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1 UVOD

Rostlinné hormony jsou skupinou ptfirozen¢ se vyskytujicich organickych latek, které pti
velmi nizkych koncentracich ovliviiuji V rostlinach vSechny vyznamné fyziologické
procesy. Mezi tyto ovlivnéné procesy patii hlavné rust, diferenciace a vyvoj rostlin, mize
byt ovlivnéno napiiklad i otevirani priduchti (Prochazka et al., 1998). Mezi rostlinné
hormony patii (mimo jiné) latky zvané cytokininy (CK) a na jejich studiu je tato prace
zaméiena.

Cytokininy hraji dalezitou roli v riznych procesech vyvoje a rustu rostlin (podporuji
bunééné déleni, bojuji proti starnuti, reguluji apikalni dominanci a pfenasi nutri¢ni
signaly). Cytokininy byly objeveny F. K. Skoogem, Millerem a spol. (v roce 1955)
spoleéné¢ s metodou in vitro mikropropagace. Hojné se vyuzivaji v rostlinnych
biotechnologiich a dnes nachéazi Siroké uplatnéni v tomto modernim pramyslovém
odvétvi (Davies, 2010).

V biotechnologické firmé Jan Holub s. r. 0., specializujici se na rozmnoZovani rostlin
metodou in vitro mikropropagace, je Rubus idaeus neboli ostruzinik malinik
problémovou rostlinou a oproti ostatnimu drobnému ovoci vykazuji vyhonky mnoha
odrid ostruziniku produkované in vitro mensi kvalitu.

Rubus idaeus (jinak také ¢ervena malina) se péstuje pro jeji vynikajici chut, 1é¢ivé a
dietetické vlastnosti jejich bobuli a listi. Maliny obsahuji velké mnozstvi vitamind,
antokyant a polyfenolickych latek. Diky tomu maji vysokou antioxidacni aktivitu a
pouzivaji se pro lécbu a prevenci riznych onemocnéni (napi. kardiovaskularnich,
gastrointestinalnich, koznich atd.). Maliny také pfedstavuji metabolické vyhody pro lidi
s rizikem cukrovky pravé vzhledem k mimofadnému mnoZstvi polyfenoli a vlakniny,
které obsahuji (Khlebova et al., 2019).

Zamérem této prace je studium vlivu cytokinind na in vitro multiplikaci, rist a vyvoj
mikrovyhonkli ¢ervené maliny ve fazi mikropropagace. Jednim z ukoli je také
vypracovani literarni reSerSe na dané téma.

Diky praktické ¢asti mé bakaléaiské prace jsem si mohla osvojit techniky jako je
extrakce a purifikace a stanovit cytokininy z rostlinného materialu péstovaného in vitro.
Na zéklad¢ analyz mohla byt poté navrzena média S obsahem jiz novych cytokininovych
derivat. Hlavnim cilem této prace je dosahnout intenzivniho mnoZeni vysoce kvalitnich

vyhonkt Rubus idaeus jiz s novym pomérem a koncentracemi cytokininti. Pro stanoveni



aktivniho a kvalitniho novotvoteni vyhonkt in vitro je spravna volba cytokinini a jejich

koncentrace stézejnim bodem.



2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rostlinné hormony

Rostlinné hormony jsou skupinou pfirozené se vyskytujicich organickych latek
(endogenni biosyntéza). Jejich univerzalni vlastnosti je, ze ovliviiuji fyziologické procesy
jiz pti velmi nizkych koncentracich (mnohem nizSich, nez v ptipadé€ Zivin nebo vitamini).
Mezi ovlivnéné procesy patii napiiklad rast, diferenciace, vyvoj rostlin a stomatélni
pohyb. Rostlinné hormony byvaji také oznaCovany jako ,fytohormony* — jedna se
0 ptirozené regulatory rastu (Prochazka et al., 1998; Davies, 2010). Latka pfirozené se
syntetizujici v rostlindch (endogenni) vykazuje regulacni aktivitu, ktera se ovétuje jako
ucinek aplikace této latky. Aby hormon dosahl svého Uc¢inku, je nutnd jeho vazba na
specificky receptor nachéazejici se bud’ na membrané (pfenos signalu dale do bunky je
zprostiedkovan pomoci systéml druhych neboli sekundarnich posli, tzv. ,.second
messenger*) nebo v cytoplazmé (Prochazka et al., 1998).

Jako prvni domnénku o existenci chemickych signalt (morfogeni) vyslovil Julius von
Sachs, diky nimz mohou jednotlivé organy mezi sebou vzajemné komunikovat. Proto
jsou rostlinné hormony povazovany za primarni signalni molekuly (Prochazka et al.,
1998).

Went a Thimann v jejich knize ,,Fytohormony* (rok 1937) definovali hormon jako
latku, ktera se pfenasi z jedné ¢asti organismu do druhé. Jeho piavodni pouziti ve
fyziologii rostlin bylo odvozeno od sav¢iho pojmu hormonu. Koncept savéiho hormonu
zahrnuje lokalizované misto jeho syntézy, transport v krevnim fecisti do cilové tkané
a kontrolu fyziologické odpovédi v cilové tkani prostiednictvim koncentrace hormonu.

Nyni je ale jasné, ze rostlinné hormony nespliiuji pozadavky hormonu v savéim
smyslu. Syntéza rostlinnych hormonii mtize byt lokalizovana (jako je tomu u zvifecich
hormonit), ale mize se také vyskytovat v §irokém rozsahu pletiv nebo bunék uvnitt pletiv
(Davies, 2010).

Rostlinné hormony jsou oproti ZivociSnym daleko méné specifické. Kazdy
z fytohormonti ovliviiuje mnoho riznych déji, a naopak ten samy proces mize byt
ovlivnén vétsim poctem ruznych latek (Prochazka et al., 1998).

Hormony mohou byt pfepravovany a pusobit na dalku, ale neni tomu tak vzdy. Pfi
transportu cytokininl z kofene do listli zde zabranuji starnuti a udrzuji metabolickou

aktivitu, zatimco produkce ethylenu muze zpisobit zmény jiz ve stejném pletivu nebo
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pfimo ve stejné buiice, kde je syntetizovan. Transport tedy neni zékladni vlastnosti
rostlinného hormonu (Davies, 2010).

Hormony jsou nezbytné pro normalni rozvoj rostlin, protoze se podileji na urcovani
tvaru rostliny, ovliviiuji kliceni semen, ¢as kveteni, starnuti listi a plodi a mnoho dalSich
procest. Bez spravné vyroby a distribuce rostlinnych hormont by tedy rostliny byly
vétsinou hmoty nediferencovanych bunék. Nékteré koncentrace a pomér rostlinnych
hormoni v rostlinné bunééné kulture mohou zptisobit tvorbu riznych organa, jako jsou
koteny, kvéty nebo dokonce somatickd embrya z nediferencovanych bun¢k.

Tti rostlinné hormony, a to auxiny, cytokininy a gibereliny jsou povazovany za
nejpozitivngjsi regulatory rustu a vyvoje, zatimco ABA (Kyselina abscisova) a ethylen
jsou povazovany za inhibitory rastu nebo supresory (Brukhin a Morozova, 2011).

Mezi dalSi objevené fytohormony patii slouceniny, jako jsou jasmonaty, kyselina
salicylova, brassinosteroidy a strigolaktony. Na seznam rostlinnych hormont byly

pridany také peptidy (Davies, 2010)
2.1.1 Objeveni rostlinnych hormont

Pfiblizn¢ v letech 1880 az 1893 provad¢l Darwin sva puvodni pozorovani fototropismu
koleoptil trav, coz ho vedlo k ptedpokladu existence signalu, ktery byl transportovan ze
$picky koleoptil smérem dolti do ohybovych oblasti. Dale Frits Went (rok 1926) dokazal
izolovat chemickou latku diftzi ze Spi¢ek koleoptile (kde byla syntetizovana) do
agarovych blokl. Na tyto agarové bloky (obsahujici onu izolovanou chemickou latku)
byly poté vloZeny odiezané $picky koleoptile, které latku rozpoznaly, a doslo ke stimulaci
jejich rustu. Asymetrické umisténi latky na bloky navodilo ohyb koleoptile na stranu s
vy$si koncentraci této latky. To tedy prokazalo existenci chemikalie podporujici rist,
ktera se v rostlin€ pohybuje bazipetaln¢. Went pro tuto latku pouzil termin auxin a pozdé€ji
byla identifikovana jako jednoducha sloucenina kyselina indol-3-octova, vseobecné
znama jako IAA (Davies, 2010). Kyselina indol-3-octova je nejbéznéjsim typem auxinu
nachazejiciho se Vv rostlinach a je produkovana pievazné ve stonkovém apikalnim
meristému (SAM), ale mize byt syntetizovana i v kofenech a jinych rostlinnych
strukturach (Brukhin a Morozova, 2011).

Dalsi linie vyzkumu vedly k objeveni ostatnich hormont. Vyzkum v patogenezi rostlin
vedl ke giberelinim (GA; Davies, 2010). Gibereliny jsou znamy jako ptivodci choroby

ryze zvané bakanae. Jejich nazev je odvozen od houby Gibberella fujikuroi, ktera toto
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onemocnéni zpusobuje. Pfi této chorobé dochazi k etiolizaci, ptipadné az k odumirani
rostliny (Prochéazka et al., 1998).

Snahy o kultivaci pletiv in vitro vedly k cytokininim (CK); kontrola abscise a
dormance ke kyselin¢ abscisové (ABA) a zkoumani uc¢inkt osvétlovaciho plynu a kouie
na rast a vyvoj rostlin k objeveni ethylenu (Davies, 2010). Ethylen byl objeven jako
aktivni slozka svitiplynu, ktery ma vliv na rizné procesy u rostlin, pfedevsim na opad

listi (Prochazka et al., 1998).
2.1.2Vlastnosti, vyznam a u¢inky hormonii rostlin

Utinky produkované kazdym hormonem byly zpo&atku objastiovany pievazné z jeho
exogennich aplikaci. Ve stéle vice pfipadech vSak mame dikazy, Ze endogenni hormon
také plni piivodné uréené role, a objevuji se i nové funkce. Tyto nové&jsi dikazy pochaze;ji
ze vzajemného vztahu mezi hladinami hormont a ristem definovanych genotypti nebo
mutanti, zejména modelové rostliny Arabidopsis, nebo transgennich rostlin. V ostatnich
ptipadech dosud nebylo pfesvédcivé prokazano, ze endogenni hormon funguje stejnym
zpisobem. Povaha, vyskyt, transport a u¢inky hormonu (konkrétn¢ cytokininu) jsou
uvedeny nize. Je vSak tfeba zdiraznit, Ze hormony neptisobi samy, ale ve vzajemné
spolupraci nebo opozici tak, ze kone¢ny stav ristu nebo vyvoje piedstavuje Cisty ucinek
hormonalni rovnovahy (Davies, 2010).

Auxiny pozitivné ovliviiuji prodluzovani bun€k zménou plasticity bunécné stény,
tvorbu pupend, iniciaci kofent a také vyvoj bo¢nich a adventivnich kofent, iniciaci kvéta
a specifickou syntézu proteinti béhem tvorby semen. Auxiny mohou také podporovat
produkei dal$ich hormont. Spolu s jinymi hormony, vétSinou s cytokininy, podporuji
tvorbu vyhonkd, stonkt, kofeni, kvéta a plodt. Zajimavosti je, ze produkce auxinu je
regulovana svétlem. Koncentrace auxinu Se za pfitomnosti svétla snizuje a ve tmé se
naopak zvysuje (Brukhin a Morozova, 2011).

Cytokininy se spolu s auxiny hojné vyuzivaji v rostlinné vyrobg, a to konkrétné
Vv rostlinnych biotechnologiich, kde se pfidavaji jako slozky do kultivacnich médii. Diky
fizené regeneraci rostlin mizeme ziskat viruprosty material. Kromé toho, tato fizena
regenerace také umoziuje odvozeni rostlin z transformovanych a haploidnich bunck a
vyuziti somaklonalni variability (Prochazka et al., 1998).

CK také mimo jiné ovliviluji bunéné déleni. Podrobna analyza plisobeni auxinu v
procesu tvorby pupent ukazala, Zze samotny auxin nemtiZe iniciovat buné¢nou proliferaci.

Mize k tomu dojit pouze v pfitomnosti cytokininu, jehoz hlavni roli je pravé regulace
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bunécné proliferace. Na druhou stranu samotna iniciace bunétné proliferace nevede
K iniciaci listd. Muze to byt souhra téchto dvou hormont, ktera zptsobi vznik nového
pupenu. (Brukhin a Morozova, 2011).

Cytokininy stimuluji vétveni u okrasnych rostlin a v kombinaci s gibereliny se podileji
na tvarovani ploda u vybranych odrtd jabloni. Vlivem ptisobeni CK Ize také u obilovin
(v ranych fazich vyvoje) zintenzivnit jejich odnozovani. Pokud se do obilovin v dobé
jejich kveteni aplikuji CK, ma to za nasledek zvySeni po¢tu zrn v klasech.

Cytokininy u rostlin mimo jiné prodluzuji jejich fotosyntetickou produktivitu,
podporuji nartst celkové produkce biomasy a jsou zndmé také tim, ze zvysuji odolnost

rostlin ke stresovym podminkam (Prochazka et al., 1998).
2.2 Cytokininy
2.2.1 Objev

Cytokininy jsou derivaty adeninu charakterizované schopnosti indukovat bunééné déleni
Vv pletivové kultufe za pfitomnosti auxinu (Davies, 2010). Nejbohatsim zdrojem
cytokininii je autoklavovana spermatickda DNA sled¢, ze které byl izolovan prvni
synteticky CK identifikovany jako 6-furfurylaminopurin (znamy jako kinetin; obr. la;
Miller et al., 1955). Prvnim pfiirozené se vyskytujicim (endogennim) cytokininem je
trans-zeatin (obr. 1b), ktery byl objeven v nezralém endospermu kukufice (Zea mays),
podle které byl nazev zeatin odvozen (Letham, 1963). Diive byly CK znamy jednoduse
jako kininy, kdyz byly poprvé izolovany z kvasinkovych bunék (Brukhin a Morozova,
2011).

Obr. 1 Struktura kinetinu (a) a trans-zeatinu (b); Pievzato z Davies, 2010.
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2.2.2U¢inky

e Bunécné deleni — exogenni aplikace CK vyvolavaji bunécné déleni v pletivové
kultufe za ptitomnosti auxinu. To se déje také endogenné plisobenim bakterialnich
gend pro biosyntézu auxinu a cytokininu, coz vyvolava tvorbu nadort kréku
kli¢nich rostlin (,,crown gall tumors*). Cytokininy pfirozen¢ plni funkci iniciatoru
bunécného deleni diky jejich pfitomnosti v pletivech s aktivné se délicimi
bunkami (napt. plody, $picky vyhonku; Davies, 2010).

e Morfogeneze — v pletivové kultute a krccich kli¢nich rostlin CK podporuji
zahajeni tvorby vyhonk a v mechu indukuji tvorbu pupenti (Davies, 2010).

e Riist postrannich (lateralnich) pupent — uvolnéni postrannich pupenii z apikalni
dominance (Davies, 2010).

e ZpuUsobuji expanzi listi a zpomaluji jejich starnuti; u ne¢kterych druhi mohou
zvysit otevirani priduchti a také maji vliv na vyvoj chloroplastii. Aplikace CK
totiz vede k nashromazdéni chlorofylu a pfemén¢ etioplasti na chloroplasty
(Davies, 2010).

Cytokininy pusobi proti starnuti, podporuji diferenciaci buné¢k, ale ve specifickych
ptipadech také dokazou navodit programovanou bunéénou smrt. Jejich obecnou funkci
je, ze jsou spoustéci bunécnych zmeén, coz je nezbytné pro mnoho rozhodnuti béhem
zivotniho cyklu rostlin, ktery zahrnuje jak vyvojové procesy, tak adaptivni reakce na
menici se abiotické a biotické prostiedi (Ziircher a Miiller, 2016).

Experimenty na bunééné rostlinné kultufe ukazuji, Ze hlavnim faktorem pro regulaci
rastu bunék, diferenciaci bunék a iniciaci specifickych procesti organogeneze je pomér
auxin/cytokinin. Konkrétné¢ zvyseni poméru auxin/cytokinin v kalusu zptisobuje tvorbu
kofenil, zatimco snizeni tohoto poméru ma za nasledek tvorbu vyhonkt (Brukhin

a Morozova, 2011).

2.2.3Rozdéleni

Cytokininy jsou piirozené se vyskytujici adeninové derivaty substituované v poloze N6
(Schmiilling, 2004). Na zaklad¢ konfigurace postranniho fetézce jsou klasifikovany jako
isoprenoidni [N8-(A% — isopentenyl) - adenin (iP), trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ) a
dihydrozeatin (DHZ)] nebo aromatické [N°-benzyladenin (BA), kinetin (KIN) a topolin];
(Faure et al., 1998). Struktury a nazvy pfirozen¢ se vyskytujicich cytokininti jsou

zobrazeny na obrazku 2.
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Obecna struktura

cytokininti R, R, R; Slouéenina Zkratka
CH H - N-isopentenyladenin TP
3 N-R - Ne-isopentenyladenosin iPR
_/=< N;-G - NS-isopentenyladenin-7-glukosid PTG
CHs NG - Ne-isopentenyladenin-9-glukosid iP9G
Ng-RP - NSisopentenyladenosin-5-monofosfit iPMP
H H frans-zeatin z
Ng-R H trans-zeatin ribosid tZR
CHOR, N-G H trans-zeatin-7-glukosid 1Z1G
_/:< Ng-G H ftrans-zeatin-9-glukosid Z9G
CH, H G trans-zeatin O-glukosid tZOG
N-R G trans-zeatin ribosid O-glukosid tZROG
Mz-RP H trans-zeatinribosid-5-monofosfit 1ZMP
H H cis-zeatin cZ
CH.OR; R H cis-zeatin ribosid cZR
_\=< Ng-G H cis-zeatin-9-glukosid cZ9G
H G cis-zeatin O-glukosid ¢cZ0G
CHy Ng-R G cis-zeatin ribosid O-glukosid cZROG
R Ng-RP H cis-zeatin ribosid-5-monofosfat cZMP
Pt
Hfi'l "R? H H dihydrozeatin DHZ
6. i Ng-R H dihydrozeatin ribosid DHZR
INF \5’r;l\ LCHOR, N,-G  H dihydrozeatin-g-glukosid DHZ9G
| |I }a _/_< H G dihydrozeatin O-glukosid DHZOG
Z%N/A\N CH; MR G dihydrozeatinribosid 0-glukasid DHZROG
3| g\ Ne-RP  H dihydrozeatin ribosid-5"-monofosfat DHZMP
Ry R;
H - N5-benzyladenin BA
Ng-R - Nf-benzyladenosin BAR
Ni-G - N5-bengzyladenin-3-glukosid BA3G
/_O NG - NE-benzyladenin-7-glukosid BATG
Ng-G - N5-benzyladenin-9-glukosid BASG
MN-RP - N®-benzyladenosin-5-monofosfat BAMP
HQ H - ortho-topolin oT
Nz-R - ortho-topolin ribosid oTR
Nz-G - ortho-topolin-9-glukosid oTaG
OH H - meta-topolin mT
Ng-R - meta-topolin ribosid mTR
Nz-G - meta-topolin-9-glukosid mT9G
OH H - para-‘topolin - pT
/ ( > Ne-R - pora-topolinribosid pTR
0 H - kinetin K
Nz-R - kinetin ribosid KR
/\@ N;—G - kinetin-9-glukosid K9G

Obr. 2 Struktury, nazvy a zkratky isoprenoidnich a aromatickych cytokinini; H = vodik,
R = g-D-ribofuranosyl, G = p-D-glukopyranosyl, RP = p-D-ribofuranosyl-5‘-monofosfat;
Prevzato od Svacinova et al., 2012.
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Cytokininy se také vyskytuji jako ribosidy, ribotidy a N- a O-glukosidy. Ribosidy
vznikaji navazadnim rib6zy do polohy N9 a ve srovnani s volnymi bazemi mivaji ribosidy
vetsinou snizenou aktivitu. Stejné tak vykazuji snizenou aktivitu ribotidy, které vznikaji
navazanim postranniho fetézce na AMP, ADP ¢i ATP uc¢inkem isopentenyltransferazy
(Prochazka et al., 1998; Kakimoto, 2003).

Latky vykazujici nejvyssi aktivitu maji jako substituent v poloze N6 isoprenoidni
fetézec s dvojnou vazbou (Kaminek, 1992). K velkému snizeni ¢i dokonce ztraté
biologické aktivity dochazi obménou adeninového skeletu nebo zménou poctu atomu
uhliku v postrannim fetézci (Prochazka et al., 1998). Ackoli bylo identifikovano nékolik
CK, fyziologicka funkce jednotlivych druhii neni dosud zcela objasnéna. Pfedchozi studie
vSak naznacuji, ze CK lze rozdélit do tfi hlavnich skupin: aktivni formy, translokaéni
formy, skladovaci a inaktivované formy (Davies, 2010).

Cytokininy lze také glukosylovat za vzniku N-glukosidi (Obr. 3a) a O-glukosidu
(Obr. 3b). Obecné je znamo, Ze glykokonjugaty jsou neaktivni a pfedpoklada se, Ze hraji
urcitou roli v homeostaze hormonti. Enzymy podilejici se na O-glukosylaci byly
identifikovany jako O-glukosyltransferazy a enzymy podilejici se na N-glukosylaci jako
N-glukosyltransferazy (Hou et al., 2004). O-glukosylace je reverzibilni a O-glukosidy
jsou rezistentni na $tépeni postranniho fetézce v poloze N6 cytokinin oxidazami a jsou
stabilni za urcitych podminek. ProtoZe mohou byt tyto konjugaty prevedeny zpét na
aktivni baze cytokinini pomoci p — glukosidaz, bylo navrzeno, ze predstavuji neaktivni,
stabilni zasobni formy hormonu. Pfi aplikaci vysokych hladin CK do rostliny se jako
hlavni konjugat tvoii N7-glukosid. Na rozdil od O-glukosida jsou N7- a N9-glukosidy
rezistentni na glukosiddzy a tato vlastnost spolu s jejich akumulaci v rostling vedla
k domnénce, Ze se N-glukosylace podili na detoxikaci (Hou et al., 2004).

O-glukosidy jsou formou reverzibilni a N-glukosidy naopak ireverzibilni, jelikoz
nejsou znameé enzymy, které by endogenné Sté€pily N-glukosidy zpét na volné béze
(Spichal, 2012). Reverzibilni sekvestrace O-glukosidii umoziuje nepietrzitou dostupnost
cytokininli na fyziologicky aktivni urovni po delsi dobu, coz vede k vysoké tvorbé
vyhonk in vitro kultur (Amoo et al., 2010).

Mezi casté endogenni modifikace CK tedy patii ribosylace, fosforibosylace,
glukosylace (ke které dochazi u poloh N7, N9, ale i u polohy N3 purinového kruhu) nebo
také tvorba alanylovych konjugati (Spichal, 2012). N-glukosylové a N-alanylové

derivaty jsou metabolicky stabilngjsi nez volné baze (Davies, 2010).
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U nékolika druhi rostlin, jako je topol a Arabidopsis byly identifikovany topoliny, které
obecné nazyvame aromatické cytokininy, z nichz nejvyssi aktivitu ve vétSing biotestli

vykazuje meta-topolin (mT): u rostlinnych druht byly kromé druht volné baze, nalezeny

také nukleosidy, nukleotidy a glukosidy (Prochazka et al., 1998; Davies, 2010).

a) Rn CH20H
i o
0 &
HNR1 R,: methylthio (-SCH;) .
HO
N7B S ;“\> R,: B-D-glukosa OH
a - -
Hz&r:: 4 QH Ry: B-D-glukosa B D glukosa OH OH
e ™8 R;: B-D-glukosa NHa B-D-ribosa
B-D-ribosa "
B-D-ribosa fosfaty - ﬁz— C|J —COOH
alanin !
alanin
b) R] R¢
CH20H
« O
-/\/]\/OR B-D-glukosa o N
7 ®  B-D-xylosa i pB-D-glukosa
HNR+ ORs H
N N\ -/\/< B-D-glukosa
N
Nl
/\/I\/OR B-D-glukosa
| °  p-D-xylosa B-D-xylosa

Obr. 3 Cytokininové derivaty konjugované s cukry a aminokyselinami; a) Konjugace S
adeninovym kruhem (N-glukosidy a dals$i); b) Konjugace s postrannim fetézcem (O-glukosidy);
Boc¢ni fetézec R1 je konjugovan na misté oznaceném hvézdickou; Pievzato z Davies, 2010.
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2.2.3.1 Cis-a Trans-zeatin

Techniky hmotnostni spektrometrie (MS) a nuklearni magnetické rezonance umoznily
mnohem lepsi strukturni rozliSeni zeatinu a ptispély k identifikaci cis-zeatin ribosidu
(cZR) v extraktech RNA z rostlinnych pletiv (Hall et al., 1967). Tay et al. (1986)
poznamenali, ze zméieni ¢cZR mohlo byt vysledkem enzymatického rozpadu tRNA
bchem extrakce.

Na konci 80. let bylo dosazeno vyznamného zlepSeni kvantifikace ¢Z a dalsich CK
pouzitim internich standardi oznacenych deuteriem. Tyto vnitini standardy prokéazaly
vysoké koncentrace c¢Z, cZR, cis-zeatin-O-glukosidu (cZOG) a cis-zeatin
ribosidmonofosfatu (cZRMP), které se vyskytuji v pletivech ryze (Takagi et al., 1989).
Tyto metody také piispély k identifikaci derivati cZ jako nejhojnéjsich CK v pletivech
cizry (Cicer arietinum) nebo ve specifickych organech, jako jsou saméi poupata
Mercurialis (bazanka; Durand R. a Durand B., 1994). Z analytického hlediska se derivaty
tZ a cZ odlisuji predevsim pomoci chromatografie (Schéfer et al., 2015).

Nekteré rostliny obsahuji podobné mnozstvi cis- a trans-Z, jiné zase upiednostiiuji
pouze jeden z izomerl. Pfedpoklada se, ze vlastnosti jako jsou specifické podminky
prostfedi (napf. Vvodni rezim, teplota, dostupnost zivin), biotické interakce
(napt. konkurence mezi rostlinami, tvorba mykorhizy, interakce s nodulujicimi
bakteriemi) nebo Zivotni styl rostlin (napf. pomaly/rychly rist, roéni/trvalé) jsou spojeny
s mnozstvim ¢Z u konkrétnich rostlinnych druhti. Je také mozné, ze vysoké hladiny cis-
izomer v mnoha plodindch mizou byt vysledkem samotného procesu $lechténi rostlin
(Schifer et al., 2015).

Teprve nedavno bylo prokdzano, ze CK hraji dilezitou roli v imunité rostlin. ZvySené
hladiny CK, jako je trans-zeatin, vyvolaly rezistenci proti hemi-biotrofnim patogenim u
riznych druht rostlin (GroBkinsky et al., 2013).

Protoze aktivni CK mizou byt produkovany degradaci tRNA, bylo navrzeno, Ze je tato
degradace moznym zdrojem hormonu. V rostlinné tRNA bylo nalezeno nékolik riznych
mnozstvi Cis-izomeru oproti trans, a to ptiblizné¢ v poméru 40:1. Piestoze interkonverze
mezi cZ a tZ mize byt katalyzovéana zeatinizomerazou, vypocty rychlosti obratu tRNA a
produkce cytokinini naznacuji, ze cesta degradace tRNA neni hlavnim zdrojem

cytokinini, alesponi ne tZ (Davies, 2010).
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Silva-Navas et al., 2019 zjistili, ze ¢Z ma dulezitou funkci v reakci rostliny na
nedostatek fosfatu (Pi) - cZ béhem nedostatku Pi v rostlin€ stimuluje prodluzovani bun¢k,
coz podporuje rist kofenovych vlaski, tim se zvetsi celkova absorpéni plocha rostliny a
dojde tak i ke zvyseni hladiny Pi v kofenech.

Jedna studie naznacuje, ze CK typu cZ pusobi jako pfechodné zasobni formy, které
jsou transportovany do vyhonku a pfevedeny na trans-izomery (aktivnéj$i druhy)

zeatinizomerazou v piitomnosti svétla (Bassil et al., 1993).
2.2.3.2 6-Benzylaminopurin (BAP, BA)

BAP je synteticky CK, ktery hraje roli pfi tvorbé kotentl, organt a také pii déleni bun¢k
(Lakitan, 1996).

Cytokininy také zprostfedkovavaji tzv. ,,cytokininovou signalizaci®. Napf. v S-fazi
bunééného cyklu se zda byt aktivace a synchronizace latentnich pocatka replikace DNA
jednim z hlavnich cilt pisobeni cytokinini. V apikalnich meristémech vyhonka u fady
rostlin dochazi po ptidani benzylaminopurinu (BAP) ke zkraceni velikosti replikonu a
také ke zkraceni S-faze bunééného cyklu (Houssa et al., 1994).

V burikach tabaku BY-2 (buné¢na kultura odvozena z Nicotiana tabacum cv. Bright
Yellow-2) se po piidani CK v rané S-fazi zvysi mitoticka aktivita. Pfidani BAP (10~ az
10% M) vede ke zvyseni mitotického indexu pfiblizné o 10%, zarove ale tento p¥idavek
neovlivni rychlej$i vyskyt maxima mitotické aktivity. Pfidani vyssiho mnozstvi BAP
(10° M) ma také za nasledek zvySeni mitotického indexu asi 0 10%, avsak oproti
piedchozimu piipadu, ptidani vys$siho mnozstvi BAP zptsobuje dokonce zpozdéni
vyskytu mitotického maxima (Temmerman et al., 2001).

Bylo také popsano, Ze isopentenyladenosin a benzylaminopurin indukuji v rostlinnych
bunkach programovanou bunétnou smrt (Mlejnek a Prochazka, 2002; Carimi et al.,
2003).

2.2 4Biosyntéza CK

Biosyntéza CK se uskutecniuje naptiklad v kofenovych Spickach a béhem vyvoje semen
biochemickou modifikaci adeninu. Jejich transport pak probiha xylémem od kofend
smérem k vyhonkiim (Davies, 2010).

Pro biosyntézu isoprenoidnich CK (Obr. 5A) byly navrzeny dvé mozné cesty. Jedna
je odvozena od degradace tRNA a druha od isopentenylace volnych adeninovych

nukleotidd (Obr. 4), ktera byla jako prvni zaznamenana u Dictyostelium discoideum
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(Davies, 2010). Prvnim krokem v biosyntéze isoprenoidnich CK je N-prenylace
adenosin-5-fosfati (AMP, ADP nebo ATP) na N6-konci pomoci dimethylallyldifosfatu
(DMAPP) nebo hydroxymethylbutenyldifosfatu (HMBDP). Tato reakce je katalyzovana
isopentenyltransferazou (IPT) a vyslednym primarnim produktem je isopentenyladenin
ribosid-5‘-monofosfat (iPRMP). Dlouhou dobu se myslelo, z2 DMAPP a AMP jsou
jedinymi substraty pro biosyntézu CK, ale nyni se zda jasné, ze substratova specificita
IPT se lisi v zavislosti na pavodu a druhu (Sakakibara, 2006; Davies, 2010).

Kratce po objeveni CK se ptedpokladalo, Ze jejich hlavnim zdrojem je tRNA, protoze
v hydrolyzatech tRNA byly identifikovany isoprenoidni CK (Sakakibara, 2006). Dalsi
moznou drahou biosyntézy isoprenoidnich CK je tedy jiz zminovand degradace tRNA.
Zralé molekuly tRNA obsahuji mnoho modifikovanych nukleosidi. Nékteré molekuly
tRNA obsahuji v misté sousedicim s antikodonem iPR nebo derivatovy zbytek. Prvni
krok isopentenylace adeninového zbytku je katalyzovan pomoci tRNA-IPT (tRNA-
isopentenyltransferaza; (Davies, 2010). Geny tRNA-IPT existuji v zivych organismech
vSudypfiitomné, jelikoz byly identifikovany naptiklad u Homo sapiens, Saccharomyces
cerevisiae a E. coli. Protoze prenylova ¢ast tRNA obsahuje cis-hydroxylovanou skupinu,
je degradace tRNA zdrojem cis-zeatinu. Kromé cZ jsou degradaci tRNA produkovany i
jiné aktivni cytokininy.

V¢asné vypocty rychlosti obratu tRNA vedly k zavéru, Ze degradace tRNA sice nebyla
hlavni cestou syntézy CK, avSak cytokininy odvozené touto cestou by nemély byt
zanedbavany, protoze nékteré¢ druhy rostlin, jako je kukufice a ryze, obsahuji podstatna

mnozstvi cis-zeatinu (Sakakibara, 2006).
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Obr. 4 Schéma primarni reakce biosyntézy cytokinint katalyzované IPT a tRNA-IPT;
Ptevzato z Davies, 2010.

V piipad¢ aromatickych CK (Obr. 5B) je alespon ¢ast jejich biosyntetické drahy
sdilena s drahou isoprenoidnich cytokinind. Mechanismy glykosylace aromatickych CK
a jejich interakce s bunéénou signalizaci jsou nejspiSe sdileny s isoprenoidnimi CK,
protoze zucastnéné enzymy a receptory rozpoznavaji ¢leny obou skupin. Katalyticke
enzymy pouzivané pii biosyntetické reakci a interkonverzi mezi aromatickymi cytokininy

jako mT, oT a BAP vsak dosud nebyly identifikovany (Sakakibara, 2006; Davies, 2010).
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Obr. 5 Struktury zastupcti isoprenoidnich (A) a aromatickych CK (B); Pievzato
od Sakakibara, 2006.

2.2.5AKktivita cytokinini

Biotest s mechem Funaria hygrometrica naznadil, Ze volné baze cytokinini, jako jsou tZ
a iP, byly aktivni, zatimco tZR vykazuje velmi nizkou hladinu aktivity. Identifikace genti
receptord cytokininii poskytuje konkrétnéjsi dikazy. V biotestech vykazuji nejvyssi
aktivitu volné baze, a tudiZ jsou povazovany za aktivni formy hormonu. Ribosidy a
ribotidy jsou obecné méné aktivni neZ odpovidajici volné baze. Jejich metabolickou
preménou na volnou bazi se tyto slou¢eniny mizou stat aktivni (Mok & Mok, 2001;
Spichal, 2004). V klasickych CK biotestech vykazuje tZ vyssi aktivitu v porovnani s cZ,
ktery je méné aktivni nebo Zadnou aktivitu nevykazuje (Schifer et al., 2015). Mezi vysoce
aktivni CK patii také benzyladenin a kinetin (GroBkinsky et al., 2013).

Pti reakci na nizkou teplotu nebo jiné faktory prosttedi dochazi ke vzajemnym
zméndm v misté nahromadéni O-glukosidil ve srovnani s volnymi bazemi. Tyto zmény
naznaCuji, Ze sacharidové konjugaty (O-glukosidy a N-glukosidy) jsou pravem
povazovany za zasobni a neaktivni formy cytokininl. Tato hypotéza je také podpofena
metabolickou stabilitou O-glukosidii vici enzymu zpisobujici degradaci cytokinint
(cytokinin oxiddza/dehydrogendza; CKX).

N-glukosylové a N-alanylové derivaty (O-glukosidy, N7- a N9-glukosidy a N9-alanyl)
vykazuji v cytokininovych biotestech bud’ malou nebo zaddnou aktivitu, coz naznacuje, ze

se jedna o neaktivni formy cytokininti (Davies, 2010).
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2.2.6 Topoliny

Cytokinin znamy jako 6-benzylaminopurin (BAP) je nejCasteji pouzivanym syntetickym
cytokininem (spolu s kinetinem) pti kulturach in vitro. Horgan et al. (1993) popsali
vyskyt 0-hydroxybenzyladeninu v listech topolu. Podle vyskytu v topolu byly derivaty
benzyladeninu pojmenovany jako 0- a m-topoliny (nesouci v poloze ortho ¢i meta
benzenového kruhu hydroxylovou skupinu; Strnad, 1997).

Od objevu topolinit jako pfirozené se vyskytujicich aromatickych cytokinini se
ukazaly byt skute¢nou alternativou k dlouho slouzicim cytokininim, jako je
benzyladenin, zeatin a kinetin v rostlinné pletivové kultufe. Topoliny, zejména meta-
topolin a jeho derivaty, byly pouzZivany pro zahajovaci fazi kultury, optimalizaci
protokolu a pro potlaceni riiznych in vitro vyvolanych fyziologickych poruch u mnoha
rostlinnych druhti. Diikkazy z rtznych studii naznacuji rostouci popularitu a vyhody
(i kdyz nejsou univerzalni pro vSechny druhy) topolind ve srovnani s jinymi CK (Aremu
et al., 2012). Uvadi se, ze topoliny maji vliv na lep$i mnozeni vyhonk, udrzovani
stability primarnich meristéma a na zlepSeni schopnosti zakotenéni (Amoo et al., 2010).

Kaminek et al. (1987) uvadi, ze lokalizované akumulaci mT je zabranéno jeho
rychlejsi translokaci v rostlinnych pletivech. Metabolity mT a mTR (meta-topolin
ribosid) jsou snadno odbouratelné. Hydroxylova skupina v postrannim fetézci meta-

topolind umoziuje tvorbu metabolitd O-glukosidu.
2.2.7 Analyza cytokininii

Hlavni funkci cytokinind u rostlin je regulace jejich rlstu a vyvoje. AvSak nckteré
cytokininy (naptf. kinetin a zeatin) vykazuji také vyznamné protistarnouct,
antikarcinogenni a antitrombotické u¢inky. Mimo to hraji potencialni roli pii potlacovani
ristu nadorti u savctl. Rychla, specificka a citliva analyza hladin cytokinini je tedy velice
dulezita (Tarkowski et al., 2009).

Vzhledem k tomu, Ze vytazky z rostlinnych pletiv jsou pomérné slozité viceslozkové
smési a CK se obvykle vyskytuji ve stopovych mnozstvich, jsou pro stanoveni jejich
endogennich hladin zapotiebi dostate¢n¢ citlivé a selektivni analytické metody (Tucker,
Roberts, 2000). Pro analyzy jsou upfednostnovany vysoce purifikované vzorky rostlin,
bez ohledu na pouzitou analytickou metodu. Kvantifikace CK byla tradi¢né provadéna
pomoci biotestil a imunotestl. Biotesty jsou sice nezbytné pro izolaci novych sloucenin,

avsak jejich nevyhodou je ¢asova naro¢nost a nepiesnost. Jako citliva alternativa pro
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stanoveni hladin CK se dfive pouzivalo technik imunoanalyzy (Morris et al., 1993). Mezi
dvé nejbéznéjsi formy cytokininové imunoanalyzy patii radioimunoanalyza (RIA) a
enzymova imunoanalyza (ELISA). Dnes se jiz pro detekci, kvantifikaci a charakterizaci
cytokinini v extraktech rostlinného pletiva vyhradné pouziva hlavné kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS; Tarkowski et al., 2009).

Detekce CK v rostlinnych pletivech pomoci imunolokalizace nabizi silny nastroj ke
studiu distribuce téchto signalnich molekul, a to diky vysoce specifickym strukturnim
pozadavkum protilatek na vazbu (Casanova et al., 2004).

Mezi bézné analytické metody patii metody fyzikalné-chemické, jako je vysoce ucinna
kapalinova chromatografie (HPLC; plynova chromatografie (GC) u CK spiSe vzacné,
jelikoz nejsou tékavé) a jako dopliikova metoda je v soucasné dobé pro analyzy
cytokininll pouzivand také kapilarni elektroforéza (CE). Hlavni separaéni metodou
pouzivanou pro analyzu a purifikaci proteinti u biologickych vzorki je HPLC (Tarkowski
et al., 2009).

V kazdé moderni chemické analyze je klicovym faktorem ptiprava vzorku, a to
zejména u analytu piitomnych ve stopovych nebo ultrastopovych mnozstvich ve slozitych
matricich. Postupy pouzité pro extrakci CK a pfipravu vzorkll jsou proto kriticky
dilezitymi kroky v celém analytickém procesu. Na obr. 1 mizeme vidét detailni postupy
pouzivané pro extrakci, prekoncentraci a purifikaci cytokinina (Tarkowski et al., 2009).

Analyza CK v rostlinném extraktu je obtiZzny proces hlavné kvili nutnosti odlisit
studovanou latku od velkého mnozstvi ne€istot. Vhodna analytickd metoda pro stanoveni
hladin CK v rostlinnych pletivech proto vyzaduje spojeni efektivniho purifika¢niho
postupu s dostatecné citlivou, spolehlivou a selektivni analytickou koncovkou

(Tarkowski et al., 2004; Tarkowski et al., 2009).
2.2.7.1 Extrakce a purifikace

Vysledky identifikace a kvantifikace CK extrahovanych z rostlinnych pletiv se lisi podle
pouzitych typt extrakénich rozpoustédel a postupt. Studovany rostlinny material by mél
byt po jeho sklizni okamzité zmrazen nebo extrahovan vhodnym rozpoustédlem, aby se
zabranilo jakékoli svétlem indukované, tepelné, oxidativni a enzymatické degradaci CK
(napf. pfeméné cytokininového nukleotidu na jeho ribosid) a aby bylo ziskano v
dostatec¢né velkém mnozstvi/vytézku pozadované spektrum metaboliti (CK nukleotidy,
volné baze, ribosidy, N- a O-glukosidy). Ve vzorku ale byvaji kromé studovaného

materialu pfitomné i jiné biologické materialy, které Casto brani izolaci a identifikaci
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pikomolarnich mnozstvi CK (Tarkowski et al., 2004, Tarkowski et al., 2009). Rostlinny
material byvad obvykle zmrazen v kapalném dusiku a ponechian v Bieleského
rozpoustédle, které obsahuje methanol, chloroform, vodu a kyselinu mravenéi (12:5:2:1,
viv; Bielski, 1964). Také bylo zjisténo, ze modifikované Bieleského rozpoustédlo
(methanol-voda-kyselina mravenci; 15:4:1, v/v) dostate¢né potlacilo defosforylaci CK
mononukleotidia (Hoyerova et al., 2006).

Pro cisténi, extrakci a izolaci mnoha pfirozené¢ se vyskytujicich sloucenin se
pouziva extrakce pevnou fazi (SPE). Jedna z hlavnich vyhod SPE spociva v tom, ze
vysoké vytéznosti extrakce lze obvykle dosdhnout vhodnym sorbentem a u¢innym
postupem, a to i v situacich, kdy by jiné tradi¢ni extrak¢éni techniky selhaly. Pre-
koncentrace CK byva obvykle dosazeno pouzitim SPE s tzv. Cig kolonami (Tarkowski et
al., 2009). Po pre-koncentraci je mozné pokracovat v dal§im ¢isténi vzorku, a to pomoci
kolon SPE se smiSenym rezimem kationtové vymény (MCX = mixed-mode cation
exchanger). Cisténi CK pomoci MCX SPE je vhodné pro odstranéni kontaminanti
absorbujicich ultrafialové zateni s vyssi vytéznosti CK (Ge, Yong et al., 2004; Hoyerova
et al., 2006).

Jelikoz ale maji CK nukleotidy relativné vysokou polaritu, ktera vede ke Spatné retenci
kolonami C1g béhem SPE, je nutno pouziti aniontoméni¢ového sorbentu jako uc¢inného
alternativniho kroku k oddéleni CK nukleotidti od CK bazi a konjugatti cukru. Na zakladé
toho byla vyvinuta u¢inna dvoustupiiova metoda SPE pro pre-koncentraci a ¢isténi CK

nukleotidit pomoci kolon Oasis HLB a MAX (Takei et al., 2003; Ge, Yong et al., 2006).
2.2.7.2  Kvantifikace cytokinini

Zasadnim krokem pro objasnéni role CK v pftirodnich védach je vyvoj citlivych a
spolehlivych analytickych metod pro stanoveni hladin CK v rostlinnych pletivech.
Cytokininy vykazuji gradace polarity a jsou snadno detekovany UV absorpci. Proto se
jako obzvlasté vhodna chromatograficka metoda pro jejich analyzu vyuziva vysoce
ucinna kapalinova chromatografie (HPLC). HPLC umoziiuje rychlou separaci CK s
vysokym rozliSenim jesté pied jejich analyzou pomoci MS, imunotestu nebo biotestu.
Nejpouzivangjsim postupem pro kvantifikaci CK je MS s izotopovym fedénim, zejména
s LC-Elektrosprejova ionizace-MS (LC-ESI-MS; Tarkowski et al., 2009).

Jednou z vyhod HPLC/MS oproti jinym technikam je vysoka citlivost a tedy moznost
pouziti velmi malého mnozstvi Cerstvého materidlu (n€kolik desitek miligraml az gram,

v zavislosti na druhu pletiva a obsahu endogennich fytohormonti). Pii pouZiti
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imunoanalytickych nebo GC/MS technik toto malé mnozstvi nestaci, v tomto piipadé
byly zapotiebi jednotky az desitky gramt Cerstvé hmoty. Pro analyzu CK pomoci
HPLC/MS je nutné bezchybna chromatograficka separace, a to jak z hlediska ptirozené¢ho
vyskytu izomert, tak z hlediska moznosti eliminace nespecifického ,,chemického Sumu.
Peclivou chromatografii 1ze dosahnout lepsiho signalu v detektoru hmotnostniho

spektrometru (Tarkowski et al., 2004).
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2.3 Invitro mikropropagace

Mikropropagace je proces vegetativniho riistu a mnozeni z rostlinnych pletiv nebo semen.
Provadi se za aseptickych a ptiznivych podminek na ristovém médiu pomoci riznych
technik rostlinnych pletivovych kultur. Pletivova kultura je zaloZzena na konceptu
totipotence, coz znamena schopnost rostlinnych bun¢k a pletiv vyvinout se ve zcela
novou kompletni rostlinu. Diky totipotenci rostlinnych bunék obsahuji tyto bunky
kompletni genetické vlastnosti rostliny, coz krome¢ jiného umoziiuje syntetizovat vSechny
potiebné metabolity. MnoZzstvi sekundarnich metabolitti produkovanych Vv pletivovych
kulturach maze byt dokonce vyssi nez v matefskych rostlinach, a proto jsou tyto kultury
povazovany za G¢innou a potencialni alternativu produkce metabolita (Sidhu, 2010).

Pii konvenénim péstovani mnoho rostlin za urcitych klimatickych podminek
nevyklici, nevykvete, neprodukuje semena a mivaji dlouhé obdobi ristu a rozmnozovani
(Prakash, Staden, 2007). Diky mikropropagaci je zajistén spolehlivy pravidelny ptisun
rostlin za pouziti minimalniho prostoru a Casu.

Mezi vyhody mikropropagace 1é¢ivych rostlin in vitro patii:
o Vyssi rychlost mnozeni

o prostredi 1ze kontrolovat nebo upravovat tak, aby vyhovovalo konkrétnim potiebam

rostliny
o rostlina je k dispozici po cely rok (bez ohledu na regionalni nebo sezénni zmény)
o identifikace a produkce kloni s poZzadovanymi vlastnostmi.

o kontrola produkce sekundarnich metaboliti

o moznost produkce novych a vylepSenych geneticky upravenych rostlin
o ochrana ohrozenych druht rostlin

o zachovani genetického materialu pomoci kryokonzervace (Sidhu, 2010)

B¢hem poslednich desetileti byly v riznych zemich provedeny Cetné studie s cilem
zlepsit metodu klonalni mikropropagace za ucelem produkce vysoce kvalitniho
rostlinného materialu (konkrétné Rubus idaeus). Je znamo, Ze koeficient reprodukce
rostlin v kultufe in vitro zavisi na genotypu, slozeni zivného média, fyzikalnich
podminkach kultivace a stabilité procesu reprodukce pti subkultivaci vyhonkt (Khlebova
etal., 2019).

Kultiva¢ni médium obsahuje diilezité ziviny a prvky (sacharézu, makro a mikroziviny,
vitaminy, hormony a dals$i organické latky) pro in vitro rust rostlinnych pletiv a pro jejich

uspésnou kultivaci je volba spravného slozeni média velmi klicova. Mezi nejvice
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pouzivana média patii MS médium (Murashige a Skoog, 1962). Do médii se mimo jiné
ptidava také agar jako gelujici prostiedek, ktery zabraiiuje smrti kultivovanych bunck v
dasledku ponofeni a nedostatku kysliku v kapalném médiu. Dalsim dilezitym faktorem
je PH kultiva¢niho média (obvykle mezi 5,0-6,0), jelikoz ovliviiuje absorpci iontt (Sidhu,
2010).

Klonovani in vitro zahrnuje nékolik fazi, z nichz hlavni je zavedeni explantati do
sterilni kultury, mikropropagace, nasleduje zakofenéni explantata in vitro, a nakonec se
regeneranty adaptuji na podminky ex vitro. Pro zvyseni efektivity metody je nutné zlepsit
a optimalizovat technologii pro vSechny vyse uvedené kroky.

Khlebova et al. (2019) zkoumali vliv fytohormont na in vitro mikropropagaci Rubus
idaeus a zjistili, ze diky ptidani BAP do Zivného média, bez ohledu na koncentraci, se
zvysilo pocet vyhonkt ve srovnani s kontrolnimi rostlinami péstovanymi na médiich bez
BAP. Pouziti vyssich davek tohoto cytokininu (2-3 mg/L) vedlo ke snizeni rychlosti
reprodukce malin. A po pfidani jesté o néco vyssi koncentrace BAP (v rozmezi 2,5-3,0
mg/L), byl pozorovan anomalni vyvoj mikrovyhonkd (vykazovaly zkroucené listy,
zkracené deformované stonky a organy mély skelny vzhled).

Jak zminuje Khlebova et al. (2019) v jejich praci o reprodukci remontantnich forem
¢ervené maliny, je obecné znamo, Ze vyhonky se znamkami vitrifikace béhem in vitro
reprodukce produkuji rostliny, u kterych dojde k zakofenéni jen ziidka a zpravidla mohou
Zit pouze in vitro. I pti mirném projevu vitrifikace je velmi problematické tyto rostliny
prenést do nesterilnich podminek. Zjistili tedy, ze pfidani mensiho mnozstvi BAP (1,0
mg/L) do MS média poskytlo intenzivni mnoZeni vysoce kvalitnich vyhonki
remontantnich ¢ervenych malin a naopak pouziti vyssich davek tohoto cytokininu (2—3
mg/L) pak vedlo ke sniZeni rychlosti reprodukce odrady (Khlebova et al., 2019).

Pro GspéSnou regeneraci a mikropropagaci rostlinného materidlu je tedy klicovéa nejen
spravna volba fytohormond, ale také jejich koncentrace. Nedostate¢né nebo nadmérné
mnozstvi rustovych hormont totiz mize Vv obou piipadech zplsobit morfologické a

fyziologické abnormality (Sidhu, 2010).
2.4 Rubus ldaeus

Malina (Rubus idaeus L.) patii do Celedi Rosaceae. Jedna se o jednu z nejstarSich a
nejrozsifenéjsich bobulovych plodin, ktera se péstuje jak pro jeji vynikajici chut’, tak i
pro lékaiské a dietetické vlastnosti jejich bobuli. Ovoce Rubus obsahuje vyznamné

mnozstvi vitamint A a C, antokyanl a polyfenolickych latek, a diky tomu vykazuji
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vysokou antioxidacni aktivitu. Malina vstupuje do obdobi tvorby plodi velmi brzy.
Nasledujici rok po jarni vysadbé jiz dava prvni bobule a po dal$im roce se sklizen vyrazné
zvysi. Bobule se konzumuji Cerstvé. Slouzi jako cenné suroviny pro potravinaisky a
cukraisky pramysl, a kromé toho se pouZivaji k suSeni a zmrazovani. Po zmrazeni si
plody zachovaji svou chut,, aroma a v§echny uzite¢né vlastnosti (Khlebova et al., 2019).

Vzhledem k cennému biochemickému slozeni bobule se Gspésné pouziva k prevenci
kardiovaskularnich, gastrointestindlnich, koznich a jinych onemocnéni, a také pfi
nedostatku vitaminti. Kromé toho se ukazuje, ze mimotadné mnozstvi polyfenoli a
vlakniny v cervenych malindch naznacuje metabolické vyhody pro lidi s rizikem

cukrovky (Xiao et al., 2017).

2.4.1 Tradi¢ni lécivé ucinky

Ovoce je znamé pro jeho antiskorbutické a diuretické Gcinky (jako vynikajici napoj pro
zmirnéni horecky se doporucuje ¢erstvy malinovy dzus s trochou medu). Z malin se také
vyrab&ji obli¢ejové masky, které jsou vhodné ke zmirnéni zarudnuti pokozky. Caj
vyrobeny z listll cervené maliny se po staleti pouzival jako lidova medicina k 1é€bé ran,
prijmi, kolikovitych bolesti a pii bolesti délohy. Nalev ze susenych listd maliniku byl
podavan téhotnym zenam jako tonikum ke zmirnéni porodnich bolesti a dysmenorey
oxytocické (stimulaci déloznich kontrakei) a také se pouzivaji jako kloktadlo k 1é¢bé
anginy, zanétd ust, zanétl spojivek, drobnych ran, popalenin, opafenin, viedi

(bércovych) a jako obklad k 1é¢bé bolaka (Lim T. K., 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Chemikalie
e 25% Hydroxid amonny pro LC-MS, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)
e 68% Kyselina dusi¢na, VWR Chemicals S. A. S. (Fontenay-sous-Bois, Francie)
e Kyselina mravenc¢i 98% - 100% pro LC-MS, Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)
e Kyselina mravenci p.a., Honeywell (Seetze, Némecko)
e Methanol (> 99,9%) gradient grade for liquid chromatography - LiChrosolv,
Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)
e Redestilovana voda (Millipore Simplicity ™)
e Stabilni izotopové znacené interni standardy (IS), (Laboratoft ristovych regulatorii
Univerzity Palackého Olomouc, Ceské republika):
o baze (B): [®Cs]cZ, [¥Cs]tZ, [°Hs]tZR, [*Hs]tZ9G, [?H3]DHZ,
[?H3]DHZR, [*H3]DHZ9G, [*He]iP, [*He]iPR, [*Hs]iP9G, [*H7]BAP,
[?H7]BAPR, [?H7]BAP9G, [®NsmT, [®Ns]oT, [**N4]pT, [®*NsmTR,
[**N4JoTR, [**Na]pTR, [*°*Na]JmT9IG, [*°*N4]oTIG, [*°N4JpT9G, [*°N4]K
o O-glukosidy (OG): [Hs]tZOG, [?Hs]tZROG, [°H7]DHZOG
o nukleotidy (NT): [*Hs]tZRMP, [°H3]DHZRMP, [?Hs]iPRMP,
[°H7]BAPRMP
Roztoky:

0,35M roztok hydroxidu amonného v 60% methanolu: 150 m1/250 ml methanolu
+ 93,75 ml/250 ml vody + 6, 25 mI/250 ml 25% hydroxidu amonného

0,35M roztok hydroxidu amonného: 243,75 ml/250 ml vody + 6,26 ml/250 ml
25% hydroxidu amonného

10% methanol (1 mI/10 ml methanolu + 9 m1/10 ml redestilované vody)

15 mM mravenéan amonny o pH 3,95 (0,566 ml/l kyseliny mravenci, pro upravu
pH pouzit 25% roztok hydroxidu amonného)

IM HCOOH: 240, 37 ml/250 ml vody + 9, 625 m1/250 ml kyseliny mravenci
50% kyselina dusi¢né: 192,25 ml/250 ml 65% kyseliny dusi¢né + 57,75 ml/250
ml vody

Extrakéni roztok (modifikovany Bieleského pufr): 187,5 ml/250 ml methanolu +
12,5 ml/250 ml kyseliny mravenéi + 50 m1/250 ml vody (75 % methanol + 5 %

kyselina mravenci + 20 % redestilovand voda)
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Kolonky pro SPE purifikaci a kapalinovou chromatografii:

Oasis® MCX (30 mg/1 ml), Waters (Milford, MA, USA)
Pro UHPLC separaci - kolona s reverzni fazi Waters UPLC® BEH C18 (1,7 pm:
2,1 x 150 mm), Waters (Milford, MA, USA)

3.2 Pristroje

Analytické vahy Sartorius Weighing Technology (Sartorius, Goettingen,
Némecko)

Centrifuga Thermo Scientific™ Multifuge™ X 1R, Thermo Electron LED GmbH
(Osterode am Harz, Némecko)

Kulovy mlynek MM 301, Retsch® GmbH & Co. KG (Retsch GmbH, Haan,
Némecko)

pH metr CyberScan 500, Oakton® (Vernon Hills, IL, USA)

Purifika¢ni aparatura Visiprep™ SPE Vacuum Manifold

Stolni laboratorni rotator Stuart® SB3-BB Scientific — Keison Products
(Chelmsford, Velka Britanie)

UHPLC-MS/MS systém — Acquity UPLC® I-class systém (Waters, Milford, MA,
USA) v zapojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem Xevo™ TQ-S MS
(Waters MS Technologies, Manchester, UK) vybaveny ESI (ionizace
elektrosprejem); MassLynx™ software s TargetLynx™ programem (verze 4.2,
Waters, Milford, MA, USA) pro zpracovani dat

Ultrazvukova lazefi Transsonic T310, ELMA® Schmidbauer GmbH (Singen,
Némecko)

Vakuova rotatni odparka Trigon-plus® RCT1010, Thermo Electron
Corporation — k 2006 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Vortex Mixer typ WIZARD, Velp Scientifica (Usmate, MB, Itélie)

Zaiizeni na tpravu vody — Millipore Simplicity™ water purification system,
Milipore Corp (Billerica, MA, USA)

32



3.3 Rostlinny material

Jako rostlinny material byly pouzity mikrovyhonky Rubus idaeus odrid Polka (PL), Zeva
(2V) a Willamet (WL). Material byl pfipraven v biotechnologické firmé Jan Holub s. r. .
Odrtdy byly péstované na 2 ruznych kultivaénich MS médiich (Murashige & Skoog,
1962). Prvni médium obsahovalo 6-benzylaminopurin a meta-Topolin v koncentraci 1
mg/L a druhy typ média obsahoval 2 mg/L trans-Zeatinu. Material byl poté kultivovan
Vv kultiva¢ni mistnosti pii teplot¢ 23 °C. Pasaz rostlin se provadéla co 5 tydna a po
dokonceni pasazovani byly rostliny umistény pod ptimé svétlo (plné spektrum, dlouha
perioda — 16 hodin svétlo, 8 hodin tma). Nakonec byly celé rostlinky odebrany (za
sterilnich podminek ve flowboxu), vloZzeny do zkumavek Falkon a pievezeny. Takto
pfipraveny material byl skladovdn v hlubokomrazicim boxu pod tekutym dusikem pfti

teploté -70 °C.
3.4 Navazeni rostlinného materialu

Rostlinny materidl (mikrovyhonky odrtid Polka, Zeva a Willamet) byl homogenizovan ve
tieci misce pod tekutym dusikem a rozvazen vzdy na tfi technické replikaty do 2 ml
mikrozkumavek Eppendorf. Navazky kazdého vzorku se pohybovaly kolem 11 mg FW

(vaha byla pfesn¢ zaznamendna).
3.5 Extrakce a MCX Purifikace

Do kazdé mikrozkumavky s homogenizovanym materialem byly piidany 3 kuli¢ky (oxid
zirkoni¢ity) pro homogenizaci. Dale bylo do mikrozkumavek pfidano 0,5 ml
vychlazeného extrak¢éniho roztoku (modifikovany Bieleského pufr) o teploté -20 °C, ke
kterému byly pfidany interni standardy o celkovém mnozstvi 20 pl (smés cytokinint: 0,25
pmol B (bazi); 0,5 pmol OG (O-glukosid); 0,5 pmol NT (nukleotidd) a 0,25 pmol 7G
(7-glukosidt) k ovéieni kvantifikace hladin endogennich CK.

Takto pripravené vzorky v mikrozkumavkach byly vortexovany a homogenizovany v
kulovém mlynku (po dobu 3 minut pti 27 Hz). Dale byly vzorky na 3 minuty vlozeny do
vychlazené ultrazvukové lazné a nasledné do laboratorniho rotatoru (30 minut, 4 °C), kde
byly extrahovany. Po extrakci byly vzorky centrifugovany (15 000 rpm, 10 min, 4 °C).
Po centrifugaci nasledovalo odebrani supernatantu z mikrozkumavek Eppendorf a jeho
preneseni do novych zkumavek s ptidavkem 2,5 ml 1M HCOOH. Nakonec byly vzorky

opét vortexovany.
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Purifikace probihala dle MCX purifika¢niho protokolu (Dobrev a Kaminek, 2002). Pro
purifikaci vzork byla pouzita extrakce v pevné fazi (SPE) s kolonkami Oasis® MCX (30
mg/1 ml). Nejdiive byly aktivovany purifikacni kolonky Oasis MCX (zalozené na
kationové vymeén¢) pomoci 1 ml methanolu a 1 ml redestilované vody. Po aktivaci
nasledovalo kondiciovani pomoci 1 ml 50% kyseliny dusi¢né a opétovné promyti 1 ml
redestilované vody. Poté byly po 1 ml pfidavany vzorky s jiz pfedtim pfidanou 1M
HCOOH (2,5 ml). Jakmile byly do kolonek ptidany vSechny vzorky, byly zkumavky se
zbylym mnozstvim vzorka doplnény jesté 1 ml 1M HCOOH. Tato smés vzorku s 1M
HCOOH byla opét po 1 ml napipetovana do kolonek. Nakonec bylo do kolonek
napipetovan postupné 1 ml redestilované vody a nakonec 1 ml methanolu. VSechny
ptidané latky, které protekly purifika¢nimi kolonkami skon¢i v odpadni sklenéné nadobé,
ktera se pted zahajenim eluce vylije a vymyje.

Pied samotnou eluci je tfeba do vymyté sklenéné nadoby vlozit stojan se zkumavkami,
do kterych budou eluovany CK. Eluce byla nejprve provedena pomoci 1 ml 0, 35 M
NH4OH pro NT, a poté 2x1 ml 0, 35 M NHsOH v 60% methanolu pro B a OG. Po
dokonceni téchto kroka byly zkumavky se vzorky vytazeny a vortexovany. Precisténé
vzorky byly vlozeny do odparky, kde doslo k odpafeni vzorku do sucha. Nakonec byly
vzorky pievedeny na kapalnou fazi pomoci 40 pl 10% methanolu pro UHPLC analyzu.

3.6 Separace a stanoveni

Identifikace a kvantifikace jednotlivych CK byla provedena pomoci ultra-vysoce u¢inné
kapalinové chromatografie a nasledna detekce pomoci hmotnostniho spektrometru s
trojitym kvadrupolem vybavenym elektrosprejem (UHPLC — MS/MS). Metoda vyuZiva
efektivni separaci na kolonu C18 naplnénou ¢asticemi sub-2-mikronit v kombinaci s
MS/MS (pro presnou kvantifikaci) s pouZitim zdznamu vice iontovych reakci
(MRM - multiple reaction monitoring) pro méfeni pfirozené se vyskytujicich metabolitd
isoprenoidnich CK (baze, ribosidy, N-glukosidy, O-glukosidy a nukleotidy; Svacinova et
al., 2012).

Separace cytokininovych metaboliti probihala podle Svaéinova et al. (2012)
S pozménénymi separacnimi podminkami. Ptedcisténé vzorky byly tedy rozpustény ve
40 pl 10% methanolu a 10 pl kazdého vzorku bylo nastiiknuto na chromatografickou
kolonu s reverzni fizi Acquity UPLC® BEH C18(1,7 um; 2,1 x 150 mm). Separace
probihala v 17 minutach s vyuzitim tzv. gradientové eluce a doSlo tak k rozdéleni

isoprenoidnich a aromatickych cytokininovych bazi, ribosidi, N- a O-glukosidi
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a nukleotidd. Gradient se skladal ze 100% methanolu (A) a 15 mM mravencanu
amonného o pH 3, 95 (B) pfi pritoku 0,4 ml/min. Kolona byla vyhiata na teplotu 55 °C.
Zvysenim pratokové rychlosti a teploty kolony oproti pivodnim podminkam (Svacinova
et al., 2012) doslo ke zkraceni celkové doby analyzy ze 30 min. na 17 min.

Byl pouzit nasledujici gradient: 0 min, 5:95 (A:B) — 4 min isokraticka eluce, 5:95
(A:B) - 10 min linearni gradient, 20:80 (A:B) — 15 min linearni gradient, 50:50
(A:B) - 15.50 min, 99:1 (A:B) — 16.00 min 99:1 (A:B) — 16.50 min, 5:95 (A:B) — 17.00
min, 5:95 (A:B).

Nasledné byly vzorky detekovany pomoci vysoce selektivni a citlivé tandemové
hmotnostni spektrometrie (MS/MS) s trojitym kvadrupdlem (QqQ) a ionizovany
elektrosprejem v pozitivnim médu ESI+. Optimalizované podminky pro MRM byly
nasledovné: kapilarni napéti 0,75 kV; teplota zdroje/desolvata¢niho plynu byla
150 °C/600 °C; pritok desolvata¢niho plynu byl 600 I/h. lonty byly stanoveny pomoci
MRM, kde pak byly sledovany reten¢ni ¢asy separovanych CK ve ¢tyfech MRM oknech:
6.00 - 10.30 minut, 10.30 — 12.60 minut, 12.60 — 13.80 minut, 13.80 — 15.20 minut. Bylo
tak dosazeno zvyseni citlivosti metody (Novak et al., 2008).

Vysledky byly vyhodnocovany pomoci MassLynx softwaru a kvantifikace byla
provedena programem TargetLynx. Byl stanoven pomér endogenniho cytokininu k
ptislusnému znacenému standardu a dale pouzit ke kvantifikaci endogennich hladin CK
Vv pivodnim vytézku podle znamého mnozstvi pridaného vnitiniho standardu (standartni

izotopové fedéni; Novak et al., 2003).
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4 VYSLEDKY

V tomto experimentu jsme zkoumali kvalitativni a kvantitativni obsah cytokininovych
metaboliti pii in vitro mikropropagaci téi odrad maliniku (Polka, Zeva a Willamet).
Cytokininy byly extrahovany, rozdéleny pomoci vysoce ucinné kapalinové
chromatografie (UHPLC) a nasledné detekovany MS/MS detektorem. Byly méteny
endogenni hladiny CK v rostlinném materialu Rubus idaeus, konkrétné v jeho
mikrovyhoncich odrid Polka, Zeva a Willamet, péstovanych na dvou typech kultivaénich
médiich:

1.  médium obsahujici 1 mg/L 6-benzylaminopurinu (BAP) a 1 mg/L meta-Topolinu

2.  médium obsahujici 2 mg/L trans — Zeatinu

Identifikovany byly nésledujici CK:

o BAP typ — BAP, BAPR, BAP7G, BAP9G, BAPR5'MP

o tZ typ —tZ, tZOG, tZR, tZROG, tZ7G, tZ9G, tZR5'MP

° cZtyp —cZ, cZOG, cZR, ¢cZROG, cZ7G, ¢Z9G, cZR5'MP

o DHZ typ — DHZ, DHZOG, DHZR, DHZROG, DHZ7G, DHZ9G, DHZR5 " MP
o IP typ —iP, iPR, iP7G, iP9G, iPR5'MP

o oT typ—oT, oTR, oT7G, 0T9G

o mT typ —mT, mTR, mT7G, mT9G

Stanovené hladiny CK jsou znazornény formou grafii (Obr. 7, 8, 9) a tabulek (Tab. 1, 2,
3, 4 a 5). Naméfené koncentrace cytokinini BAP a BAP9G na 1. typu média mizeme

vidét na obr. 7 a naméfené koncentrace cytokinint BAP a BAP9G na 2. typu média na

obr. 8.
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Namérené koncentrace BAP a BAP9G u odrid/klonl ¢ervené maliny
na 1. typu média
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Koncentrace [pmol/g FW]

W BAP M BAP9G

Obr. 7 Srovnani koncentrace cytokinini BAP a BAP9G detekovanych v
mikrovyhoncich Rubus idaeus péstovanych na médiu s obsahem 1mg BAP + 1
mg mT; Zobrazené hodnoty odpovidaji priméru &+ smérodatna odchylka (n = 2-
3)

Namérené koncentrace BAP a BAP9G u odrdd/klont ¢ervené maliny
na 2. typu média
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N WL PL1 PL2
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Obr. 8 Srovnani koncentrace cytokininii BAP a BAP9G detekovanych v
mikrovyhoncich Rubus idaeus péstovanych na médiu s obsahem 2 mg tZ;
Zobrazené hodnoty odpovidaji priméru + smérodatna odchylka (n = 2-3)
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Namérené koncentrace mT a mT9G u odrad/klonl éervené
maliny na 1. typu média
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Obr. 9 Srovnani koncentrace cytokinini mT a mT9G detekovanych v
mikrovyhoncich Rubus idaeus péstovanych na médiu s obsahem 1mg BAP + 1
mg mT; Zobrazené hodnoty odpovidaji priméru + smérodatna odchylka (n =
2-3)

Grafy na obr. ¢. 7, 8 a 9 znazornuji vyznamny rozdil mezi koncentra¢ni hladinou
aktivnich (BAP a mT) a inaktivnich (BAP9G a mT9G) CK. Srovnani koncentrace
cytokinini mT a mT9G u rostlin péstovanych na médiu s obsahem 2 mg trans-Zeatinu
nebylo mozno zaznamenat, jelikoz hodnoty mT9G se vyskytovaly pod limitem detekce.

Maximalni naméfenou hodnotu koncentrace ze vSech detekovanych CK vykazoval
cytokinin BAP (3 216,64 pmol/g FW). Tuto koncentraci BAP obsahovaly rostliny odridy
Polka 1 péstované na 1. typu média (Lmg BAP + 1 mg mT). Tak vysoka hladina BAP v
rostlinach je zplisobena 1 kultivaénim médiem na kterém byly rostliny péstovany, jehoz
hlavni slozkou byl pravé 6-benzylaminopurin.

Z grafu je zfejmé, ze obecné nejvyssi namétené hladiny aktivnich CK vykazuji praveé
rostliny odrudy Polka 1 (PL1). Polka 1 byla povazovana za nejproblémovéjsi odridu,
jelikoz jeji rostliny vykazovaly nejhorsi riist. Spatny riist byl zptisoben (pfilis) vysokym
obsahem aktivnich CK, ktery u ostatnich odriid/klonti (ZV, WL a PL2) nebyl tak veliky.
Tento vysoky obsah aktivnich CK zpusobuje stres explantatl, zvysenou aktivitu CK
degradacnich enzymii a nasledné naméteny vysoky obsah inaktivovanych metabolitti.

Z téchto grafl je ziejmy velky pomér aktivnich/neaktivnich CK. Ptili§ vysoké hladina
aktivnich cytokinini aktivuje inaktiva¢ni enzymy, které syntetizuji vys$i hladiny
inaktivnich metaboliti (napt. BAP9G, mT9G atd.). U $patné rostoucich klont je pomér
BAP/BAPI9G ¢i mt/mT9G posunut ve sméru 9G.Na zakladé téchto poznatki byla
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Tab. 4 Naméfené endogenni hladiny (ze tfech technickych replikati) detekovanych
cytokinini odvozenych od CK typu oT v mikrovyhoncich Rubus idaeus (mikrovyhonky
odrud Zeva — ZV, Willamet — WL a Polka - PL) péstovanych na dvou typech kultivacnich
médii (RB 1-1 a Z); Hodnoty jsou psané ve tvaru: primérna hodnota + smérodatna
odchylka; <LOD = pod limitem detekce; FW = Cerstva hmotnost

TYP A KONCENTRACE CYTOKININU

[pmol/g FW]

VZORKY oT 0TR

MALINA ZV-RB 1-1 7,62 + 0,90 0,97 + 0,05
MALINA zZV-Z <LOD 0,20 + 0,02
MALINA WL-RB 1-1 9,54 + 0,32 2,22 + 0,30
MALINA WL-Z <LOD 0,23 + 0,03
MALINA PL1-RB 1-1 21,83 + 3,17 2,53 + 0,32
MALINA PL1-Z <LOD 0,16 + 0,01
MALINA PL2-RB 1-1 12,66 + 0,57 1,01 + 0,10
MALINA PL2-Z <LOD 0,19 + 0,02

Tab. 5 Naméiend endogenni hladina (ze tfech technickych replikét) detekovaného cytokininu
mTR v mikrovyhoncich Rubus idaeus (mikrovyhonky odrid Zeva — ZV, Willamet — WL a
Polka — PL) péstovanych na dvou typech kultivaénich médii (RB 1-1 a Z); Hodnoty jsou psané
ve tvaru: primérna hodnota + smérodatna odchylka; <LOD = pod limitem detekce; FW =
cerstva hmotnost; koncentrace cytokininu mT7G neni v tabulce zndzornéna, jelikoz se jeji
hodnoty pohybovaly pod limitem detekce;

TYP A KONCENTRACE
CYTOKININU [pmol/g

FW]

VZORKY mTR
MALINA ZV-RB 1-1 328,88 + 18,96
MALINA ZV-Z 0,51 + 0,07
MALINA WL-RB 1-1 397,39 + 21,99
MALINA WL-Z 1,71 + 0,20
MALINA PL1-RB 1-1 587,27 + 57,19
MALINA PL1-Z 0,97 + 0,18
MALINA PL2-RB 1-1 368,02 + 22,24
MALINA PL2-Z 0,52 + 0,05
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U kazdého vzorku byla provedena tii technicka opakovani. Ve vétsing pripada byly vSak
primér a smérodatna odchylka téchto replikat vypocitany pouze ze dvou hodnot namisto
méfenych tii, jelikoz tieti hodnota byla vyloucena jako odlehla. Tento stav mize
vzniknout z rGznych piicin, napiiklad Spatna ionizace vzorku ¢i jeho nedostatecna
homogenizace. Statistické vyhodnoceni (signifikance rozdili) tedy bohuzel nebylo

mozné, kviili nedostatecnému poctu hodnot.
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5 DISKUZE

Nizké mnozeni vyhonkt, morfologické abnormality, Spatna Cetnost zakofenéni a vysokeé
naklady na produkci patii mezi faktory zpochybmujici mikropropagaci Rubus idaeus.
VétSinu téchto problémil Ize zmirnit pouzitim vhodného typu a koncentrace reguldtoru
(regulatoril) ristu rostlin (zejména cytokininll) pii vyvoji ucinnych protokolt pro
mikropropagaci (Amoo et al., 2010). V této studii jsme zkoumali G¢inky raznych
cytokininti na produkci mikrovyhonkt z explantati vyhonki ¢ervené maliny.

Endogenni analyzy fytohormonta ukézaly, ze v ptipad¢ odrid Polka se v rostlindch
vyskytovaly o hodné vyssi koncentrace CK z médii, ale zaroven se tvofil i 9-glukosid
(inaktivni forma CK), a to u rostlin rostoucich jak na jednom, tak i na druhém médiu. U
klont (Polka), které vykazuji horsi rist, byla zmétena zhruba dvojndsobna koncentrace
BAP z média, ale zaroven i 10nasobna koncentrace 9-glukosidu.

Touto problematikou se zabyvali napf. Bairu et. al (2011), kde zkoumali vliv
endogennich CK na mikropropagaci Harpagophytum procumbens (Certiiv drép), u
kterého se casto vyskytovala nekroza Spi¢ek vyhonkl. Pfi srovnani kontrolnich
(zdravych) vzork rostlin s t€émi nekrotickymi zjistili, ze nekrotické vzorky poskytly vice
9-glukosidii ve srovnani s jejich kontrolnimi protéjsky. Abnormality v pletivové kultuie,
kterd byla oSetiena BAP byly casto spojeny s relativné vysokou trovni metabolitu
BAP9G (6-benzylaminopurin-9-glukosid; Werbrouck et al., 1995; Bairu et al., 2007).
Tento metabolit, ktery je vysledkem glukosylace adeninového kruhu v poloze N9 je
inaktivni, a neni snadno pfeménitelny na jiné pouzitelné formy CK (Sakakibara, 2006).

Spatné vyvinuté anatomické struktury a nekrozu $picek vyhonki u H. procumbens Ize
pricist Spatnému transportu CK pravé v kulturach oSettenych BAP. AvSak rostliny
osetfené mTR vykazovaly sniZzeny vyskyt nekrozy. Rostliny oSetfené topoliny (mT a
mTR) konzistentné poskytovaly vy$§i mnozstvi jak aktivnich forem (volné baze a
ribosidy), tak zésobnich forem (O-glukosidy) ve srovnani s jejich protéjsky oSetfenymi
BAP (Bairu et al., 2011) a také vyssi pocet kvalitnich explantat. Tyto poznatky nam byly
napomocné k vytvoreni nového kultivacniho média, jehoz hlavni slozkou budou pravé
ribosidy jako chranéné formy CK (ve stejné koncentraci jako volné baze v plivodnim
mediu), které ve zminovaném experimentu projevily na rostliny pozitivnéjsi ucinek oproti
volnym bézim.

Na zakladé naSich vysledkd endogennich analyz fytohormond byla navrzena

optimalizovana kultivacni média pro vybrané odridy pro Rubus idaeus. Rostliny dobie
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rostouci na médiu obsahujici BAP a mT vykazuji vy$s$i pomér aktivnich ku inaktivnim
metaboliti. Tento pomér (BAP/BAP9G) nam pomohl k navrzeni nového kultiva¢niho
média, kter¢ bude obsahovat chranéné formy CK, a to 9-ribosidy ptipadné 9-
tetrahydropyranyl derivaty. BAP9G je totiZ zodpovédny za inhibici zakofefiovani (Mala
et al., 2009), a proto je vyhodnépiidat do média CK ve chranéné form¢ (THP), aby k 9-
glukosidaci nedochazelo, nebo jen v mnohem mens$i kvantité. Rostliny rostouci na
druhém typu média (obsahujici tZ) také vykazovaly vétsi mnozstvi aktivnich CK
vzhledem Kk inaktivnim, a tak nové navrzené médium jiz bude misto tZ obsahovat jeho
ribosid jako chranénou formu CK. Puvodni média obsahujici baze poslouzily jako
negativni kontrola.

Tetrahydropyranyl (THP) je povazovan za uZzite¢nou chranici skupinu. Ma nékolik
vyhod (nizké naklady, snadna manipulace a zavedeni, dobra rozpustnost). Lze jej snadné
odstranit, coz je vyhodné Vv piipad¢, kdy funkéni skupina, kterou chrani, vyzaduje
manipulaci (Sharma et al., 2017).

Plihal et al. vroce 2013 pii studiu vlivu riznych cytokininovych derivati na
hydroponicky péstované sazenice kukufice zjistili, ze substituce tetrahydropyranyl a
tetrahydrofuranyl na atomu N9 adeninového zbytku pomohly k intenzivnéj$imu
akropetalnimu transportu modifikovaného cytokininu. V dtsledku toho doslo ke zménam
v distribuci aktivnich cytokinini spolu s postupnou metabolickou pifeménou
modifikovaného cytokininu na jeho volnou formu. Tyto zmény zabranuji inhibici ristu
kotentl, ktera omezuje vyuziti cytokininit v mikropropagacnich technikach. Zminované
N9-substituované derivaty aromatickych CK maji tedy velky potencial jako alternativni
slou¢eniny pro zlepSeni regenera¢nich technik rostlin in vitro.

Z vysledkt naSich i pfedchozich autort vyplyva, ze pfili§ vysoka hladina aktivnich CK
(bazi) rostlinam Skodji, rostliny jsou stresovany a spousteji inaktivaéni metabolismy, jako
napf. glukosylaci. Pokud se do média ptidaji CK ve chranéné formé, dojde k postupnému
uvoliiovani bazi v pletivech, rostlina se bude 1épe ptizpisobovat na Cerstvé médium, a

tudiz je vétsi Sance na jeji preziti a kvalitu jejich vyhonk.
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6 ZAVER
Cilem mé prace bylo stanoveni endogennich hladin CK v mikrovyhoncich cervené
maliny (Rubus idaeus) ve fazi mikropropagace in vitro péstovanych na dvou riznych
typech kultivacnich médii. Osvojila jsem si techniky extrakce, purifikace a nasledné
stanoveni cytokininti z rostlinného materialu. Cytokininy byly purifikovany podle
purifika¢niho MCX protokolu s kolonami OASIS MCX a poté detekovany metodou
UHPLC-MS/MS.

Na zaklad¢ naSich poznatkl byly navrzeny dva nové typy médii. Jedno obsahujici
CK ve formé ribosidi a druhé obsahujici derivaty THP (tetrahydropyranyl). Zjistili jsme,
7e pokud médium obsahuje CK ve formé ochranéné proti N°-glukosylaci, rostlina se 1épe
ptizplisobuje, nespousti své CK deaktivatni mechanismy a tim padem je vysledny
rostlinny material kvalitné;si.
Rubus idaeus se péstuje jako okrasna, ovocna a 1éciva rostlina. Zajisténi dostatecné
produkce geneticky stabilniho rostlinného materialu je stéZejni pro jejich komeréni
péstovani (Welander et al., 2014).

Cytokininy hraji v rostlinném organismu dilezitou roli. Také na jejich mnozstvi a
pomeéru k auxinu v kultivaénim médiu zavisi kvalita regenerace rostlinného materialu.
Optimalizace metod péstovani vybranych kultivari drobného ovoce in vitro na médiich
obsahujicich nové cytokininové derivaty by mohla pomoci k dosazeni kvalitnéjsich
vyhonkt Rubus idaeus a zaroven pomoci i pfi dalSich vyzkumech rostlinnych hormont

¢i jinych latek v odridach drobného ovoce nejen ve firmé Jan Holub s.r.o.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ABA kyselina abscisova

AMP adenosinmonofosfat

ATP adenosintrifosfat

B cytokininové baze

BA (BAP) benzyladenin (benzylaminopurin)

BAPRMP benzylaminopurin ribosid-5"-monofosfat

BY-2 buné¢na kultura odvozena z Nicotiana tabacum cv. Bright
Yellow-2

C18 oktadecylovéa faze vazana na nosici

CE kapilarni elektroforéza

CK cytokininy

CKX cytokininoxidaza/dehydrogenaza

cZ cis-zeatin

cZ7G cis-zeatin-7-glukosid

cZ9G cis-zeatin-9-glukosid

cZ0OG cis-zeatin-O-glukosid

cZR cis-zeatin ribosid

CZR5'MP cis-zeatin ribosid-5"-monofosfat

CZRMP cis-zeatin ribosidmonofosfat

cZROG cis-zeatin ribosid O-glukosid

DHZ dihydrozeatin

DHZ7G dihydrozeatin-7-glukosid

DHZ9G dihydrozeatin-9-glukosid

DHZOG dihydrozeatin O-glukosid

DHZR dihydrozeatin ribosid

DHZR5'MP dihydrozeatin ribosid-5"-monofosfat

DHZRMP dihydrozeatin ribosid-5"-monofosfat

DHZROG dihydrozeatin ribosid-O-glukosid

DMAPP dimethylalyldifosfat

ESI ionizace elektrosprejem

FW hmotnost Cerstvé hmoty

GA gibereliny
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GC
GC-MS
HLB
HMBDP
HPLC
HPLC-MS
IAA

iP

IP7G

IP9G

iPR
iPR5"MP
IPRMP
IPRMP
IPT

IS

KIN
LC-ESI-MS

LC-MS
MAX

MCX
MRM
mT
mT7G
mT9G
mTR
NT
0G
oT
oT7G
0T9G
0TR

plynova chromatografie

plynova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii
hydrofilné-lipofiln¢ vyvazeny sorbent
hydroxymethylbutenyldifosfat

vysoce-ucinnd kapalinova chromatografie
vysoce-ucinnd kapalinova chromatografie

kyselina indol-3-octova

isopentenyladenin

isopentenyladenin-7-glukosid
isopentenyladenin-9-glukosid

isopentenyladin ribosid

isopentenyladenin ribosid-5"-monofosfat
isopentenyladenin ribosid-5‘-monofosfat
isopentenyladenin ribosid-5‘-monofosfat
isopentenyltransferaza

interni standard

Kinetin

kapalinova chromatografie ve spojeni s elektrosprejovou
ionizaci a s hmotnostni spektrometrii

kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
smésna faze kombinujici aniontové vyménné a reverzni faze
sorbentu

kombinace kationtové-vyménného nosice s reverzni fazi
selektivni zaznam vice iontovych reakci

meta-topolin

meta-topolin-7-glukosid

meta-topolin-9-glukosid

meta-topolin ribosid

cytokininové nukleotidy

cytokininové O-glukosidy

ortho-topolin

ortho-topolin-7-glukosid

ortho-topolin-7-glukosid

ortho-topolin ribosid
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Pi

PL

pT

pTR
QaQ
RIA
SAM
SPE

SPE
THP
tRNA
tRNA-IPT
tZ

tZ7G
tZ9G
tZOG
tZR
tZR5'MP
tZROG
UHPLC
UHPLC-MS/MS

WL
yAYS

fosfat

odriida Rubus idaeus zvana Polka
para-topolin

para-topolin ribosid

trojity kvadrupol
radioimunoanalyza

stonkovy apikalni meristém
extrakce tuhou fazi

extrakce tuhou fazi
tetrahydropyranyl

transportni ribonukleova kyselina
tRNA-isopentenyltransferaza
trans-zeatin
trans-zeatin-7-glukosid
trans-zeatin-9-glukosid
trans-zeatin O-glukosid
trans-zeatin ribosid

trans-zeatin ribosid-5"-monofosfat

trans-zeatin ribosid O-glukosid

ultra-vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
ultra-vysoce u¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni s
tandemovou hmotnostni spektrometrii

odrida Rubus idaeus zvana Willamet

odrida Rubus idaeus zvana Zeva
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