiem (Cd) a rtuti (Hg), mohou do zna¢né miry
snizit produktivitu plodin, kdyz jejich koncentrace piekracuje nadlimitni hodnoty. Tyto
toxické prvky zptsobuji morfologické abnormality a metabolické poruchy, které vedou
k redukci vynosu rostlin. Na druhé strané, rostlinné buiikky vyvinuly nes¢etné mnozstvi
adaptivnich mechanismt pro fizeni nadbytku kovovych iontd a vyuzivaji detoxikacni
mechanismy, aby zabranily jejich ucasti na neZzaddoucich toxickych reakcich. Rostliny
se mohou chrénit jiZ omezenim absorpce t€Zkych kovi, jejich hromadénim ve vakuole,
omezenim transportu do nadzemnich organii apod. Podstatou tolerance k iontim tézkych
kovti, které se hromadi v bunkéch, je jejich inaktivace vazbou na nizkomolekularni
bilkoviny majici vysoky podil cysteinu, které se oznacuji jako fytochelatiny nebo
metalotioneiny a mimo to dochdzi také k aktivaci rliznych antioxidanti a dalSich
sekundarnich metabolitt. [30, 34-36]

Tezké kovy mohou ovlivnit produkei fotosyntetickych pigmentd, cukrti, proteint
a thiol. Tyto Uc¢inky mohou vyplyvat z inhibice enzymt podilejicich se na produkci
téchto pfirodnich produkti, pravdépodobné diky naruseni vyuziti substratu. Tyto
abnormality také vedou k produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), napft. radikalu

superoxidového aniontu (O* ), H2O; a hydroxylového radikalu (OH"), coz ma za nasledek
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naruseni redoxni homeostazy bunck. Toxické ionty kovl dale podporuji poskozeni DNA

anebo zhorsuji mechanismy opravy DNA a brani membranové funkéni integrité. [34-36]

3.3.5.1 Olovo

Olovo je jednim z nejrozsitenéjSich stopovych kova, které v pfirodnich zdrojich
existuji v riznych formach. Ke znecisténi pidy, flory a fauny miize dochézet z olovnatych
paliv, prachu, starych olovénych vodovodnich trubek nebo riznych primyslovych areala.
Pb>* je biologicky nerozloZitelny a jeho dlouhodobd expozice je akutné toxicka
pro rostliny i zvifata a méa nékolik Skodlivych ucinkl na biologické systémy vcetné
vlastnosti pidy. Olovo zhorSuje rizné biologické procesy v rostlinach, vcetné kli¢eni
semen, vyvoje semendcki, prodlouzeni kofent, transpirace, biosyntézy chlorofylu a
bunécného déleni. Také méni permeabilitu bunécné membrany reakci s aktivnimi
skupinami riznych metabolickych enzymu, fosfatovymi skupinami ADP nebo ATP a
nahrazenim esencidlnich iontl, coz zptisobuje fytotoxicitu. Toxicita olova vede k inhibici
produkce ATP, indukuje peroxidaci lipida a poSkozeni DNA pies produkci ROS. [35]

Vlivu olovnatych ionti jako stresového faktoru spoustéjiciho obranné reakce
rostlin se vénuje znana pozornost — jeho mnozstvi v ekosystému se totiz neustale
zvySuje. Jsou znamy nékteré mechanismy, kterymi tézké kovy ovliviuji (v kladném
1 zaporném smyslu) intenzitu biosyntetickych déji. Olovo kompetuje prevazné s kalciem,
blokuje jeho transport nejen nespecifickymi vépenatymi kanaly, ale i pres Na'/Ca*"
ATPazu. Misto vapniku vstupuje do mitochondrii, narusuje i tlohu Ca®" iontd
pii transdukci signalu, je tedy pfi¢inou pozménéné regulace bunééného metabolismu.
Pfi optimalizaci podminek 1ze tedy elicitacnich G€ink ionth tézkych kovl vyuZit k cilené
produkci sekundéarnich metabolitli. Nevyhodou olovnatych ionth je vyrazné toxické
pusobeni na rostlinné bunky, které se projevuje ubytkem biomasy a nasledn¢ i Gtlumem

produkce. [30]

3.3.5.2 Zelezo

Zelezo je esencialnim stopovym prvkem rostlin. Je zapojeno do zakladnich
procest, jako je fotosyntéza, dychdni, fixace dusiku, syntéza DNA a tvorba hormonil.
Zelezo je nezbytné pro syntézu chlorofylu a tvoii sou¢ast hemovych skupin cytochromd.

Je obsazeno v enzymech peroxidaze a kataldze, tvofi soucast feredoxinu apod. Zelezo je
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rostlinami pfijimano nejcastéji ve form¢ komplexti. Hlavni uloha Zeleza v téchto
biologickych procesech vychazi pfevazné z jeho redoxnich vlastnosti (Fe?*/Fe*"), které
umoziuji jeho ucast na reakcich prenosu elektront pii fyziologickém pH. V aerobnim
bunééném médiu miize nerozpustnost Zeleza zpusobovat jeho toxicitu. Toxicky plsobi
zelezo vyskytujici se ve velkém mnozstvi vzhledem k pfirodnim a primyslovym
procesim. Navic vysokd koncentrace Zeleza v pid¢ miize vést k nerovnovaze zivin
omezenim absorpce jinych zivin. VSechny Zzivé organismy vyvinuly strategie pro
zachovani homeostazy zeleza. Tyto strategie zahrnuji chelataci Zeleza na organické
kyseliny nebo transferin pro transport, kompartmentaci zeleza v apoplastovém prostoru a
vakuolach, skladovani Zeleza ve feritinu a zamezeni reakce mezi Zelezem a peroxidy.
V buitkach je volny Fe?" toxicky, protoze je schopen katalyzovat rozklad H»0,
na extrémné reaktivni hydroxylovy (OH') radikal. Toxicita zZeleza mlZe mit za nasledek
poskozeni oxidacnich procesit bun¢k doprovazené indukci antioxidacnich obrannych

mechanismu. [30, 37, 38]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material, pristroje, pomiicky
4.1.1 Rostlinny material

Veskeré experimenty uvedené v této diplomové praci byly provadény na
suspenzni kultufe Juniperus virginiana L., Cupressaceae (varieta Glauca a Hetzii).

Elicitace té¢zkym a esencialnim kovem byla provedena v 8. pasazi suspenzni kultury.

4.1.2 Chemikalie

e Ajatin plus roztok 10%, Profarma — produkt s.r.o., CR
e Destilovana voda, Katedra analytické chemie, FaF UK v HK, CR
e Dihydrogenfosfore¢nan amonny p. a., Lachema, CR

e Dusi¢nan draselny p. a., Lachema, CR

e Edetan sodny p. a., Sigma—Aldrich, USA

e Etanol 96%, Lachema, CR

¢ Chlorid kobaltnaty hexahydrat p. a., Lachema, CR

e Chlorid olovnaty p. a., Lachema, CR

e Chlorid pyridoxinia p. a., Sigma—Aldrich, USA

e Chlorid thiaminia p. a., Sigma—Aldrich, USA

e Chlorid vapenaty dihydrat p. a., Penta, CR

e Jodid draselny p. a., Penta, CR

e Kinetin p. a., Sigma—Aldrich, USA

e Kyselina askorbova p. a., Sigma—Aldrich, USA

e Kyselina a-naftyloctova p. a., Sigma—Aldrich, USA

e Kyselina fosfore¢na p. a., Sigma—Aldrich, USA

e Kyselina nikotinova, p. a., Sigma—Aldrich, USA

e Metanol p. a., Penta, CR

e Molybdenan sodny dihydrat p. a., Penta, CR

e Mpyo-inositol, Sigma—Aldrich, USA

e Podofylotoxin - standard pro HPLC analyzu, Sigma—Aldrich, USA

e Sacharéza p. a., Penta, CR
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e Siran hofeénaty heptahydrat p. a., Penta, CR

e Siran manganaty monohydrat p. a., Lachema, CR
e Siran méd’naty pentahydrat p. a., Lachema, CR

e Siran zine¢naty heptahydrat p. a., Penta, CR

e Siran Zeleznaty heptahydrat p. a., Lachema, CR

e Thiamin, p. a., Sigma—Aldrich, USA

4.1.3 Pristroje a pomiicky

e Analytické vahy A 200S, Sartorius, Gottingen

e Autoklav PS 20A, Chirana, Brno

e Horkovzdusny sterilizator HS 31 A, Chirana, Brno

e Box s laminarnim proudénim Fatran LF, Zilina

e Germicidni lampa UVR-Mi, Biosan LtD, LotySsko

e Ttepacka VKS 75A, Edmund Buehler GmbH, Hechingen

e Centrifuga MPW 342, Mechanika precyzyjna, Varsava

e Ultrazvukova lazen RK 100H, Bandelin electronic GmbH, Berlin
e Chromatograficka soustava Shimadzu Prominence 20 A, Tokyo
e Mikrofiltry (0,20 um), Corming NY 14831, Némecko

e Vialky, Labicom s.r.0., Olomouc CR.
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4.2 Kultivace explantatové kultury

4.2.1 Kultiva¢ni nadoby a nastroje

Kultivace suspenznich kultur probihala v 100 ml Erlenmeyerovych bankéach
z varného skla znaCky SIAL. Toto sklo je dostate¢né odolné vici vode, chemikaliim a
rozdilm teplot, a proto je vhodné pro praci s explantatovymi kulturami.

Pouzité kovové ndstroje (pinzety) byly opldchnuty 96% ethanolem, zabaleny
do hlinikové folie a nasledné¢ sterilizovany 2 hodiny pfi teploté 200 °C v horkovzdusném
sterilizatoru.

Pro elicitaci byly pouzity pipety sterilizované v autoklavu po dobu 15 minut

pfi teploté 121 °C a tlaku pary 0,1 MPa po obaleni hlinikovou folii.

4.2.2 Priprava zivného média

Pro kultivaci suspenznich kultur Juniperus virginiana bylo pouZzito zivné médium

podle Schenka a Hildebrandta (SH), které mé nasledujici slozeni [39]:

KNO:; 2 500,00 mg.1"!
CaCl; 151,00 mg.I'!
MgSO4 . 7 H20 195,00 mg.1"!
(NH4)H2PO4 300,00 mg.I"!
KI 1,00 mg.1'!
H3BO:s 5,00 mg.1'!
MnSO4 H2O 10,00 mg.1"!
ZnSO4 . 7 H20 1,00 mg.1'!
Na,MoOs . 2 H,O 0,10 mg.1"!
CuSOs4. 5 H20 0,20 mg.I"!
CoCl>. 6 H20 0,10 mg.I"!
NaFeEDTA 19,80 mg.1'!
kyselina nikotinové 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.1"!
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Zivné médium bylo pfipraveno ze substanci a predem pfipravenych zasobnich
roztokd, které obsahovaly latky snizkou koncentraci. Substance byly odvazeny
na analytickych vahéch a zasobni roztoky byly pipetovany do 1000 ml odmérné barnky.
Vsechny slozky byly v odmérné bance rozpustény v destilované vodé a nasledné byl
objem doplnén destilovanou vodou po znacku.

K médiu byly ptidany ristové reguldtory a kyselina askorbova v koncentracich:
3,0 mg.1"! kyselina a-naftyloctova; 0,2 mg.l" kinetin a 15 mg.1"! kyselina askorbova. [40]

Ptipravenda ptuda pro kultivaci suspenzni kultury byla rozlita po 30 ml
do Erlenmeyerovych ban¢k. Baiky byly uzavieny hlinikovou f6lii a nasledné

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

4.2.3 Pasazovani a kultivace

Suspenzni kultury byly ziskany z rozpadavé kalusové kultury mechanickym
roztfepanim na tfepacce v Erlenmeyerové batice s zivnym médiem. Pasdzovani suspenzni
kultury bylo provadéno v aseptickém boxu s laminarnim proudénim. Prostor boxu byl
vymyt roztokem Ajatinu (1:10) a vyzafen nejméné 1 hodinu germicidni zativkou.
Pti praci bylo pouzivano sterilni sklo a nastroje a vzdy byly zachovany ptisné aseptické
podminky. PasdZzovani bylo provadéno vzdy po 14 dnech subkultivace pfenesenim ¢asti
narostlé suspenze (2 ml) do banék s Cerstvym médiem.

Kultivace suspenzni kultury probihala na rota¢ni tiepacce (115 otacek za minutu)

v kultivacni mistnosti pfi teploté 25 °C a svételné period€ 16 hodin svétlo a 8 hodin tma.
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4.3 Elicitace

4.3.1 Priprava roztoki elicitori

K elicitaci byly pouzity dva abiotické elicitory ve ¢tyfech koncentracich:

1. FeSOs.7 H20 (esencialni kov)
koncentrace I = 1 pmol.I"!
koncentrace I1 = 10 pmol.I"!
koncentrace 111 = 100 umol.1"!
koncentrace IV = 1000 umol.I"!

2. PbCl (t&7ky kov)
koncentrace I = 0,1 pmol.1"!
koncentrace I = 1 pmol.1"!
koncentrace III1 = 10 pmol.l!

koncentrace IV = 100 pmol.I"!

Roztoky elicitort byly sterilizovany v autoklavu pfti teploté¢ 121 °C a tlaku pary
0,1 MPa po dobu 15 minut.

4.3.2 Elicitace a odbér kultur

Elicitace suspenzni kultury byla provedena za aseptickych podminek v boxu
s laminarnim proudénim ve 14. dni kultivace.

K experimentu bylo pouzito 72 kultiva¢nich ban€k se suspenzni kulturou. Do 8
z nich nebyl pfidan elicitor a slouzily jako kontrolni kultura. Ke kontrolnim kulturam byl
pridan 1,0 ml destilované vody a do ostatnich bané&k byl ptidan 1,0 ml elicitoru o ptislusné
koncentraci. Baiiky byly nésledné uzavieny hlinikovou folii a kultivovany za vySe
uvedenych podminek.

Elicitované kultury 4 koncentracemi elicitori byly postupné odebirany po 6, 24,
48 a 168 hodinach. Kontrolni kultury byly odebrany po 6 a 168 hodinach. Buiiky byly
od kultivacniho média odd€leny filtraci za sniZeného tlaku, promyty destilovanou vodou

a suseny pii laboratorni teploté.
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U kazdého vzorku bylo provedeno stanoveni obsahu podofylotoxinu pomoci

HPLC.
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4.4 Stanoveni obsahu podofylotoxinu

Stanoveni obsahu podofylotoxinu bylo provedeno vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii (HPLC).

4.4.1 Priprava vzorku

Odvazilo se asi 0,3000-0,5000 g usuSené upraskované suspenzni kultury
Juniperus virginiana. Navazeny vzorek se smichal v 10,0 ml odmérné bance s 10,0 ml
methanolu a extrahoval se v ultrazvuku 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Nasledné
se extrakt prevedl do centrifugaéni zkumavky a odstied’oval se pii 4 500 otackach
po dobu 5 minut. Supernatant se prevedl do vialek a déle se analyzoval metodou HPLC.

Data byla shromédzdéna a vypocitana pomoci chromatografického softwaru

LabSolution v. 5.32 (Shimadzu, Japonsko).

4.4.2 Podminky HPLC analyzy

Pro meéfeni obsahu podofylotoxinu ve vzorcich byl pouzit kapalinovy
chromatograf (systém Shimadzu Prominence 20 A s vakuovym odplyiiova¢em, binarnim
cerpadlem, autosamplerem, UV/VIS detektorem a komunika¢nim modulem).

Parametry chromatografu:

e Kolona: LichroCart 250 x 4 mm, RP — 18 endcapped (5 um) (Merck)

e Teplota na koloné: 30 °C

e Nastiik na kolonu: 30 pl

e UV detekce: 280 nm

Mobilni faze:
A — methanol/voda/kyselina fosforecna (60:39,7:0,3; v/v/v)
B — methanol/kyselina fosforecna (99,7:0,3; v/v)
Gradientova eluce:
0 — 6 min koncentrace B 0 — 90%
6 — 7 min koncentrace B 90 — 0%
7 — 10 min koncentrace B 0%

Pritok mobilni faze: 1 ml/min [41]
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Pro kvantifikaci podofylotoxinu byla pfipravena péctibodova kalibracni kiivka

(r2 0,9963) s Cistym standardem.

Calibration curve: podophyllotoxin - podophylotoxin
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Obr. 6: Kalibra¢ni kiivka podofylotoxinu

uy
80000-ata1:MeOH004 Icd Detector A:280nry T
ata3:Podo_16.Icd Detector A280nm
IData4:Kal_10ug-ml001.lcd Detector A:2B0nm |
75000 Datas:Podo_5.icd Detector A:280nm
70000
65000
60000
55000
500004

450004

400004

250004

|

20000

15000

100004

5000+

L B e e o B e N B B e LA A T A B o e e B e T LA
0.0 05 1.0 15 2,0 25 3.0 3.5 4,0 45 W 55 6,0 6.5 7.0 75 8.0 85 9.0 95 min

Obr. 7: Ptiklady HPLC zdznamt analyzovanych vzorkt

Legenda: Cerné4 — nastiik rozpoustédla vzorki — prikaz selektivity
Hnéda — standard podofylotoxinu (koncentrace 10 pg/ml)
Zelena — vzorek €. 5 (Fe IIT — 6 hod)
Modra — vzorek €. 16 (Fe IV — 24 hod)
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4.5 Statistické zpracovani vysledki

Experimentem ziskané vysledky obsahu podofylotoxinu v suspenznich kulturach
Juniperus virginiana L. var. Glauca a var. Hetzii byly vyhodnoceny statisticky na zékladé
T-testu. Jednd se o test vyznamnosti rozdilu dvou primért pro zvolenou hladinu

vyznamnosti p = 0,05.

e Aritmeticky primér:

e Smérodatna odchylka:

n
- S -
s= [ (=%
=1

n — rozsah souboru

xi — naméfené hodnoty
X — aritmeticky prameér

s — smérodatné odchylka

o T-test:

|27 — %] . nin,(ny +n, — 2)

\/”1512 + TLZSZZ n, + n;

t — testovaci kritérium

X1 — aritmeticky primeér kontrolniho souboru
X, — aritmeticky primér pokusného souboru
n; — pocet ¢lent kontrolniho souboru

nz — pocet ¢lend pokusného souboru

s1 —smérodatna odchylka kontrolniho souboru

s> — smérodatnd odchylka pokusného souboru
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Testovacimu kritériu piislusi t rozdéleni se stupném volnosti (v), po€itano podle
vzorce: v=ni+n2—2.

Vypoctenad hodnota testovaciho kritéria (t) se porovna s kritickou hodnotou t(v)p
pro vypocteny stupeni volnosti (v) a zvolenou hladinu vyznamnosti (p). Je-li hodnota (t)
VEtsi nez t(v)2, je rozdil |X7 — X;| statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti (p).

Pro vypocteny pocet stupiii volnosti v = 2 a pro p(0,05) je kritickd hodnota
t(v)p = 3,182. [42]

Jako kontrolni hodnoty k vypoctu testovaciho kritéria pro odbéry po 6, 24 a 48 h
byly vyuzity hodnoty odbéru v ase 6 h, protoze v tak kratkych ¢asovych intervalech
nejsou zmeény obsahu podofylotoxinu u neelicitované kultury vyznamné. Kontrolni

hodnota obsahu podofylotoxinu pro odbér 168 hodin byla stanovena.
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5 VYSLEDKY
5.1 Tabulky

Tabulka ¢. 1: Produkce podofylotoxinu v suspenzni kultufe Juniperus virginiana

(varieta Hetzii) elicitované roztokem siranu zeleznatého.

Koncentrace Doba Elicitace Kontrola
elicitoru aplikace | pramirny obsah | Smérodatns | Promérnvobsah | g o gama | T-test
(pmol.lI") | elicitoru (h) | podofylotoxinu (%) | odchylka p"d“f{‘f/"o;“’“““ odchylka

6 0,026 0,000 0,039 0,004 3,250

! 24 0,051 0,002 0,039 0,004 2,683

48 0,057 0,001 0,039 0,004 4,366

' 168 0,088 0,002 0,063 0,002 8,839

6 0,040 0,003 0,039 0,004 0,120

! 24 0,054 0,003 0,039 0,004 3,000
48 0,069 0,001 0,039 0,004 7,376

0 168 0,099 0,003 0,063 0,002 9,985

6 0,024 0,001 0,039 0,004 3,638

. 24 0,030 0,002 0,039 0,004 2,012
48 0,075 0,003 0,039 0,004 7,200
10 168 0,092 0,002 0,063 0,002 10,253
6 0,080 0,001 0,039 0,004 9,944
v 24 0,110 0,001 0,039 0,004 17,220
48 0,116 0,001 0,039 0,004 18,675

1000 168 0,062 0,000 0,063 0,002 0,500

Tuén€ zvyraznéné hodnoty oznacuji nejvyssi stanoveny obsah podofylotoxinu

v jednotlivych koncentracich. Zluté zvyraznéna hodnota oznacuje nejvyssi stanoveny

obsah podofylotoxinu. Jedna se o statisticky vyznamné zvyseni oproti kontrole; p = 0,05

39




Tabulka €. 2: Produkce podofylotoxinu v suspenzni kultufe Juniperus virginiana

(varieta Hetzii) elicitované roztokem chloridu olovnatého.

Koncentrage Doba Elicitace Kontrola
elicitoru aplikace | pramirny obsah | Smérodatns | Promérnyobsah [ o qama | T-test
(pmol.I") | elicitoru (h) | podofylotoxinu (%) | odchylka p"d“f{‘f/"oio"‘““ odchylka
6 0,076 0,001 0,039 0,004 8,974
! 24 0,081 0,001 0,039 0,004 10,186
1 48 0,082 0,002 0,039 0,004 9,615
o 168 0,071 0,004 0,063 0,002 1,789
6 0,045 0,001 0,039 0,004 1,455
! 24 0,081 0,004 0,039 0,004 7,425
1 48 0,047 0,003 0,039 0,004 1,600
168 0,043 0,000 0,063 0,002 10,000
6 0,060 0,002 0,039 0,004 4,696
" 24 0,092 0,000 0,039 0,004 2,287
48 0,076 0,003 0,039 0,004 7,400
0 168 0,064 0,003 0,063 0,002 0,277
6 0,076 0,004 0,039 0,004 6,541
v 24 0,105 0,006 0,039 0,004 9,153
48 0,071 0,006 0,039 0,004 4,438
0 168 0,040 0,004 0,063 0,002 5,143

Tuén€ zvyraznéné hodnoty oznacuji nejvyssi stanoveny obsah podofylotoxinu

v jednotlivych koncentracich. Zluté zvyraznéna hodnota oznacuje nejvyssi stanoveny

obsah podofylotoxinu. Jedna se o statisticky vyznamné zvyseni oproti kontrole; p = 0,05
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Tabulka €. 3: Produkce podofylotoxinu v suspenzni kultufe Juniperus virginiana

(varieta Glauca) elicitované roztokem siranu zeleznatého.

Elicitace Kontrola
Koncentrace |  Doba - Primérny
elicitoru aplikace | Prumérny obsah | g 0 .04 obsah Smérodatna | T-test
(umol.") | elicitoru (h) p"d“f(y(}/“o;""i““ odchylka podof{‘}/ooioxinu odchylka
6 0,037 0,001 0,027 0,001 7,071
! 24 0,034 0,001 0,027 0,001 4,950
48 0,032 0,004 0,027 0,001 1,213
' 168 0,055 0,003 0,043 0,001 3,795
6 0,029 0,001 0,027 0,001 1,414
! 24 0,035 0,001 0,027 0,001 5,567
48 0,034 0,001 0,027 0,001 4,950
+0 168 0,062 0,006 0,043 0,001 3,124
6 0,037 0,000 0,027 0,001 10,000
! 24 0,030 0,001 0,027 0,001 2,121
48 0,048 0,001 0,027 0,001 14,850
10 168 0,069 0,001 0,043 0,001 18,385
6 0,032 0,003 0,027 0,001 1,581
v 24 0,025 0,001 0,027 0,001 1,414
48 0,043 0,002 0,027 0,001 7,155
1000
168 0,032 0,001 0,043 0,001 7,778

Tuén€ zvyraznéné hodnoty oznacuji nejvyssi stanoveny obsah podofylotoxinu

v jednotlivych koncentracich. Zluté zvyraznéna hodnota oznacuje nejvyssi stanoveny

obsah podofylotoxinu. Jedna se o statisticky vyznamné zvyseni oproti kontrole; p = 0,05
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Tabulka €. 4: Produkce podofylotoxinu v suspenzni kultufe Juniperus virginiana

(varieta Glauca) elicitované roztokem chloridu olovnatého.

Elicitace Kontrola
Koncentrace |  Doba - Priamérng
elicitoru aplikace | Pramérny obsah | g, 0 g,005 obsah Smérodatna T-test
(umol.!) | elicitoru (h) p"d“f(y(}/“o;‘”‘“‘“ odchylka podof{‘}/ooioxinu odchylka
6 0,025 0,000 0,027 0,001 2,000
! 24 0,035 0,003 0,027 0,001 2,530
48 0,042 0,002 0,027 0,001 6,708
o 168 0,055 0,004 0,043 0,001 2,910
6 0,030 0,002 0,027 0,001 1,142
! 24 0,040 0,002 0,027 0,001 5,814
48 0,052 0,001 0,027 0,001 17,678
' 168 0,066 0,001 0,043 0,001 16,263
6 0,021 0,002 0,027 0,001 2,683
! 24 0,034 0,001 0,027 0,001 4,950
48 0,039 0,001 0,027 0,001 8,485
w0 168 0,082 0,001 0,043 0,001 27,577
6 0,027 0,001 0,027 0,001 0,000
v 24 0,030 0,004 0,027 0,001 0,728
48 0,059 0,002 0,027 0,001 14,311
10 168 0,050 0,001 0,043 0,001 4,950

Tucné zvyraznéné hodnoty oznacuji nejvyssi stanoveny obsah podofylotoxinu

v jednotlivych koncentracich. Zluté zvyraznéna hodnota oznacuje nejvyssi stanoveny

obsah podofylotoxinu. Jedna se o statisticky vyznamné zvySeni oproti kontrole; p = 0,05

42




5.2 Grafy

Graf €. 1: Produkce podofylotoxinu v suspenzni kultufe Juniperus virginiana (varieta

Hetzii) elicitované roztokem siranu zeleznatého.
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Graf €. 2: Produkce podofylotoxinu v suspenzni kultufe Juniperus virginiana (varieta

Hetzii) elicitované roztokem chloridu olovnatého.
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Graf €. 3: Produkce podofylotoxinu v suspenzni kultufe Juniperus virginiana (varieta

Glauca) elicitované roztokem siranu zeleznatého.
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Graf €. 4: Produkce podofylotoxinu v suspenzni kultufe Juniperus virginiana (varieta

Glauca) elicitované roztokem chloridu olovnatého.
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6 DISKUZE

Vyssi rostliny jsou nejen diillezitym zdrojem potravin, dfeva, vlakniny a oleji, ale
také poskytuji nejbohatsi vybér piirodnich latek, z nichz mnohé jsou vyuzivany
ve farmacii a mediciné. Mnohé z téchto latek nelze ziskat ekonomicky schiidnou
chemickou syntézou, a musi proto byt ziskavany izolaci z volné rostoucich nebo
pestovanych rostlin. Tento zptisob ma vSak sva omezeni. Slibnou alternativu predstavuji
rostlinné explantatové kultury. [3, 4]

Jednim z hlavnich problémi kultivace rostlinnych explantata v kulturach in vitro
je nizka produkce sekundarnich metaboliti. Sekundarni metabolity hraji dilezitou roli
v interakci rostliny s okolim a zaroven jsou Casto vyuzivany jako 1écivé latky. Rostliny
anebo rostlinné bunky in vitro vykazuji fyziologické a morfologické reakce
na mikrobialni, fyzikalni nebo chemické faktory, které jsou znamy jako elicitory. Jejich
vyuziti je jednou z metod, kterou je mozné dosdhnout zvySené produkce sekundarnich
latek. Tato metoda, ktera stale nabyva na vyznamu, se nazyva elicitace. [1, 3, 4]

Cilem této prace bylo sledovat vliv abiotickych elicitort siranu Zeleznatého a
chloridu olovnatého jako esencidlniho a téZkého kovu na produkci sekundarniho
metabolitu podofylotoxinu v suspenznich kulturach Juniperus virginiana L., var. Glauca
a var. Hetzii.

Explantatové kultury byly kultivovdny na zZivném médiu podle Schenka a
Hildebrandta s pfidavkem ristovych regulatori a kyseliny askorbové v koncentracich:
3,0 mg.I"! kyselina o-naftyloctova; 0,2 mg.l™! kinetin a 15 mg.I"' kyselina askorbova.
Kultivace probihala pfi teploté 25 °C a svételné period¢ 16 hodin svétlo a 8 hodin tma.

Ob¢ variety suspenzni kultury Juniperus virginiana L. byly vystaveny plisobeni
roztoku siranu Zeleznatého a chloridu olovnatého ve ¢tyfech riznych koncentracich. Siran
zeleznaty byl pouzit v koncentraci 1 umol.I'!, 10 pmol.I"!, 100 pmol.I"" a 1000 pmol.I""
Chlorid olovnaty byl pouzit v koncentraci 0,1 umoLl!, 1 pmoll?!, 10 umol.l' a
100 umol.I"'. Elicitované kultury byly postupné odebirany po 6, 24, 48 a 168 hodinach.
Kontrolni kultury byly odebrany po 6 a 168 hodinéch.

Po elicitaci explantatové kultury Juniperus virginiana L. var. Hetzii abiotickym
elicitorem siranem Zeleznatym (tabulka €. 1, graf €. 1) byly zjiStény nejlepsi elicitacni
ucinky pfi aplikaci nejvyssi koncentrace elicitoru. Nejvyssi produkce podofylotoxinu
(0,116 %) byla zjiSténa u vzorku odebraném po 48 hodinach, na ktery ptsobil elicitor

v koncentraci 1000 pumol.I". Za t&chto podminek doslo ke statisticky vyznamnému
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zvySeni obsahu podofylotoxinu o 197 % oproti kontrolni kultufe. Kladné¢ mutzeme
hodnotit také vzorek odebrany po 24 hodinach plsobeni elicitoru o nejvyssi koncentraci.
Zde byl zjistén obsah podofylotoxinu 0,110 %, coz pfedstavuje zvySeni obsahu
podofylotoxinu o 182 % oproti kontrolni kultute.

Z vysledkl elicitace explantatové kultury Juniperus virginiana L. var. Hetzii
abiotickym elicitorem chloridem olovnatym (tabulka ¢. 2, graf ¢. 2) je patrné, Ze
k nejvyznamnéj$imu zvyseni obsahu podofylotoxinu doslo ve vzorku odebraném po 24
hodinach ptisobeni elicitoru o nejvyssi pouzité koncentraci. Obsah podofylotoxinu za
téchto podminek c¢inil 0,105 %, coz predstavuje zvySeni obsahu o 169 % oproti
kontrolnimu vzorku. Za pozitivni vysledek muizeme povazovat také obsah
podofylotoxinu 0,092 %, ktery byl zjistén ve vzorku odebraném opét po 24 hodinach s
elicitorem o koncentraci 10 pmoll!. Tato hodnota piedstavuje zvySeni obsahu
podofylotoxinu o 136 %.

Dalsi vysledky byly ziskany z explantatové kultury Juniperus virginiana L. var.
Glauca elicitované siranem zeleznatym (tabulka ¢. 3, graf ¢. 3). Maximalni hodnoty
obsahu podofylotoxinu (0,069 %) byly zjistény odbérem po 168 hodinach ve vzorku
s elicitorem o koncentraci 100 pmol.I''. Oproti kontrolni kultufe doslo ke statisticky
vyznamnému zvySeni obsahu podofylotoxinu o 60 %. K vyznamnému zvys$eni obsahu
podofylotoxinu doslo také ve vzorku s koncentraci elicitoru 10 pmol.I"" odebraném po
168 hodinach. Pii obsahu podofylotoxinu 0,062 %, doSlo ke zvySeni proti kontrole
044 %.

V ptipad€ explantatové kultury Juniperus virginiana L. var. Glauca elicitované
chloridem olovnatym (tabulka ¢. 4, graf ¢. 4) byly naméfeny nejvyssi hodnoty
podofylotoxinu (0,082 %) pti koncentraci elicitoru 10 pmol.I"! ve vzorku odebraném po
168 hodinach. Obsah se zvysil 0 91 % proti kontrole. Druhou vyznamnou hodnotu v této
kultute ptredstavuje vzorek s obsahem podofylotoxinu 0,066 % odebrany opét po 168
hodinich s elicitorem o koncentraci 1 pmol.I'". Obsah podofylotoxinu byl za t&chto
podminek zvysen o 53 % proti kontrolnimu vzorku.

Porovname-li plisobeni obou abiotickych elicitorti (siranu Zeleznatého a chloridu
olovnatého) na suspenzni kulturu Juniperus virginiana L. obou variet (Hetzii a Glauca),
je patrné, ze varieta Hetzii celkoveé produkuje vice podofylotoxinu nez varieta Glauca.

V piipadé€ explantatové kultury Juniperus virginiana L. var. Hetzii, byly shodné
naméteny nejvyssi hodnoty podofylotoxinu u obou elicitort v nejvyssi koncentraci (IV).

Ptestoze maximalni hodnota byla zaznamendna po elicitaci siranem Zeleznatym po 48
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hodinach, bylo ve stejné koncentraci dosazeno podobné vysoké hodnoty obsahu i po 24
hodinach elicitace. Tento ¢as odbéru se shoduje s odbérem vzorku s maximalni hodnotou
po elicitaci chloridem olovnatym.

Nejlepsich vysledka v explantatové kultute Juniperus virginiana L. var. Glauca
bylo shodné u obou elicitorti dosazeno po 168 hodinach kultivace s pfitomnosti elicitoru
o koncentraci III.

Produkce sekundarniho metabolitu podofylotoxinu byla sledovana v mnoha
vyzkumech a publikovana v odbornych periodicich. Védcim se podafilo najit tento
metabolit v nékolika rostlinach a s vyuzitim elicitorii zvysit jeho produkei.

Jednim z ptikladii uspésné elicitace v kalusovych a suspenznich kulturdch
Juniperus virginiana L. je experiment zvefejnény v roce 2017. Ke stimulaci produkce
podofylotoxinu byl pouzit fenylalanin, jako jeho biogeneticky prekurzor. Nejlepsi ucinek
fenylalaninu na produkci podofylotoxint se projevil ve tfiletych kulturach kalusu po
21denni aplikaci elicitoru o koncentraci 10 mmol/l. Za danych podminek byl stanoven
obsah podofylotoxinu 0,15 mg/g suché hmotnosti, coz predstavovalo o 400 % vyssi
mnozstvi ve srovnani s kontrolou. Maximalni obsah (0,48 mg/g suché hmotnosti) v nové
ziskanych suspenznich kulturach (4. pasdz) byl indukovan 14denni aplikaci elicitoru o
koncentraci 1 mmol/l. Tato hodnota byla o 243 % vyssi nez kontrola. V jednoletych
suspenznich kulturdch byl nejvyssi obsah podofylotoxint (0,56 mg/g suché hmotnosti)
zaznamenan opét po 14denni aplikaci koncentrace 1 mmol/l, coz predstavovalo o0 211 %
vys8i obsah nez v kontrolnich kulturach. [41]

Za zminku stoji 1 studie z roku 2018, ve které byly zkoumany tc¢inky kyseliny
skoficové, kyseliny jasmonové a kyseliny salicylové na produkci podofylotoxinu v
suspenznich  kulturach Juniperus virginiana. Kyselina skoficova predstavuje
biogeneticky prekurzor podofylotoxinu a kyselina salicylova a kyselina jasmonova jsou
fytohormony. Pokud jsou pfidany exogenné do kultivacniho média, mohou byt u¢inné 1
jako elicitory. Vysledky studie ukazuji, Ze kyselina skoficovd a kyselina salicylova
vykazuje nejlepsi tcinek po 24 hodinach aplikace koncentrace 10 mmol/l. Naopak
nejlepsi Uc¢inek kyseliny jasmonové se projevil po nejdelsi 168 hodinové aplikaci
koncentrace 5 mmol/l. Nejvyssich hodnot dosahla elicitace kyselinou skoficovou za vyse
uvedenych podminek, kdy doslo k vyznamné stimulaci o 444 % ve srovnani s kontrolou.
[43]

Uspésna elicitace, ktera vedla ke zvyseni produkce podofylotoxinu byla

provedena také v suspenzni kultuie Juniperus chinensis pestované v zivném médiu podle
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Schenka a Hildebrandta. Jako elicitory byly pouzity: fenylalanin, coniferyl alkohol a
chito-oligosacharid v koncentracich 5, 10, 15, 25 a 50 ml/l, methyljasmonéat v koncentraci
10 ml/l a kombinace chytopentadzy (5 ml/l) a methyljasmonéatu (10 ml/l). Elicitované
kultury byly odebirany postupné po 7, 14, 21 a 28 dnech. Zvyseni produkce bylo
pozorovano po pridani vSech jednotlivych elicitort, avsak nejvyznamnéjSich hodnot
dosahla kombinace elicitorti chitopentadzy a methyljasmonatu po 14denni elicitaci. Toto
zvySeni bylo 15nasobné oproti kontrole. [44] V dalSim uspéSném experimentu
provadéném na kultute Juniperus chinensis byly jako elicitory pouzity chito-
oligosacharidy a fenylalanin. [45]

Dalsi rostlinou, ve které se podofylotoxin nachazi je Linum album. To ndm mimo
jiné dokazuje 1 sledovani indukce podofylotoxinu v suspenzni kultute Linum album, kde
byly jako elicitory pouzity zivé kultury dvou mykorhiznich hub, Piriformospora indica a
Sebacina vermifera. Kultivaéni filtraty obou hub byly rozdéleny do dvou ¢asti: jedna ¢ést
byla autoklavovana a dal$i ¢ast byla filtrovana pies 0,22 um membranovy filtr. Tyto dva
fungélni elicitorové ptipravky byly ptfidany v riznych koncentracich (1, 2,5, 5, 7,5 a 10
% obj./obj.) 10. den do rostoucich kultur Linum album. Kultury byly sklizeny 12. den a
analyzovany na rust, zivotaschopnost bunck, produkci lignanu a obsah fenolt.
Vysledkem studie byla maximalni koncentrace podofylotoxinu 152,1 mg/l ve 12. dni
kultivace. [46] Fungélni extrakty jako elicitory pro zvySeni produkce lignanu v buné¢né
kultute Linum album byly pouZity 1 v dalSich studiich. [47]

Akumulace podofylotoxinu v suspenzni kultute Linum album ve dvou riznych
liniich byla sledovana také ve studii zroku 2005. Vysledky ukdzaly ptiblizné
dvojnasobné zvySeni téchto metabolith po pfidani methyljasmonatu do kultiva¢niho
média Linum album linie 2-5 aH. Obsah podofylotoxinu dosahoval 7,69 + 1,45 mg/g
suché hmotnosti. Po pfidani methyljasmonatu do suspenznich bunék linie Linum album
X4SF byla akumulace podofylotoxinu zvySena piiblizn¢ desetinasobné na 0,49 + 0,10
mg/g suché hmotnosti. Maximalni aktivita fenylalaninamonium-ly4zy byla zaznamenéana
mezi 4 hodinami a 1 dnem po elicitaci methyljasmonatem. [48]

V bunéénych kulturdch Linum album bylo pozitivnich vysledkd dosazeno také
elicitaci kyselinou salicylovou. [49]

Podofylotoxin byl studovan také v rostlinach rodu Podofylum. Cilem studie z roku
2012 bylo zkoumat zmény v suspenzni kultuie Podofylum hexandrum, kterd je
potencidlné spojena s akumulaci podofylotoxinu v reakci na elicitaci methyljasmonatem.

Vysledky HPLC analyzy ukazaly pfiblizn€ 7 az 8ndsobnou zménu akumulace
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podofylotoxinu po 9 dnech elicitace vyvolané 100 umol.I"! methyljasmonatu ve srovnani
s kontrolou. [50]

Na zéklad¢ vSech uvedenych studii a také vysledkt této diplomové prace lze
potvrdit, Ze je mozné stimulovat produkci sekundarného metabolitu podofylotoxinu

vhodnym elicitorem v rostlinnych explantatovych kulturach.
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7 ZAVER

V této praci byl sledovan vliv abiotickych elicitorti siranu Zeleznatého jako

esencialniho kovu a chloridu olovnatého jako tézkého kovu na produkci podofylotoxinu

v suspenzni kultute Juniperus virginiana L., varieta Glauca a Hetzii.

Vysledky prace mohou byt shrnuty nasledovné:

1.

Nejvyssi obsah podofylotoxinu po elicitaci roztokem siranu zeleznatého v
suspenzni kultufe Jumiperus virginiana L. varieta Hetzii (0,116 %) byl
dosazen po 48 hodinové aplikaci elicitoru o koncentraci 1000 pmol.lI"!, kdy
doslo ke statisticky vyznamnému zvyseni produkce o 197 % oproti kontrolni
kultufte.

Nejvyssi obsah podofylotoxinu po elicitaci roztokem chloridu olovnatého v
suspenzni kultufe Juniperus virginiana L. varieta Hetzii (0,105 %) byl
dosazen po 24 hodinové aplikaci elicitoru o koncentraci 100 umol.I", kdy
doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni produkce o 169 % oproti kontrolni
kultufte.

Nejvyssi obsah podofylotoxinu v suspenzni kultufe Juniperus virginiana L.
varieta Glauca byl u obou elicitori dosazen shodn¢ po 168 hodinové aplikaci
elicitoru o koncentraci III. Po elicitaci roztokem siranu Zeleznatého doslo ke
statisticky vyznamnému zvySeni produkce o 60 % oproti kontrolni kultufe pii
obsahu podofylotoxinu 0,069 % a po elicitaci roztokem chloridu olovnatého
doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni produkce o 91 % oproti kontrolni
kultufe pii obsahu 0,082 % podofylotoxinu.

Juniperus virginiana L. varieta Hetzii produkuje vyS$$i mnoZstvi
podofylotoxinu nez varieta Glauca, a to shodné v nejvyssi koncentraci (IV)
u obou aplikovanych elicitord. Nejvyssi hodnota produkce byla zaznamenana
v koncentraci 1000 umol.I! po elicitaci siranem Zeleznatym, odb&rem po 48
hodinach. Vysokych hodnot u obou elicitorit bylo dosazeno také odbérem po

24 hodinach.
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Nazev diplomové prace: Rostlinné¢ explantitové kultury jako potencidlni zdroj

fenylpropanoidi I

Explantatové kultury jsou zdrojem sekundarnich metaboliti rostlin. AvSak
produkce sekundarnich metaboliti byvéa u explantatovych kultur nizké. Produkce miize
byt zvySena metodou zvanou elicitace. Zakladnim pfedpokladem uspésné elicitace je
mimo jiné nalezeni vhodného elicitoru, jeho koncentrace a optimalni doby ptlisobeni
elicitoru na rostlinnou kulturu in vitro.

Cilem této prace bylo sledovani vlivu roztoku chloridu olovnatého a siranu
zeleznatého (ve cCtyfech koncentracich) na produkci podofylotoxinu v suspenznich
kulturach Juniperus virginiana L. (varieta Hetzii a Glauca).

Kultura byla kultivovana na zivném médiu dle Schenka a Hildebrandta
s pridavkem 3,0 mg.I"! kyseliny a-naftyloctové, 0,2 mg.1"! kinetinu a 15 mg.1"! kyseliny
askorbové. Kultivace probihala pii 25 °C a fotoperiodé¢ 16 hodin svétlo/8 hodin tma.
Nasledné bylo provedeno stanoveni obsahu podofylotoxinu metodou HPLC.

Juniperus virginiana L. varieta Hetzii produkuje vysS$i mnozstvi podofylotoxinu
neZ varieta Glauca, a to shodné v nejvyssi koncentraci u obou aplikovanych elicitord.
Nejlepsi elicitacni Uc¢inek na produkci podofylotoxinu byl zaznamenan po elicitaci
roztokem siranu Zeleznatého v suspenzni kultute Juniperus virginiana L. varieta Hetzii
(0,116 %) po 48 hodinové aplikaci elicitoru o koncentraci 1000 pmol.I!, kdy doslo ke

statisticky vyznamnému zvysSeni produkce o 197 % oproti kontrolni kultute.
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Explant cultures are the source of plant secondary metabolites. However, the
production of secondary metabolites is usually low in explant cultures. Production can be
increased by a method called elicitation. The basic prerequisite for successful elicitation
is, among other things, finding a suitable elicitor, its concentration and optimal time of
elicitor action on plant culture in vitro.

The aim of this study was to observe the influence of lead chloride and ferrous
sulfate (in four concentrations) on the production of podophyllotoxin in the suspension
cultures of Juniperus virginiana L. (variety Hetzii and Glauca).

The culture was cultured on Schenk and Hildebrandt nutrient medium with
addition of 3.0 mg.1"! a-naphthylacetic acid, 0.2 mg.I"! kinetin and 15 mg.l"! ascorbic acid.
Cultivation proceed in 25 °C temperature and 16 hours light/8 hours dark period.
Subsequently, the determination of the content of podophyllotoxin by HPLC was
performed.

Juniperus virginiana L. variety Hetzii produces a higher amount of
podophyllotoxin than the Glauca variety, at the highest concentration for both applied
elicitors. The best elicitation effect on podophyllotoxin production was observed after
elicitation with ferrous sulfate solution in the suspension culture of Juniperus virginiana
L. variety Hetzii (0.116 %) after 48 hours of elicitor application with concentration of

1000 pmol.I"!, with a statistically significant increase of 197 % over control culture.
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