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1 UVOD

Cytokininy jsou skupinou pfirodnich latek patiicich mezi rostlinné hormony.
Vyznamnym zplisobem ovliviiuji pfedevsim déleni bunék, stimuluji rist nadzemni casti
rostliny, vétveni stonku a zpomaluji senescenci listt (Zeiger a Taiz, 2002). Maji tedy
skutecné Siroké spektrum piisobeni, coz je jednim z diivodu, proc jsou i po 60 letech od
svého objeveni centrem zajmu mnohych studii (Miller et al., 1955a). Ani po takové
dob¢é tedy jesté nejsou zodpovézeny vSechny otazky, tykajici se problematiky
cytokinini. Tyto rostlinné hormony se dle své struktury déli na dvé skupiny —
isoprenoidni cytokininy (ISCK), o kterych je v souasnosti znimo mnohem vice, a
aromatické cytokininy (ARCK), jejichz vyznam, biochemicky plvod, ani percepce
nebyly doposud popsany (Tarkowski, 2011).

Aby mohly byt zodpovézeny otdzky visici nad biosyntézou ARCK, musi byt nalezen
vhodny organismus pro tuto studii. V takovém organismu by méla syntéza
aromatickych cytokininti probihat v dostatecném mnozstvi a ARCK by mély byt
pritomny jak ve form¢ volné, tak ve formé vazané. Vhodnym kandidatem spliujicim
dané pozadavky by mohly byt fasy, ve kterych byla ptfitomnost mnohych aromatickych
cytokinin@i jiz dfive detekovana (Stirk etal., 2003; Ordog etal., 2004). Rasy jsou
obecné organismy, které méji v oblasti védy stdle co nabidnout — diikkazem toho je, Ze
Vv poslednich letech v nich bylo objeveno vice nez 15000 novych latek (Wolkers et al.,
2011).

Vhodnou metodou pro studium aromatickych cytokinini je ultrau¢inna kapalinova
chromatografie v kombinaci s hmotnostni detekci (Novak et al., 2008), pomoci které
byl analyzovan obsah cytokininti i v této praci. Jako biologicky material byla pouzita
suspenzni bunééna kultura mikroskopické fasy Chlorella sorokininana. Zamérem bylo
stejnym zpisobem studovat i fasu Protococcus viridis, z divodu kontaminace jeji

kultury v8ak nakonec tato fasa nemohla byt pouZita pfi praci.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rostlinné hormony

Rostlinné hormony neboli fytohormony jsou ptirodni latky, které hraji vyznamnou roli
v zivotnim cyklu rostlin. Tyto sekundarni metabolity maji velmi rozmanité oblasti
pusobeni — maji vliv napfiklad na rast rostliny, bunééné déleni, kliceni a dozravani
semen, diferenciaci bun¢k a starnuti organd (Davies, 1995).

Spravna funkce fytohormont je tudiz klicova pro zdravi rostlinného organismu. Jiz
podle pozorovani fenotypu nemocné rostliny se da usoudit, k jaké hormonalni poruse
doslo. Takovéto odchylky ve funkci hormond mohou byt zpisobeny napiiklad
rostlinnymi patogeny a mohou se projevovat predCasnym starnutim rostliny, tvorbou
halek, ¢i produkci prazdnych lat pfi chorobé zvané bakanae (Grant a Jones, 2009). Jako
rostlinné hormony je mozné oznacit devét latek ¢i skupin téchto latek — auxiny,
cytokininy, ethylen, kyselinu salicylovou, kyselinu abscisovou, jasmonaty, gibereliny,
strigolaktony a brassinosteroidy (Tab. 1; Fu et al., 2011).

Auxiny, které byly objeveny nejdiive ze vSech rostlinnych hormont, maji za kol
regulovat Siroké spektrum dé&ja v rostlinném organismu. Podporuji déleni bungk,
prodluzovani stonku a apikalni dominanci, reguluji diferenciaci bun¢k a rostlinnych
pletiv, reguluji rostlinné pohyby, kveteni, opad listd a starnuti (Teale et al., 2006).
Auxin také napomaha virulenci pii biotrofickych reakcich (Grant a Jones, 2009).

Cytokininy, jejichz  hlavni  funkei je  indukce  bunééného  deleni
(Skoog a Miller, 1957), budou podrobné popsany pozdéji.

Ethylen je plynny hormon, ktery ovliviiuje vSechny stupné rostlinného vyvoje.
Ugastni se kli¢eni semen a ristu semenackd, prodluzovani bunék a determinuje vyvoj
pohlavi u rostlin. Déale ethylen moduluje rychlost riistu a vyvoje listli, kofend, podporuje
kveteni, vyvoj a zrani plodi a celkové starnuti rostliny. V neposledni fadé¢ tedy
urychluje opad listli, kvéti a plodi neboli abscisi. Ethylen ma také klicovou roli pii
regaluci odpovédi na abioticky a bioticky stres (Solano a Ecker, 1998).

Kyselina salicylova (SA) v kombinaci s dalsimi hormony reguluje vyvoj rostliny a
kveteni. PfedevS§im vSak tento hormon zodpovid4d za imunitni odpovéd’ na patogeny.
Urcity typ této odpovédi je vSak zprostiedkovan vzdy bud’ kyselinou salicylovou, nebo

kyselinou jasminovou (JA) — nikdy ne obéma. Rovnovaha mezi JA a SA tedy mulze



urcit, zda rostlina podlehne infekci a nékteré patogeny dokonce umi ovlivnit pomér
JA:SA ve svij prospéch (Singh et al., 2013; Grant a Jones, 2009).

Kyselina abscisova je rostlinny hormon, jehoz hlavni funkci neni podle ocekavani
abscise, neboli opadavani, listu, kvéta a plodd, ale regulace dormance semen a otevirani
a zavirani priaduchd. Podstatnou funkci této slouceniny je také odpovidani na abioticky
stres a ovlivilovani vzajemné interakce mezi rostlinou a patogenem. Kyselina abscisova
je tak nedilnou soucasti obrannych mechanismu rostlin (Patterson, 2001; Grant a Jones,
2009).

Kyselina jasmonova a od ni odvozené jasmonaty jsou slouceniny, které hraji
podstatnou roli pii obrannych reakcich, reprodukci a pfedevS§im senescenci
(Seo et al., 2001). Podpora senescence souvisi s inhibi¢ni funkci jasmonat, ktera ma na
svédomi zabranéni rdstu kofene rostlin a postupny ubytek chlorofylu z listd rostlin
(Toro et al., 2003).

Gibereliny jsou kli¢ovymi hormony regulujicimi rostlinny rdst a vyvoj. Jsou tedy
zapojeny do Sirokého spektra déju, mezi které patii naptiklad kliceni semen, tvorba
kvéth a plodd a zajisténi jejich pigmentace ¢i prodluzovéani stonku a vyhonkl. Tyto
hormony také pomahaji vytvaiet spravny tvar listd a zpomaluji jejich senescenci. Dale
se gibereliny podileji na mobilizaci zasobnich latek ulozenych v semenech
(Garciamartinez et al., 1987; Hooley, 1994).

Brassinosteroidy jsou skupinou hormonit, jejichz funkce tkvi piedev§im
V podporovani rustu rostlin a jejich ochrané proti abiotickému stresu. V neposledni fadé
se vSak podileji i na kliceni semen, vyvoji kofent, kveteni a senescenci
(Rao et al., 2002).

Nejmladsi skupinou rostlinnych hormont jsou strigolaktony, které aktivuji kliceni
semen parazitnich rostlin, podporuji mykorhizni symbiosu a reguluji vétveni
kotfenového systému. Z tohoto dlivodu se nachazeji predev§im v kotfenech, kotenovych

exudatech a vyhoncich (Gomez-Roldan et al., 2008).
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Tab. 1 Tridy fytohormont a jejich ptedstavitelé (prevzato a upraveno z Fu et al., 2011)

Kategorie hormoni

Strukturni vzorec zastupce

Nazev

Auxiny

Cytokininy

Ethylen

Kyselina salicylova

Kyselina abscisova

Jasmonaty

Gibereliny

Strigolaktony

Brassinosteroidy

Indolyl-3-octova
kyselina (IAA)

trans-Zeatin (tZ)

Ethylen

Kyselina salicylova
(SA)

S-(+)-Abscisova
kyselina (S-ABA)

(-)-Jasmonova
kyselina ((-)-JA)

Giberelin A; (GAy)

2'-epi-5-
Deoxylstrigol (epi-
5DS)

Brassinolid (BR)
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2.2 Metody chemické analyzy fytohormont

Aby bylo mozné studovat rostlinné hormony z hlediska jejich biosyntézy, transportu,
metabolismu a regulaénich mechanismtl, je tfeba tyto fytohormony analyzovat. Pro
takovou analyzu plati nékolik klicovych bodl. Ziskany rostlinny material musi
bezpodminecné zistat v nezménéném stavu od sbéru. Neméné dilezity je vybér
rozpoustédla pfi extrakci, které zajisti kvantitativni pfevedeni analytu do vzorku pro
koncovou analyzu. Metody purifikace a zakoncentrovani vzorku musi byt
optimalizovany a metody pro stanoveni hladiny hormonii musi byt dostate¢né piesné
a citlivé (Fu et al., 2011).

Zakladnim tuskalim analyzy fytohormonu je fakt, Ze jejich endogenni hladiny jsou
velice nizké — pohybuji se vrozmezi okolo 0.1-50ng na 1g cerstvé hmoty. Jiné
sekundarni metabolity jako flavonoidy se vSak vyskytuji v desetitisickrat veétSim
mnozstvi (Davies, 1995; Hao a Kang, 2005). Kromé fytohormont se ve vzorku objevuji
fenolické latky, lipidy, proteiny a pigmenty, pficemz vSechny tyto latky je tfeba oddélit
(Tarkowska et al., 2014).

2.2.1 Extrakce

Nejprve je nutné homogenizovat rostlinny material rozruSenim bunécéné stény, coz se
provadi vétSinou drcenim materidlu ve tfeci misce za pomoci tekutého dusiku
(Harrison, 2011). Nasleduje rozpusténi ve vhodném solventu. Mala mnozstvi materialu
je také mozné rozdrtit v plastové mikrozkumavce pomoci koralkti karbidu wolframu ¢i
oxidu zirkoni¢itého. Ukolem rozpoustédla je extrahovat analyt s CO nejvétsi u¢innosti
anaopak zamezit extrakci jinych interferujicich latek (Tarkowska etal., 2014).
NejcCastéji jsou pro tento ucel pouzivany latky jako methanol, aceton, propanol,
acetonitril, popfipadé¢ smés téchto solventd s vodnymi roztoky kyseliny octové ci
mraven¢i. Pro extrakci cytokininli a giberellinli je pouzivana extrakéni smés podle
Bieleskiho o slozeni MeOH:CHCI3:HCOOH:H,0 (12:5:1:2, v/viviv; Bieleski, 1964),
respektive jeji upravené slozeni MeOH:HCOOH:H,0 (15:1:4, v/v/v/), které zabranuje
extrakci lipofilnich molekul. Vyhodou této extrakéni smési je, ze inaktivuje fosfatasy,
které by mohly hormony rozkladat. Abychom piedesli enzymatické a chemické
degradaci analyzovanych hormont, je dulezit¢é udrzovat po dobu extrakce nizkou

teplotu (Fu et al., 2011; Tarkowska et al., 2014).
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2.2.2 Purifikace

Vybér optimdlni metody purifikace =zalezi pfedevSim na chemické povaze
analyzovaného hormonu. Nej€astéjsimi metodami purifikace jsou extrakce kapalina-
kapalina, SPE neboli extrakce na tuhé fazi a purifikace pomoci IAE — imunoafinitni
extrakce.

Pii pouziti extrakce kapalina-kapalina je vyuzivano rozdéleni analytu mezi dveé
nemisitelné kapaliny na zéklad¢ jejich rozpustnosti, pficemz se nejCastéji pouziva
kombinace vody a organického rozpoustédla. Nevyhodou této metody je nutnost mnoha
separacnich krokti, ¢asova narocnost a velkd spotfeba rozpoustédel. S pfihlédnutim
Kk neptiliS§ vysoké ucinnosti neni pouziti tohoto typu extrakce pfili§ vyhodné
(Fuetal., 2011).

Extrakce na tuhé fazi je naopak nejpouzivanéjs§i metodou purifikace. Kolonky
vyuZzivané pro tuto metodu jsou plnény pevnymi sorbenty, které vadZzou analyt na zakladé
hydrofobnich, polarnich ¢i iontovych interakci. Interferujici latky jsou odstranény
promyvacimi €inidly a rostlinny hormon je vytésnén z kolonky elu¢nim ¢inidlem, které
naru$i vazby vzniklé mezi fytohormonem a tuhym sorbentem. Hojné vyuzivané jsou
SPE kolonky, které kombinuji dva typy sorbentd, coz Setfi ¢as i material
(Tarkowska et al., 2014; Tab. 2).

Imunoafinitni purifikace je zalozena na interakci protilatka-antigen a poskytuje velmi
vysokou mez detekce. Je tu vSak problém v tom, ze fytohormony jako nizkomolekularni
latky nemohou byt rozpoznany specifickymi antigeny. ReSeni je tedy v navazani
hormonti na makromolekuly, diky kterym se uz mohou rostlinné hormony chovat jako
antigen. Takovou molekulou muze byt naptiklad hovézi sérovy albumin (Ulvskov et al.,

1987; Fu et al., 2011).

2.2.3 Finalni analyza

Klicové pro analyzu fytohormonl jsou chromatografické metody. Dfiive Siroce
vyuzivana plynova chromatografie (GC) ma n€kolik nedostatkti. Fytohormony nejsou
tékavé latky, atak je potfeba je derivatizovat. To je mozné napiiklad pomoci
etherického diazomethanu ¢i chloridu boritého. Diky tomu je vSak GC ¢asové narocna.
Citlivost oproti HPLC je nizsi a potiebné mnozstvi materialu je vyssi (Tarkowski et al.,

2009; Podlesakova et al., 2012).

13



Oproti GC je tedy HPLC nejvyuzivangjsi metodou pro kvalitativni a kvantitativni
analyzu fytohormont. Kromeé vysoké rychlosti a uc¢innosti je vyhodou HPLC jeji snadné
spojeni s fadou technik finalni analyzy jako ELISA, UV-spektrometrie a pfedevsim
hmotnostni spektrometrie (MS). Pii HPLC-MS se nejCastéji pouziva ionizace
elektrosprejem (ESI), kterd poskytuje nejcitlivéjsi analyzu s nejmenSim mnoZzstvim
Sumu v pozadi (Tarkowski et al., 2004; Tarkowski et al., 2009).

Inovovanou metodou kapalinové chromatografie je UHPLC — ultrati¢innd kapalinova
chromatografie. U této metody jsou chromatografické kolony naplnény c¢asticemi
0 pruméru mensim nez 2 pum, vysledkem ¢ehoz je lepsi Gc¢innost separace, citlivost

a zhruba Ctyfikrat mensi ¢asova naro¢nost (Novak et al., 2008).

Tab. 2 Pouziti riznych typi SPE pro analyzu fytohormont (pfevzato a upraveno z Fu et al.,
2011)

Typ SPE Pouzity systém Charakter pH Analyty
DEAE-celulosa Anllonvtova Amontovry/s,tredne 295 CK
vymeéna polarni
sCX Kationtova Kationtov{/nepolarni 2.8 CcK
vymena
JA, ABA,
e TRV T IAA, IBA,
Cis Reverzni faze Nepolarni/mirné€ polarni 2-7,5 GA, Z BA,
K, CK
. . PR IAA, ABA,
Oasis HLB Reverzni faze Nepolarni/mirné polarni 1-14 GA, CK
Reverzni faze
Oasis MAX + kationtova Aniontovy/nepolarni 1-14 IAAC’:QBA’
vymeéna
Reverzni faze
. . . : , L, IAA, ABA,
Oasis MCX + aniontova Kationtovy/nepolarni 1-14 GA, K, CK

vymeéna
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2.3 Cytokininy

Cytokininy je souhrnné oznaCeni pro vSechny slouceniny, které vykazuji uréitou
cytokininovou aktivitu, poptipad¢ jsou derivaty téchto aktivnich forem (Galuszka et al.,
2008). Tyto fytohormony zastupuji mnoho zékladnich a dilezitych funkci v rostlinném
organismu a proto stale patii mezi nejvice studované skupiny téchto hormont.

Nazev cytokinini je odvozen od jejich hlavni funkce, coz je cytokineze neboli
bunééné déleni (Skoog et al., 1957). Velmi Casto vSak cytokininy nepisobi samostatné,
ale spolupracuji s dal§imi druhy hormonii. Déle cytokininy mobilizuji mineralni latky,
oddaluji starnuti listd, inhibuji apikélni dominanci a zaroven stimuluji vétveni stonkd,
podporuji druhotné tloustnuti stonkt a stimuluji rist nadzemni ¢asti rostliny (Zeiger
a Taiz, 2002).

Stejn¢ jako jiné signalni molekuly ptsobi cytokininy pii velmi nizkych
koncentracich — 1-50 pmol/g zivé vahy (Galuszka et al., 2008). Hladiny jednotlivych
cytokinini se mohou vyrazné liSit podle druhu rostliny, rostlinného pletiva, stadia
vyvoje rostliny a podle Zivotnich podminek rastu. Zastoupeni cytokinini v riznych
¢astech rostliny se odviji hlavné od jejich syntézy, degradace, inaktivace a transportu
(Frébort et al., 2011).

Prvni objeveny cytokinin byl kinetin. V roce 1955 ur¢il jeho pfitomnost C. O. Miller,
ktery také jesté téhoz roku urcil i strukturu tohoto hormonu (Miller et al., 1955a; Miller
et al., 1955b). Dnes je jiz znamo okolo padesati riznych latek s cytokininovou aktivitou
(Galuszka et al., 2008).

2.3.1 Struktura cytokininii
Cytokininy se dé&li na pfirozené se vyskytujici a synteticky ziskané. Ptirozené
cytokininy jsou N® substituované derivaty adeninu a podle chemické struktury tohoto
vedlej$iho fetézce jsou dale déleny na isoprenoidni cytokininy (ISCK) a aromatické
cytokininy (ARCK; Tab. 3).

Isoprenoidni cytokininy se vyskytuji mnohem castéji, neZz aromatické. Jejich
zastupce isopentenyladenin [N°-(A2-isopentenyl)adenin] mize byt hydroxylovany
v poloze trans nebo cis za vzniku pfislusného zeatinu. Dihydrozeatin je redukovanou

formou zeatinu (Frébort et al., 2011).
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Mezi aromatické cytokininy patii benzyalaminopurin neboli benzyladenin a jeho
hydroxylované derivaty zvané topoliny. Topoliny existuji jako ortho, meta a para
isomery, piicemz nejaktivnéjsi je meta-topolin (Strnad, 1997).

Cytokininy ov§em mohou mit na zakladni kostru navazany dalsi struktury za tvorby
nukleosidi (N° ribosidt), nukleotidt, popiipadé O-glukosidi & N-glukosidi (Burrows
etal., 1970).

Vyhranénou skupinou jsou diky své odlisné struktute syntetické cytokininy. Ackoliv
vykazuji cytokininovou aktivitu stejné jako prirodni cytokininy, nejsou odvozeny od

adeninu, nybrz od fenylmocoviny, popiipadé thidiazuronu (Galuszka et al., 2008).

Tab. 3 Strukturni vzorce jednotlivych cytokinind, jejich ndzvy a pouzivané zkratky

H R
A4
N
0
L
N N
H
Baze
Isoprenoidni cytokininy Aromatické cytokininy

R= CH; . _ _
isopentenyladenin benzyladenin
CHa (iP) R = (BAP)

R= HO
V\(\OH trans-zeatin (t2) Orth(z(—)t_:_);)olm

R= CHg
h cis-zeatin (c2) meta-topolin
(mT)
OH R=
R =
0]

OH
\/Y\ H dihydrozeatin para-topolin
(DHZ) R= (pT)
R= \/@ kinetin (K)

W
X
C
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2.3.2 Aromatické cytokininy

Diky méné castému vyskytu oproti isoprenoidnim cytokininim byly dlouhou dobu
aromatické cytokininy, respektive benzylaminopurin (BAP) ajeho derivaty,
povazovany za vyhradn¢ syntetické latky.

Zlomovy byl vsak rok 1973, kdy Horgan et al. objevili vtopolu (Populus x
canadensis (cv. Robusta)) pfirozené se vyskytujici aromaticky cytokinin ortho-topolin
ribosid (0TR; Horgan etal., 1973) a o dva roky pozdéji jej identifikovali jako 6-(2-
hydroxybenzylamino)-9-A-ribofuranosylpurin (Horgan et al., 1975). Tato latka byla
v roce 1980 opét izolovana z Kornoutnice africké znamé téz jako kala (Zantedeschia
aethiopica). Ze stejné rostliny byl ziskan také 6-(2-hydroxybenzylamino)-2-methylthio-
9-B-A-glucofuranosylpurin - neboli  2-methylthio-ortho-topolin-9-glukosid  (Chaves
das Neves a Paiss, 1980a; Chaves das Neves a Paiss, 1980b). V roce 1983 izolovali
Ernst et al. 6-benzylaminopurin ribosid z bunééné kultury anyzu (Pimpinella anisum)
(Ernst et al., 1983). Nasledoval objev 6-benzylaminopurinu neboli benzyladeninu
(BAP) ajeho ribosidu, nukleotidu a 9-glukosidu v tumorech na stoncich rajcat
zpusobenych Agrobacteriem tumefaciens (Nandi et al., 1989).

Pomoci metody kombinujici vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s ELISA
detekci objevili Strnad et al. (1992) 6-(2-hydroxybenzylamino)purin. V roce 1994 byl
detekovan  9-glukosid této  slouCeniny avroce 1997 jeji isomer 6-(3-
hydroxybenzylamino)purin. Podle topolu (Populus x canadensis cv. Robusta), ve
kterém byly hydroxylované derivaty benzylaminopurinu poprvé detekovany, ziskaly
tyto latky nazev topoliny (Strnad et al., 1994; Strnad et al., 1997).

Aromatické cytokininy a jejich derivaty byly nalezeny také v palmé olejné (Elaeis
guineensis; Jones et al., 1996) ¢i v kultivarech bramboru (Solanum tuberosum; Baroja
Férnandez et al., 2002). Dolezal et al. (2002) detekovali v merliku (Chenopodium
rubrum) dva derivaty oT - 6-[2-(B-A-glukopyranosyloxy)benzylamino]purin a 6-[2-(B-
A-glukopyranosyloxy)-benzylamino]-2-methylthiopurin.  Dalsi ~ ARCK  a jejich
metabolity byly nalezeny v kokosovniku ofechovém (Cocos nucifera; Saenz et al.,
2003), v Arabidopsis thaliana a topolu (Populus x canadensis cv. Robusta), kde byly
objeveny nové methoxy derivaty topolinu (Obr. 1; Tarkowska et al., 2003).

Nasledoval objev cytokininii v mofskych makrofasach (Stirk et al., 2003), pozd¢ji
pak i v mikrotasach rodi Chlorella, Protococcus a Scenedesmus (Orddg et al., 2004).
Von Schwartzenberg et al. (2007) nalezli ARCK v mechu Physcomitrella patens.
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ortho-methoxytopolin meta-methoxytopolin
OCH,

OCH,

HN

H
Obr. 1 Strukturni vzorce dvou izomerid methoxytopolini (pfevzato a upraveno z Tarkowska
et al., 2003).

2.3.2.1 Biologicka aktivita a funkce aromatickych cytokinint

Biologicka aktivita aromatickych i isoprenoidnich cytokinini byva testovana pomoci
nejriznéjSich standardnich biotestli. Mezi nejznaméjs$i z nich patii test zaloZzeny na
indukci ristu kalusu (kalusovy test), test zalozeny na zpomaleni senescence listl
obilovin (senescencni test), test zaloZzeny na tvorbé ¢erveného pigmentu betacyaninu
(amarantovy test) a bakterialni receptorovy test (Galuszka, 2008).

Aktivity latek odvozenych od benzylaminopurinu jsou ovlivnény ptedevsim pozici -
OH skupiny na postrannim fetézci molekuly. Této problematice se ve své praci vénovali
Holub etal. (1998), kteti zjistili, ze pfi tabakovém kalusovém biotestu zvySovala
hydroxylace v poloze meta aktivitu BAP i jeho ribosidu, kdezto hydroxylace v ortho
poloze aktivitu sniZzovala. Nicméné, v amarantovém biotestu doSlo pfi hydroxylaci
v meta poloze k podstatnému poklesu biologické aktivity BAP. Obecné je vsak
prijiména skute¢nost, ze aktivita hydroxylovanych derivati BAP klesa v potadi meta,
ortho a para (Kaminek et al., 1987).

Funkce aromatickych cytokininii v rostlinném organismu se od funkce
isoprenoidnich cytokinint 1i8i. Na rozdil od isoprenoidnich cytokininli nejspise nehraji
aromatické cytokininy podstatnou roli pii klieni a bunééném déleni. Plisobi vSak pii
mobilizaci zivin, syntéze chlorofylu, ovliviiuji metabolismus a rdstové procesy
zahrnujici pfedev§im morfogenezi (Kaminek etal., 1987; Holub etal., 1998; Stirk
etal., 2012). Skutecnost, ze aromatické cytokininy maji rozdilnou funkci oproti
isoprenoidnim, je podpoifena ipiedpokladem, Ze aromatické cytokininy maji jiny

mechanismus de novo syntézy, nez isoprenoidni cytokininy (Strnad, 1997).
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2.3.2.2 Metabolismus aromatickych cytokinini

Metabolity aromatickych cytokininii tvofi velmi rozmanitou skupinu latek. Jedna se
predevsim o jejich ribosidy, nukleotidy, N-glukosidy, konjugaty s aminokyselinami,
methoxyderivaty a latky od nich odvozené (Strnad, 1997; Sakakibara, 2006; Obr. 2).

Proces glukosylace aromatickych cytokinini a S tim spojené interakce téchto latek
S bunénym signalnim syst¢émem by meély byt stejné, jako v piipad¢ isoprenoidnich
cytokinini. Ob¢ tyto skupiny jsou totiz substratem pro klicové enzymy a receptory
Vv téchto procesech zapojené (Sakakibara, 2006).

V pripad¢, ze se v molekule vyskytuje OH-skupina, mohou vznikat O-glukosidy.
Procesu jejich vzniku se tcastni stejné enzymy, jako pii O-glukosidaci isoprenoidnich
cytokininu, tedy O-glukosiltransferasy, pii¢emz trans-zeatin-O-f-A-glucosyltransferasa
glukosiduje meta-topolin a cis-zeatin-O-4-A-glucosyltransferasa glukosiduje ortho-
topolin. Tento proces je reverzibilni a zpétny rozpad vzniklych konjugat na volné baze
katalizuje enzym f-glukosidasa (Mok et al., 2005).

Glukosylace mize probihat také na atomech N°, N’ a N° a zajistuje ji enzym N-
glukosyltransferasa (Sakakibara, 2006). V piipadé Ze jsou rostliny vystaveny vysokym
koncentracim exogenné aplikovanych cytokinind, hlavni formou vzniklych konjugétt
jsou N glukosidy (Cowley et al., 1978). JelikoZ nejsou N-glykosidy substratem pro /-
glukosidasu jako je tomu v piipadé¢ O-glukosidi, je proces jejich vzniku obecné
povaZovan za irreverzibilni (Sakakibara, 2006). Nicmén& v piipadé N*-glukosidu
kinetinu doslo pfi interakci s f-glukosidasou k odstépeni vazaného glukosidu. Pii
stejném pokusu s N a N® glukosidy vSak k této reakci nedoslo (Brzobohaty, 1993).
Kvili skutecnosti, Ze N-glukosilaci dochazi k inaktivaci funkce cytokinind, ¢ini tento
proces problémy pii exogenni aplikaci cytokinini v zemédé€lstvi (Hocart et al., 1991).
ReSenim mize byt podani inhibitord N-glukosyltransferasy, coz jsou napiiklad
Olomoucin, Roskovitin ¢i derivaty xantinu (Hou et al., 2004; Blagoeva et al., 2004).

Co se tyka biosyntézy aromatickych cytokinini, nebylo dodnes piesnéji zjisténo,
jakym zpisobem probihd. Existuji ov§em domnénky, ze aromatické cytokininy jsou
odvozeny od fenolickych latek (Strnad, 1997), a Ze v jejich biosyntéze sehrava roli
enzym CYP735A nebo jiné enzymy zfady cytochromti P450 (Sakakibara, 2006).
V ptipadé€ potvrzeni hypotézy, Ze jsou aromatikcé cytokininy odvozeny od fenolickych
latek, biosyntéza ARCK by se odvijela od zékladnich dvou biosyntetickych drah
fenolovych latek — Sikiméatové drahy a polyketidové drahy.
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Sikimétova draha je kli¢ovou metabolickou drahou syntézy aromatickych slougenin
jak u rostlin, tak i u hub a bakterii. Do této sedmikrokové metabolické drahy probihajici
v chloroplastech je zapojeno celkem 7 enzymii. Aromatické produkty Sikimatové drahy
maji substituenty navazany v polohach ortho a para. Do této drahy vstupuji erythrosa-
4-fosfat a fosfoenolpyruvat, které spolu kondenzuji vlivem katalyzy enzymu 3-deoxy-A-
arabino-hepulosonat-7-fosfat synthasa (zkracené DAHP synthasa). Vznikly produkt
DAHP je poté metabolizovan Ve tiech dalSich krocich na Sikimat, diillezity meziprodukt,
ze kterého bud’ mohou vznikat fenolické kyseliny (PHA) — kyselina gallova a
protokatechové. V jiném piipadé miize Sikimat pokracovat ve sledu metabolickych
reakci Sikimatové dréhy, kdy z n¢j vznika chorismat. Koneénymi produkty Sikimatové
drahy jsou piedevs§im aromatické aminokyseliny tryptofan, tyrosin a fenylalanin,
popiipad¢ nekteré PHA (Herrmann, 1995).

Druhou cestou vedouci ke vzniku aromatickych latek je polyketidova draha, ktera
muze mnohym piipominat syntézu mastnych kyselin. Zakladni slouceninou této drahy
je totiz acethyl-CoA, vznikajici prostiednictvim malonyl-CoA. Tyto dvouuhlikaté
jednotky postupné kondenzuji za vzniku poly-B-ketonického ftetézce. Ten je dale
upravovan alkylaci, hydroxylaci a cyklizaci na vysledné aromatické produkty. Podstatné
je, ze na rozdil od Sikimatové drahy maji produkty vzniklé polyketidovou drahou

substituenty v poloze meta (Macholan, 1998; Croteau et al., 2000).

/, B-D-glukosa
OR:

MR-
\\ /[ By g-D-glukosa
— R, N

(S -CH.:J mEﬂj]_}']_ﬂf]_‘i.U]. 5 F‘i.‘.
\ B-D-glukosa
-Di-ribosa
-D-olukos P
B-D-glukosa B-D-ribosa-3'-fosfat
alanin

Obr.2 Mozné konjugaty aromatickych cytokinini na piikladu meta-topolinu (pfevzato a
upraveno ze Sakakibara, 2006).
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Degradace aromatickych cytokininli je uskuteciiovana pomoci cytokinin
dehydrogenasy (CKX), difive zndmé jako cytokinin oxidasa. Jedna se o stejny enzym,
ktery degraduje také isoprenoidni cytokininy). Produkty reakce jsou adenin a piislusny
aldehyd. Na rozdil od isoprenoidnich cytokininl se v pfipad¢ degradace aromatickych
cytokinini uplanuje vyhradné oxidasova aktivita tohoto enzymu (Frébortova etal.,

2004).

2.3.2.3 Vyznam aromatickych cytokinini

Obrovské vyuziti nachéazeji rastové regulatory, tedy i cytokininy, pti mikropropagacich.
V tomto procesu jde o vytvoreni rostlinnych explantatt a jejich rust in vitro, ktery mize
byt nasledovan ptenosem rostliny do skleniku ¢i na pole (Baroja-Fernandez et al.,
2002). Diky své finan¢ni dostupnosti a vysoké biologické aktivité je k témto ucelim
nejcastéji pouzivany benzylaminopurin (BAP; Galuszka et al., 2008). Jeho pouziti ma
vSak mnohé nedostatky jako jsou napiiklad inhibice kofenéni, Spatnd aklimatizace pii
transportu do skleniku ¢i nekréza vrcholi vyhonki. Tento negativni efekt je
pravdépodobn& zplsoben pfirozenou N°-glukosylaci BAP vedouci ke vzniku
neaktivnich glukosidt (Plihal et al., 2013). VVhodnou alternativou pro uziti BAP vSak
mize byt meta-topolin (mT), jelikoZ tento cytokinin nevykazuje inhibi¢ni aktivitu pro
rast kofend (Werbrouck et al., 1996). Stejné pozitivni vysledky pro uziti mT topolinu
pti mikropropagaci potvrdil i Baroja-Fernandez et al. (2002). Podle Bairu et al. (2007)
je tak mT nejvhodnéjSim cytokininem pro rust nadzemni ¢asti i kofenti. Na druhou
stranu, pfi studiu kultivari baninovniku se tato hypotéza nepotvrdila, jelikoz mT
inhiboval rist kofent vice nez BAP (Bairu et al., 2008).

V devadesatych letech se pfiSlo na to, Ze kinetin ma pozitivni vliv na prodlouzeni
vitality lidskych fibroblast, coZ jsou zakladni bunky vazivové tkan¢ (Rattan a Clark,
1994). Kromé toho vykazuje kinetin silnou antioxida¢ni aktivitu (Olsen et al., 1999).
Diky témto svych pozitivnim vlastnostem se stal kinetin dilezitou latkou pro
kosmeticky primysl a je pouzivam predevsim v krémech pomdhajicich proti starnuti

pleti (Galuszka et al., 2008).
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Obr. 3 Strukturni vzorce syntetickych cytokininovych derivati Roskovitinu a Olomoucinu
(pfevzato a upraveno z Galuszka, 2008).

Velmi pifinosnym bylo zjisténi, ze nékteré syntetické derivaty aromatickych
cytokininti jako Roskovitin a Olomoucin (Obr. 3), které byly zminéné jiz vyse, vykazuji
protinadorovou aktivitu (Hajduch etal.,, 1999; Krystof etal., 2005). Diky své
schopnosti inaktivovat cyklin dependni kinasy (enzymy regulujici bunéény cyklus) maji
totiZ tyto slouCeniny cytostatické vlastnosti (Vesely et al., 1994).

2.4 Rasy

Rasy jsou eukaryotické organismy, vétSinou drobného vzristu, jejichZ rostlinné télo
neni rozlisené a tvoii jej tedy stélka. Z téchto divoda patii fasy mezi nizsi rostliny.
Z hlediska metabolismu se jedna o fotoautotrofni, vyjimecné o mixotrofni organismy
(Poulickova a Jurcék, 2001).

Tato obrovska arozmanitid skupina rostlin je téméf vSudypiitomna. Rasy mohou
osidlovat sladké vody stejné tak, jako motské. Ve vodnim sloupci se mohou nachazet

ey

Vv hloubce az 150 metrii. Existuji ovSem i druhy suchozemské, které ziji v pad¢, obyvaji
povrchy skal, popfipadé¢ Zziji na jinych rostlindich ¢i na zvifatech (Sharma, 1986;
Van Den Hoek et al., 1995).

Podle Guiry (2012) je popsano témét 44 tisic druhti fas. Abychom se ovSem dostali
k celkovému poc¢tu druhti, musime ptipocist ty dosud nepopsané, ¢imz se dostdvame na
hodnotu piesahujici 72 tisic druht fas vyskytujicich se na Zemi.

Podrobnéjsi charakteristika bude uvedena v jednotlivych podkapitolach tykajicich se
tohoto tématu. V nekterych kapitolach mohou byt zminény i sinice. Tyto organismy

jsou z hlediska systému odli$né, ovSem vlastnostmi jsou mnohdy fasam natolik blizké,

Ze mi pfiSlo vhodné je neopomenout pro komplexnost informaci.
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2.4.1 Vzhled a morfologicka rozmanitost ras
Vzhledem ke skutecnosti, Ze jsou Fasy neoby¢ejné rozmanitou skupinou, i jejich vzhled
je znacn¢ riznorody.

Velikost tas se pohybuje od necelych mikrometrti u jednobunéénych mikrotas, az po
neékolik desitek metri u makrofas. VétSina druht mé vSak mikroskopické rozmeéry
a velmi casto jsou takové druhy pouze jednobunécné (Sharma, 1986). Pouhym okem je
tedy mozné vidét prevaznou Cast fas jen v jejich mnohabunéénych seskupenich jako
zelené ¢i hnédé skvrny na kuaife stromi, na kamenech nebo na skalach (Poulickova
a Jurcak, 2001). Ptesto, ze jsou tasy tak drobné, podle Followse (2015) by za 90 dni
pokryly cely povrch Zemé v piipadé, Ze by se jejich bunky kazdy den dvakrat zvétsily.

Soucasti bun¢k fas mohou byt rizné specifické struktury, mezi které patii predev§im
bi¢iky, pulzujici vakuola ¢i stigma (Fritsch, 1948). Bi¢iky jsou bilkovinné utvary, které
slouzi bunce k pohybu. Vyristaji zbazdlnich télisek situovanych na povrchu
protoplastu. Bi¢iky mohou byt umistény na bufice apikdlné nebo lateralné a v ptipadé,
ze jich vyrastd vice zjednoho bazilniho téliska, mohou byt stejnomérné nebo
nestejnomérné (Sharma, 1986). Stazitelna vakuola a stigma byvaji pfitomny také
U pohyblivych druhti aslouzi k vyrovnavani koncentracniho spadu mezi buikou
a prostfedim. Stigma neboli svétlocivna skvrna se obvykle nachédzi na frontalni strané
buriky a jevi se jako Cervena ¢i hnéda tecka (Fritsch, 1948; Poulickova a Jur¢ak, 2001).

Dulezitym poznavacim znakem je tvar bunék atéla fas. Existuje nékolik typu
rostlinného téla neboli stélky. V ptipad¢ jednobunécnych fas se mohou vyskytovat Ctyti
zakladni typy stélky. Monadoidni stélka bic¢ikoveli ma typicky kapkovity tvar
aobsahuje stigma i pulzujici vakuolu. Rhizopoidni stélka ménavek je specificka
vyskytem panozek. U kapsalni stélky jsou buiiky obaleny ve slizu a velmi se podobaji
bi¢ikoveim. Rasy skokalni stélkou &asto tvoii kolonie popiipadé cenobia.
Mnohobunécéné fasy mohou mit vldknitou neboli trichalni stélku, kterd se muze
anemusi dale vétvit. Velmi podobna je pletivna stélka, kterd je vyvojové dokonalejsi.
U sifonakladalni stélky sestava télo z mnohojadernych bun€k a u sifonalni stélky pouze
Z jedné velké mnohojaderné buiky (Poulickova a Jurcak, 2001).

Morfologie jednotlivych druhl fas odpovidd podminkdm Zivotniho prostiedi, ve
kterém se vyskytuji (Margalef, 1978). Kromé toho, ze pomoci morfologickych znak
muZzeme pozorovat sezonni vlivy na buiiku, stejnym zptisobem signalizuje vzhled ftas

také odchylky od normalu anaruseni kvality Zivotniho prostfedi. Na zaklad¢
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ruznorodosti vzhledu fas byla také sestavena fylogeneticka klasifikace téchto organismi
(Naselli-Flores et al., 2007). Pro fasy je také velmi dilezita velikost v tom smyslu, ze
¢im jsou fasy mensi, tim maji vyssi pomér povrch/objem. Co nejmensi velikost je tedy
vyhodou, jelikoz se stoupajici hodnotou zminéného poméru vzrista efektivita
fotosyntézy azvySuje se pfijem zivin na jednotku objemu (Morabito, 2007).
V ptirozenych podminkach zaroveit druhy o rizném tvaru a velikosti bun¢k kompetuji
0zisk téchto zivin. Zajimavé je, ze pokud jsou bunky kulovité, maji lepsi
konkurenceschopnost v piipadé, Ze jsou malé. Naopak u protahlych bunék jsou v zisku

Rasy se kromé své stavby také vyrazné odlisuji svym zbarvenim, které je dano
obsahem fotosyntetickych barviv (Poulickova a Jurcdk, 2001). Tato barviva jsou
uloZena v plastidech, konkrétné v chloroplastech, u kterych rozlisujeme tfi linie. Prvni
linii jsou nejprimitivnéjs$i plastidy u skupiny fas Glaucophyta. Druha — Cervena linie
zahrnuje rhodoplasty Cervenych fas a posledni linie dala vznik plastidim zelenych tas
z fise Plantae (Wise, 2006). Podle obsahu barviv je mozné rozlisit jednotliva oddéleni
¢i tfidy fas, jelikoz pouze chlorofyl a je wuniverzadlni pro vSechny druhy.
Chlorofyl b, c, d, fykobiliny, xantofyly ¢i karotenoidy jsou specidlni pro urcité skupiny
fas a udavaji jejich vysledny odstin (Poulickova a Jur¢ak, 2001; Tab. 4). Pro barvu
rostlin a obsah fotosyntetickych barviv je ovSem velmi dilezitd intenzita svétla. Studie
Pizarra a Stange (2009) prokazala, Ze svétlo indukuje v rostlinach expresi genu pro
syntézu karotenoidtll, a Ze je tato syntéza vysoce regulovana. Velmi zajimavé chovani
vykazuji sinice, u kterych se v zavislosti na svételnych podminkdch méni pomér
fotosyntetickych barviv. Tento jev byl nazvan jako komplementarni chromatické

adaptace. Dillezité je také zminit, Ze teplota nema na barvu bunék vliv (Sargent 1934).

Tab. 4 Charakteristika nékterych skupin fas (pfevzato a upraveno z Pouli¢kova a Jur¢ak, 2001)

Oddéleni  Chlorofyl  Pridatna barviva zvlastniho vyznamu  Specificka barva bunék

Sinice a Fykocyanin, fykoerytrin Modrozelena
Ruduchy a, d Fykocyanin, fykoerytrin Cervena
Skryténky a,c Fykocyanin, fykoerytrin
Obrnénky a,c Fykocyanin, fykoerytrin, peridinin
Hnédé fasy a,Cc Fukoxantin Hnédozluta
Krasnoocka a,b
Zelené tasy a,b Zelena
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2.4.2 RozmnoZovani Fas

U fas jsou zndmy dva zakladni typy rozmnozovani — pohlavni a nepohlavni. Ackoliv je
vétSinou chapano pouze jako specialni druh rozmnozovani nepohlavniho, Casto se jako
tieti typ vymezuje také rozmnozovani vegetativni.

Jako vegetativni oznacujeme takové procesy mnozeni bunck, pii nichz se casti
rostlinného téla rozd¢€li za vzniku novych bunék, aniz by byly patrné jakékoliv zmény
Vv protoplastech (Fritsch, 1948). Nové bunky jsou tedy identické s buitkami ptiivodnimi —
vznikaji klony. Nejznaméj$im piipadem tohoto typu déleni je fragmentace, kdy se
vladkna ¢i kolonie rozpadnou na krats$i useky — fragmenty, které jsou schopné se
vyvinout v nové jedince. Dal$im typem vegetativniho rozmnozovani je vznik akinet,
coz jsou nepohyblivé silnosténné buiiky schopné pteckat nepiizniva obdobi. Zndma je
také tvorba hormogonii — kratkych pohyblivych vlaken, prosté déleni matetské buiky
na dvé dcefiné atvorba adventivnich stélek zndma u hnédych tas (Fritsch, 1948;
Sharma, 1986).

U nepohlavniho rozmnozovéani se z bunky uvolni protoplast, ze kterého nasledné
vznikd novy jedinec. NejCastéji se tak dé&je diky vzniku riiznych typlt spor jako
naptiklad zoospor, autospor, aplanospor, synzoospor, hypnospor, auxospor, carpospor,
teraspor, ¢i cyst (Sharma, 1986). Nejcastéjsi jsou zoospory pohyblivé, ptipominajici
bicikovce. Autospory jsou naopak nepohyblivé zmensené kopie mateiské bunky
(Poulickova a Jurcak, 2001). Synzoospory jsou zajimavé tim, ze jsou mnohojaderné
a mnohobicikaté. Aplanospory jsou tenkosténné, nepohyblivé zoospory a hypnospory
jsou tlustosténné aplanospory (Sharma, 1986).

Principem pohlavniho rozmnoZovani je splynuti dvou bunék za vytvofeni zygoty.
Nejjednodussim zptsobem tohoto typu rozmnozovani je hologamie, u které se jedné o
splyvani vegetativnich bunck. Pokud splyvaji specializované gamety, miize dochazet
bud’ k izogamii, nebo anizogamii podle toho, zda jsou, nebo nejsou buiky velikostné
a tvarové srovnatelné. Oogamie nastava v pfipad€ splynuti nepohyblivé, velké vajecné
buiiky s mensi, pohyblivou buitkou spermatickou.

Vétsina fas ovSem neni vyhranéna pouze uritym typem rozmnoZovani — béhem
zivotniho cyklu se buiiky mohou aZ na vyjimky mnozit jak pohlavnég, tak nepohlavné.
S timto faktem souvisi skutecnost, Ze mame tii typy Zivotnich cykld. Prvnim typem je
zygoticky, kde ptevlada haploidni faze a druhym typem je gameticky, kde jsou bunky

fas po vétSinu cyklu diploidni.
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Tretim typem cyklu je rodozmeéna, ktera se vyskytuje u nejvyspélejsich fas a dochazi
pfi ni ke stfidani pohlavni a nepohlavni generace — gametofytu a sporofytu (Poulickova
a Jurcak, 2001).

2.4.3 Kultivace ras

V dnesni dobé méme mnoho riiznych moznosti, jak kultivovat fasy. Pokud je fasa
pestovana v laboratofi, uCelem byva jeji studium, poptipad¢ izolace urcité latky
z buné¢né kultury. Pro zeméd¢€lstvi a dalsi odvétvi primyslu je ovSem tieba péstovat
fasy ve velkém. K tomuto ucelu slouzi nejrtiznéj$i druhy bioreaktorti nebo oteviené
plochy rybnikt a nadrzi.

Laboratorni kultivace je kli€¢ova pro taxonomické urc¢eni mnohych druhd, sledovani
bunécného cyklu a mnohé fyziologické a biochemické pokusy. Pfi studiu je vSak tieba
brat v potaz, ze vytrZzeni bunék z jejich pfirozeného prostfedi a umisténi do uméle
udrZzovanych podminek muize mit vliv na jejich velikost itvar. Samotné kultivaci
pfedchéazi odebrani kultury a zajiSténi jeji Cistoty. Jednodruhova populace tas je velmi
vzacna, proto je tieba za pomoci mikroskopu vyselektovat pouze druh, o ktery mame
zdjem a zbavit jej kontaminace. Veskera manipulace vyzaduje zachovani sterility
prostiedi a viech néstrojii. Rasy se déle kultivuji ve zkumavce nebo Erlenmeyerové
barice s Zivnou pidou ¢i roztokem. Kulturu je vhodné pieockovat po 4 — 8 tydnech. Pii
potfebé vétstho mnozstvi biomasy je vhodné bunéénou suspenzi mechanicky
promichévat na ttepacce, poptipade probublavat ptes filtr vzduchem (Hindak, 1978).
svétlo, pH, teplota a obsah soli. Zobecnéné optimalni hodnoty téchto parametri jsou
uvedeny nize (Tab.5). Dulezit¢ je zminit, Ze jednotlivé faktory spolu souvisi
a navzajem se tak ovliviiuji (Dhert, 1996). Pti1 kultivaci se v buiice odehravaji chemické
reakce a fyzikalni déje, pii¢emz se buitka mnoZi a roste. Produkty metabolismu, které

organismus nevyuziva, prechazeji do kultiva¢niho roztoku (Hanika, 1997).
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Tab. 5 Optimalni hodnoty hlavnich parametri regulace rustu fas (pfevzato a upraveno z Dhert,
1996)

Parametr Rozmezi Optimum
Teplota (°C) 16-27 18-24
Obsah soli (g.1™) 12-40 20-24

Intenzita svétla (Iux) 1000-10 000 2500-5000

Fotoperioda (svétlo:tma, hod) ;ig Emlar:(llrr?ltijrr?)

pH 7-9 8,2-8,7

Pro primyslové péstovani fas jsou dnes vyuzivany predevSim cCtyfi kultivacni
systémy. Prvnim znich je Kultivace v pfirozeném prostiedi rybnikii a nadhont. Jde
rozhodné o nejrozsifenéjsi zptsob pestovani fas a to predevsim pro jeho nizké naklady.
Jelikoz jde ale o otevieny systém, je té¢Zké udrzet stalé podminky pro riist. Problémem je
pfedev§im nerovnomérny piisun svétla napii¢ vodnim sloupcem. Velkou nevyhodou je
také nachylnost k infekcim. Tento zptisob kultivace je tedy nejméné efektivni.

V jednovrstvych a horizontdlnich trubkovych reaktorech uz je zajistén uzavieny
systém. Produktivita téchto zafizeni je jiz mnohem vys$i. Na rozdil od otevieného
systému je zde problém spiSe vysoka intenzita svétla na povrchu trubek, coz negativné
ovlivitluje rust a relativné vysoka energeticka narocnost, ktera souvisi s vySSimi
provoznimi naklady.

Velmi podobnym kultivacnim systémem jsou trojrozmérné trubkové reaktory. Jejich
vyhodou oproti jednovrstvym trubkovym reaktoriim je, ze trubice jsou usporadany pod
sebou a diky vzajemnému stinéni netrpi fasy pfilisnou svételnou intenzitou. Diky této
konstrukci jsou tyto reaktory také mnohem Iépe prostorove feseny.

Poslednim typem kultivaéniho systému je plochy deskovy reaktor (Obr. 4).
Uspotadani tohoto systému je oproti jinym lepSi vtom, Ze se zde na rozdil od
trubkovych reaktori neakumuluje toxicky kyslik a svétlend intenzita je optimalni.
Nevyhodou zlstavaji vysoké naklady na provoz. Rozhodné jde ovSem o nejvyhodnéjsi

kultivacni systém z hlediska produktivity biomasy (Wolkers et al, 2011).
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Obr. 4 Varianta deskového reaktoru (ptevzato z Wolkers et al, 2011).

2.4.4 Vyuziti Fas

Rasy dnes patfi mezi organismy, které nachazeji obrovské vyuziti v fadé odvétvi
pramyslu. Jejich velkd vyhoda tkvi vtom, Ze mohou byt uspéSn¢ péstovany
i v lokalitach, kde nejsou vhodné zemédélské podminky. Vyzkum fas je také velmi
usp&Sny — Vposlednich letech vnich bylo objeveno vice nez 15000 novych
chemickych latek.

Diky vysokému obsahu proteintl, antioxidantl, Skrobu, barviv a oleju se staly velmi
dulezitym materidlem pro potravinaisky ichemicky primysl. Pro vysoky obsah
omega 3 a omega 6 mastnych kyselin mohou byt fasy nejen chutnou, ale také velmi
zdravou potravinou. Za jeden rok se pro tyto tcely vyprodukuje 5000 tun tas (Wolkers
etal., 2011).

Velmi aktualnim tématem je vyuziti fas jako zdroje biopaliva. Pro tento ucel jsou
dilezité predevsim oleje a Skroby, které lze z fas ziskat. VyuZivanim biopaliva z fas by
se snizila emise oxidu uhli¢itého aZz o 50-70 % oproti ropnym paliviim, coZ by bylo
velmi vyhodné piedev§im pro zlepSeni kvality ovzdusi (Ranjitha a Vijayalakshmi,
2015).

V neposledni fadé nachazeji fasy vyuziti jako bio hnojiva. Zatim jsou timto
zpusobem vyuzivany hlavné sinice, které jsou schopny fixovat vzdusny dusik
a poskytovat jej rostling, se kterou ziji v symbioze. Polysacharidy tas hraji dilezitou roli
pri stabilizaci pidy, jelikoz agreguji pudni Castice. S tim souvisi také sniZzend eroze

pudy, lepsi provzdusnovani, rozvoj kofenového systému rostlin a zvySeni jejich vynost.
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Pouziti koncentratu z motskych fas na plodiny mé zase pozitivni vliv na kliceni semen,
odolnost proti mrazu, plisnim, hmyzu a zvysSuje pfijem zivin (Metting et al., 1990).
Navzdory vSem vyhoddm fas pro priimysl je nutno nezavirat o¢i pfed problémem,
ktery by vznikl pfi jejich masovém pouzivani jako hnojiva a zdroje pro vyrobu
biopaliva. Timto problémem je eutrofizace. Pokud by byla veskera nafta v evropskych
zemich nahrazena biopalivem zfas, je pravdépodobné, ze by se vroce 2050 do
evropskych moti dostavalo az o 40 % vice dusiku a fosforu, nez tomu bylo v roce 2000.
V tekach by se mnozstvi dusiku a fosforu dokonce zdvojnésobilo. Tomuto
devastujicimu efektu na zivotni prostiedi by se vSak dalo zabranit, pokud by byl zajiStén
co nejlépe uzavieny systém pii kultivaci fas a dostatecné ucinné €isténi odpadnich vod

(Blaaz a Kroeze., 2014).

2.5 Zelené rasy

Zelené fasy neboli Chlorophyta (v $ir§im smyslu) je pomérné velké oddéleni fas. Zname
U n¢j totiz ptiblizn¢ 8000 popsanych druht a odhaduje se, ze dalSich 5000 druhti dosud
neni popsano (Guiry, 2012). Pro zelené tasy je charakteristickd pfitomnost skrobu jako
zasobni latky a obsah chlorofyliaab. Tato fotosyntetickd barviva jsou uloZena
Vv plastidech ohranicenych dvojitou membranou, coZz napovida, Ze zelené tasy jsou
fotosyntetizujici eukaryotické organismy. Mezi pfidatnd barviva patii karoten
a xantofyly. Specificka je také pfitomnost unikatni hvézdicové struktury, kterd spojuje
devét pari mikrotubuli na bazi bicika (Lewis a McCourt, 2004). Bunécna sténa je
obvykle slozena z celulosy (Graham a Wilcox, 2000).

Systém fas se v poslednich letech velmi rychle méni diky dokonalej$im
technologiim, coz ovSem vede k mnohym nejasnostem a neucelenosti celé taxonomie
(de Clerk etal., 2013). V této praci bude systém popsan dle Leliaerta etal. (2011).
Zelené tasy v Sirokém slova smyslu se déli na dvé vyvojové linie — Chlorophyta
(v uzsim smyslu) a Streptophyta.

Linie Chlorophyta je velmi rozmanitou skupinou zelenych fas, které jsou soucasti
planktonu v oceanech, ale zaroven se vyskytuji i na pobfezich a ve sladkych vodach.
U jednotlivych zastupcl se také dosti 1i8i 1 zivotni cykly, fyziologické vlastnosti €i
stavba téla (Leliaert etal., 2012). Tato linie se déli na pét tfid. Prvni z nich jsou
Prasinophytes, coz jsou jednobunétné moiské fasy. Prasinophytes daly vznik skupiné

¢yt dalsich tiid — Chlorodendrophyceae, Ulvophyceae, Trebouxiceae a Chlorophyceae,
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pficemz posledni tfi jmenované jsou hlavni (Leliaert et al., 2012; Leliaert et al., 2011).
Mezi Trebouxiceae patii fasy pohyblivé i nepohyblivé, vodni i vzdusné. Casto tvoii
lisejniky diky symbidze s houbou (Friedl a Budel, 1996; Friendl a Bhattacharya, 2002).
Ulvophyceae je tfida moiskych, sladkovodnich ivzdusnych fas, které najdeme ve
stojatych i tekoucich vodach. Chlorophyceae neboli zelenivky byvaji obvykle soucasti
planktonu stojatych vod a maji bunécnou ¢i vlaknitou stélku a vyskytuji se u nich
vSechny tf1 zékladni typy rozmnozovani (Poulickova a Jurcak, 2001).

Mezi Streptophyta patii naopak predevs§im sladkovodni druhy a druhy rostouci na
vlhkych pozemnich stanovistich (McCourt et al., 2004). Nejdilezitéjsi tfidou této linie
z hlediska evoluce jsou Charophyta. Bunky téchto fas jsou schopné asymetrického
déleni a diferenciace, mezi buiikami jsou plasmodesmata a jsou pfitomny enzymy, které
ujinych zelenych fas chybi. V rostlinaich se odehravaji specifické buné&cné
a biochemické procesy, které u jinych fas chybi (Graham etal., 2000). Dusledkem
téchto vlastnosti Charophyt doslo pted 476-432 miliony let, pfi expanzi této tiidy fas na

sous, ke vzniku suchozemskych rostlin (McCourt et al., 2004).

2.6 Protococcus viridis

Pro rod Protococcus je mozno pouzit ¢esky ekvivalent ,,zrnénka“ (Poulickova a Jurcak,
2001). Podle G. M. Smitha se jedna o nejznaméjsi zelenou fasu na svété (Laundon,
1985). Kvuli stale se ménici a vyvijejici nomenklatufe je dnes mozné najit zrnénku také
pod nazvy Pleurococcus vulgaris, Pleurococcus viridis, Pleurococcus naegelii,
Desmococcus olivaceus, Desmococcus viris, popiipadé Apatococcus lobatus (Laundon,
1985; Poulickova a Jurcak, 2001). Pivodni nazev je ovSem pravé Protococcus viridis
apochazi zroku 1824, kdy byl tento kmen pojmenovan a popsan C. S. Agardhem
(Agardh, 1824). Po roce 1842 se stalo preferovanym oznaCeni Pleurococcus, které
ovSem zahrnuje kromé zelenych fas také fasy modro-zelené aty patii mezi sinice.
Pojmenovavani jednoho rodu tedy miize byt v piipad¢ fas dost zavadgjici a je nutné znat
puivod jednotlivych nazvii (Bessey, 1914).

Protococcus viridis je typickd svou zelenou barvou, zpusobenou pFitomnosti
chlorofylu a bunikami ve tvaru kulicek (Obr. 5; Agardh, 1824). Tyto bunky nejsou pfilis
velké, v priméru maji pouze okolo 5-14 um. Mélokdy se vyskytuji jednotlivé, Castéji
tvofi shluky. Ty mohou byt tetrddové ptipominajici balicky, popfipadé vlaknité bez

slizu pfipominajici koralky na niti. Chloroplasty mohou byt pfitomny v poctu 1-4, jsou
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pfisténné, diskovité az deskovité. Dalsi vlastnosti zrnénky je, Ze obsahuje drobny
pyrenoid, coz je bilkovinné télisko, které jinym fasam slouzi k fixaci oxidu uhli¢itého
pii fotosyntéze za pomoci enzymu RUBISCO (Hindak, 1978; Rosypal, 2003).

Zmeénka je aerofytickd neboli vzduSna fasa, coZ znamend, ze zije mimo vodni
prosttedi (Poulickova a Jurcak, 2001). Nejcastéji tvoii povlaky na kiife stroml na
skalach, kamenech, na starych plotech, ale miize se vyskytovat i vV pobfeznim pasu vod,
kde svétlo prochéazi az na dno (Hindak, 1978). Obecné ale patii mezi fasy, které rostou
na relativné suchych stanovistich (Ohba a Tsujimoto, 1996). Rozmnozovani je u tohoto

druhu pouze nepohlavni a probiha délenim bunék na dvé ¢asti ve dvou az tiech rovinach
(Hindék, 1978).

2.7 Chlorella sorokiniana
Chlorella sorokininana je jediny platny nazev zelené fasy, kterd nese své jméno po
Dr. Sorokianovi, ktery ji poprvé izoloval vroce 1951. Jeji buniky jsou velmi malé,
vegetativni buniky dosahuji praméru 3,5 - 4,5 um a Spory byvaji v priméru velké 2-
3 um. Pokud roste fasa v prostfedi obohaceném o glukosu, mohou buiiky dosahovat az
5,5 um. Chromatofory, coz jsou bunky obsahujici barevné pigmenty, jsou miskového
tvaru a obvykle jsou zbarveny syté zelen&. Ve starych kulturach, v médiu bohatém na
anorganické latky ¢i glukosu, se vSak zelend barva méni na bilou. V buiikéch je
ptitomen také pyrenoid. Chlorella sorokininana se mnozi velice rychle — pfi teploté
39 °C se dokaze délit az devétkrat za den a roste velmi dobfe na agaru bez ptitomnosti
organickych Zivin, popfipadé€ v tekutém zivném médiu obohaceném o latky anorganické
(Shihira a Krauss, 1965). Tato fasa je primarné sladkovodni, mize vSak rdst i na
pevném podkladu (Yoshida et al., 2006; Chader et al., 2011).

Zajimavosti a jistou vyhodou této fasy je, Ze je velmi odolna k vysokym teplotam
a je schopna odolat i extrémné vysoké svételné intenzité¢ (podminkam jako na pousti).
Tento rod Chlorelly dokaze také velmi G¢inné eliminovat amoniak z odpadnich vod
(de Bashan et al., 2008). Vzhledem k tomu, Ze je tato fasa také vyznamnym zdrojem

antioxidantli, je hojné vyuzivana v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu

(Matsukawa et al., 2000).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzity material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Alkalicka fosfatasa 1u/pl (Fermentas, USA)
Amoniak (Merck, USA)

DEAE Sephadex A-25 (GE Healthcare, Svédsko)
Dicthylpyrokarbonat (Sigma-Aldrich, USA)
Dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (Lachner, CR)
Dihydrogenfosforeénan draselny (Lachner, CR)
Dusiénan sodny (Lachner, CR)

Fenolovy roztok, pH 8 (Sigma-Aldrich, USA)
GeneRuler™ DNA Ladder 1kb (Thermo Fisher Scientific, USA)
Heptahydrat siranu hofe¢natého

Heptahydrét siranu zine&natého (Lachner, CR)
Heptahydrat siranu Zeleznatého (Lachner, CR)
Hexahydrat dusi¢nanu kobaltnatého (Lachner CR)
Hexahydrat chloridu vapenatého (Lachner, CR)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lachner, CR)
Hydroxid draselny (Lachner CR)

Chlorid sodny (Lachner, CR)

Chloroform (Lachner, CR)

Kyselina borita (Lachner, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lachner, CR)

Kyselina mravenci (PanReac AppliChem, Némecko)
Kyselina octova (Lachner, CR)

Kyselina sirova (Lachner, CR)

Methanol (Lachner, CR)

Methanol pro HPLC (Lachner, CR)

m-kresol (Sigma-Aldrich, USA)

Octan draselny (Lachner, CR)

Octan sodny (Lachner, CR)

Pentahydrat siranu méd’natého (Penta s. r. 0., CR)
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Tetrahydrat chloridu manganatého (Lachner CR)

Tris (Sigma-Aldrich, USA)

Tris-acetat-EDTA puftr, 50x koncentrovany (VWR International, USA)
Standardy cytokininii (Olchemin, CR)

Smési chemikalii
Bieleskiho extrakéni puft: 60 % MeOH

25 % CHCl;

10 % H,0O

5% HCOOH
SCX ekvilibra¢ni roztok: 50 % MeOH

2 % HCOOH
SCX elu¢ni roztok: 60 % MeOH

40 % NH,OH o ¢ = 4 mol.I*
C18 elu¢ni roztok: 80 % MeOH

2 % CH3;COOH
C18 eluc¢ni roztok: 80 % MeOH

2 % HCOOH

3.1.2 Biologicky material
Pro experimentalni ¢ast mé prace byla pouzita suspenzni bunééna kultura fasy Chlorella
sorokiniana,, kterou poskytl Prof. Dr. Vince Ordog, CSc., University of West Hungary
— Faculty of Agricultural and Food Sciences.

Dale byla mikroskopovana bunééna kultury fasy Protococcus viridis, zakoupena od
Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP), Scottish Marine institute, UK. Ta

vSak nebyla kultivovana z diivodu kontaminace.

3.1.3 Pouzité pristroje a experimentalni vybaveni
Analytické vahy XA 110/2x (Radwag, Polsko)
Centrifuga Jouan BR4i (Thermo Electron Corporation, USA)
Centrifuga Microspin 12 (Biosan, Litva)
Digitalni fotoaparat Olympus E-410 (Olympus, Japonsko)
Flow box Safe Fast Elite (Faster, Italie)
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Gel Doc EZ systém (Bio Rad, USA)

LC-MS systém LC-MS-8050 (Shimadzu, Japonsko)
Magneticka michacka MSH-300 (Biosan, Litva)

Mikroskop Axio Imager (Zeiss, Némecko)

Mikroskop Primo Star (Zeiss, Némecko)

Mikroskop BA 316 PC (Intraco Micro, CR)

Orbital shaker — Inkubator ES-20 (Biosan, Litva)

Oscilacni kulovy mlyn MM301 (Retsch, Némecko)

pH metr CX505 (Elmetron, Polsko)

Piedvazky Adventurer Pro AV 213 C (Ohaus, Svycarsko)
Rotac¢ni vakuova odparka (Labconco, USA)

Rotator Multi Bio RS-24 (Biosan, Litva)

Sada pipet Eppendorf Research (Eppendorf, Némecko)

SPE kolony Bond Elut C18, 100 mg (Agilent Technologies)
SPE kolony Mega Bond Elut-SCX, 1g (Agilent Technologies)
SPE kolony Sep-Pak tC18, 1g (Waters, USA)
Spektrofotometr DS-11 (DeNovix, USA)

Total Recovery vialky (Waters, USA)

Ttepacka SM-30 (Edmund Biihler GmbH, Némecko)
Ttepacka Vortex V-1 Plus (Biosan, Litva)

Ultrazvukova Cisticka Bandelin-Sonorex Digitec (Bandelin electronic, Némecko)
Vakuova odparka se zahiivaci lazni B-490 (BUCHI Labortechnik AG, Svycarsko)

Vakuovy koncentrator Concentrator plus (Eppendorf, Némecko)
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3.2 Metody

3.2.1 Determinace bunéénych kultur ras

Pted zacatkem kultivace bylo nutné ovéfit, zda prvni obdrzend kultura odpovida tase
Chlorella sorokininana. Bylo tedy zapotiebi fasu identifikovat. Pfi determinaci bylo
dalezité¢ spravné urcit kliCové morfologické znaky a zaméfit se na zivotni cyklus fasy.
Ziskané informace bylo tieba porovnat s kli¢em k urCovani fas, ktery byl k dohledani
vV odborné literatuie (Komarek a Fott, 1983). Mezi hlavni znaky, diky kterym bylo
mozné tasu determinovat, patfily velikost a tvar bunck, velikost chloroplastu,
pritomnost a pocet pyrenoida a ptitomnost a pocet Skrobovych zrn.

Pro stanoveni klicovych znaki fasy byl pouzit binokularni mikroskop PrimoStar od
firmy Zeiss. Kultura byla pozorovana pfi celkovém zvétseni 1000x.

Pomoci mikroskopu Axio Imager od firmy Zeiss svestavénou HRc kamerou
a nastavenim objektivu 100x/1,46 NA byly vyhotoveny snimky kultury fasy. Pro
dosazeni lepsiho kontrastu byla vyuzita DIC mikroskopie (Differential interference
contrast microscopy) s tzv. Nomarskiho kontrastem.

V piipad¢ druhé kultury fasy bylo ovéfovano, zda se jedna o kulturu Protococcus
viridis. Obdobn¢ jako v ptipadé kultury C. sorokininana byly pozorovany
charakteristické znaky této fasy, které byly porovnany s odbornou literaturou (Komarek
a Fott, 1983).

Z divodu technického selhani nemohly byt pro determinaci P.viridis pouzity stejné
piistroje, jako pro pozorovani Chlorelly. K pozorovani bun¢k a naslednému vyhotoveni
snimku byl tedy pouzit binokularni mikroskop BA 316 PC (Intraco Micro) s kamerou

Olympus E-410. Kultura byla pozorovana pti celkovém zvétSeni 1000x.
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3.2.2 Priprava tekutého zivného média pro kultivaci

Pro kultivaci biologického materidlu bylo pouzito BBM médium (Bold’s Basal
Medium). Pied kazdym pasazovanim bylo toto médium pfipraveno Cerstvé z deseti

zasobnich roztokd, jejichz slozeni je popsano v nize uvedené tabulce (Tab. 6).

Tab. 6 Slozeni kultivaéniho BBM média

, , Davkovani do
Zasobni roztok

Slozka média
(200 mi) (ml/l média)
NaNO; 50 g 1
CaCIQ.ZHQO 5 g 1
MgSQO,.7H,0 15¢ 1
K,HPO, 159 1
KH,PO, 35g 1
NacCl 5 g 1
HyBO; 2,284 g 1
EDTA 10g 1
KOH 629 1
FeSO,.7H,0O 0,996 g 1
H,SO, (konc.) 0.2ml 1
ZnS0,.7H,0 1,764 g
Mikroelementy g/lunscoljgﬂzg 85?2 g .
Co(NOs),.6 H,O 0,098 g

3.2.3 Kaultivace rasy Chlorella sorokiniana

V prvnim kroku kultivace byla pivodni kultura za sterilnich podminek pfepasaZovana
do ¢ty 250 ml Erlenmeyerovych banék pomoci sklenénych Pasteurovych pipet. Tyto
pfedem piipravené banky byly naplnény piiblizné do % svého objemu BBM médiem
anasledné byly autoklavovany. Hrdla banck byla ucpana zitkami z bunicité vaty.
Nasledné byly banky s kulturou umistény do kultivaéni mistnosti (Obr. 5). Zde byl
nastaven svételny rezim 16 h den/8 h noc (dlouhy den) a teplota odpovidala 17 °C.
Kultury fas byly promichavany na tiepacce, aby nedochazelo k pfilnuti fasy na sklo
a jejimu naslednému stresovani. Pasdzovani bylo provadéno po dvou mésicich, pti¢emz
byla vzdy rozpasazovani jedna celda 250 ml banka staré kultury do Sesti 100 ml

Erlenmeyerovych ban¢k a Sesti 250 ml Erlenmeyerovych banék.
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Obr. 5 Kultivace tasy Chlorella sorokiniana.

3.2.4 Priprava suspenzni bunééné kultury na extrakcei a purifikaci.

Aby mohla byt kultura sklizena, bylo nejprve zapotiebi rozdélit suspenzni bunécnou
kulturu na bunéény podil a kultivaéni médium. K tomuto kroku bylo pouzito
pet 250 ml Erlenmeyerovych banék a pét 100 ml Erlenmeyerovych ban€k se suspenzni
bunécnou kulturou, jejiz kultivace probihala po dobu dvou mésicti. Objem kultury ve
250 ml bankach ¢inil 200 ml a objem kultury ve 100 ml baiikach ¢inil 80 ml.
Dohromady bylo tedy zpracovano 1400 ml bunééné kultury fasy. Poté, co se bunécny
podil v jednotlivych bankéach usadil na dno, bylo co nejvétsi mozné mnozstvi média
opatrn¢ odlito do pfipravené plastové nadoby. Zbylé mnozstvi kultury v médiu bylo
rozdéleno do 50 ml plastovych falkon. V nich byla nésledné¢ kultura stoCena na
centrifuze pii 18670 g po dobu 15 minut a pfi teplot¢ 23 °C. Po opatrném odliti

supernatantu byl bunécny pelet zamrazen.

3.2.5 SPE purifikace cytokinini z kultivaéniho média
Pied samotnou purifikaci CK z média bylo zapotiebi ovéfit, jestli po naneseni 10 ml
média jako vzorku nebude piekrocena kapacita kolony. 100 ml média bylo tedy

umisténo ve varné bance na rotacni odparku se zahtivaci lazni, kde dochézelo
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k odpateni média pfi teploté 50 °C a tlaku 35 mbar. Po odpafteni kapaliny byla z banky
pomoci dusiku odstranéna vzdu$né vlhkost a odparek byl zvazen.

Pro purifikaci byly pouzity kolony Sep-Pak tC18, 1 g (Waters, USA). Nejprve byl
sorbent kolony aktivovan 5 ml methanolu. Nasledovala ekvilibrace sorbentu pomoci
5 ml destilované vody. Poté byl na kolonu nanesen vzorek, ktery piedstavovalo 10 ml
média. Pro odstranéni obsazenych necistot byly kolony promyty 10 ml destilované
vody. Nakonec byly vzorky eluovany 5 ml roztoku eluce C18 (80 % MeOH,
2 % CH3COOH) do pfipravenych zkumavek. Zavérem eluce byl lehce zvysen tlak ve
vakuové komtrce a sorbent se nechal vysusit do sucha. Béhem purifikace bylo naopak
nutné dbat, aby sorbent nevyschl. Rychlost pritoku kolonou pfi vSech fazich purifikace
byla udrZzovana na jedné kapce za sekundu.

Po purifikaci byly eludty ve zkumavkach odpafeny do sucha na rotacni vakuové
odparce. Nasledn¢ byly zkumavky s odparky ponechany v mrazicim boxu pfi -20 °C az

do doby dalsiho zpracovani.

3.2.6 Extrakce cytokininu z bunék rasy Chlorella sorokiniana

K bunéénému peletu v plastovych falkonach byl pridan 1 ml Bieleskiho extrakéniho
roztoku (60 % MeOH, 25 % CHCl;, 5 % HCOOH, 10 % H,0). Nasledn¢ byl bunéény
pelet v extrakénim pufru piepipetovan do plastovych mikrozkumavek. Poté, co byla do
mikrozkumavek vloZzena vzdy jedna mleci kulicka, byl bunéény materil
homogenizovan po dobu 4 minut na kulovém oscilacnim mlynu pii frekvenci 25 Hz.
Zhomogenizovany material byl ulozen na 24 hodin do mraziciho boxu (-20 °C). Dalsi
den byly vzorky zvortexovany a opét umistény do mraziciho boxu na jednu hodinu. Po
uplynuti této doby bylo do mikrozkumavek ptidano 300 pl ekvilibraéniho SCX roztoku
(50 % MeOH, 2 % HCOOH). Vzorky byly stoceny na centrifuze pfi 12400 g na
15 minut pfi teplot¢ 4 °C. Supernatant ze vSech mikrozkumavek (celkem 12) byl
pfeveden do dvou centrifuganich zkumavek, ve kterych byl tento supernatant opét
sto¢en na centrifuze pii 18670 g na 10 minut pfi teploté 4 °C. Takto ziskany vysledny
Supernatant byl jiz ptipraven na SPE purifikaci.
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3.2.7 SPE purifikace cytokinini z buné¢ného extraktu

Pro purifikaci byly pouzity SPE kolony Mega Bond Elut — SCX, 1 g (Agilent
Technologies). Nejprve byl sorbent kolony aktivovan 5 ml methanolu a poté
ekvilibrovan 8 ml roztoku SCX ekvilibrace. V této fazi byl sorbent pfipraven na
naneseni 7,5 ml vzorku, ktery pfedstavoval bunécny extrakt. Nasledovalo promyti
sorbentu 5 ml Bieleskiho pufru a poté dalSimi 5 ml methanolu. Kdyz byl touto cestou
analyt zachyceny na sorbentu zbaven nezadoucich latek, mohl byt eluovan. K eluci byly
pouzity 4 ml SCX eluéniho roztoku (60 % MeOH, 40 % NHs o ¢ = 4 mol.I™"). Eluaty,
které byly jimany do pfipravenych zkumavek, byly nésledné odpatfeny do sucha na
rotacni vakuové odparce. Odparky byly ponechany v mrazicim boxu az do doby dalsiho

zpracovani.

3.2.8 Precisténi vzorki z média a bunék pomoci DEAE-Sephadexu a
kolon C18

Nejprve byl ptipraven Sephadexovy gel. 5 ml tohoto sorbentu uchovavaného v 50%
alkoholu bylo na Biichnerové nalevce promyto destilovanou vodou a pufrem
mravenéanu amonného 0 ¢ = 10 mmol.I". Promyty gel byl pievrstven dvojnasobnym
mnozstvim zminéného pufru atakto ponechan ptes noc. Dal§iho dne byly prazdné
rezervoary kolon naplnény 1 ml pfipraveného DEAE-Sephadexu. Nasledovalo promyti
4 ml mravenéanu amonného 0 ¢ = 1 mol.I". V meziase byly aktivovany 100 mg kolony
BondElut C18 (Agilent Technologies). Poté byly kolony C18 pieplnény o nadbyte¢nou
kapku, aby nedochazelo k pfipadnému zavzdu$néni adaptéru, pomoci né¢hoz byly ke
kolonam C18 pfipojeny rezervoary s DEAE-Sephadexem. Obé kolony byly takto
naekvilibrovany 10 ml roztoku mravenéanu 0 ¢ = 10 mmol.I". Nasledn& byl aplikovan
vzorek, ktery byl po SPE purifikaci odpaten a pro ¢isténi na Sephadexu opét rozpustén
ve 4ml roztoku mravenéanu oc=10mmoll®. Poté byly kolony promyty 2 ml
destilované vody. Nakonec byly ptecisténé frakce eluovany pomoci 4 ml C18 eluce do
pfipravenych zkumavek. Eluaty byly odpafeny do sucha na rotacni vakuové odparce

a odparky jiz byly ptipraveny pro LC-MS analyzu.
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3.2.9 LC-MS analyza CK ve vzorcich z bunééného extraktu a média

Vzorky ziskané z bunééného podilu fasy Chlorella sorokininana a jejiho kultiva¢niho
média BBM byly analyzovany pomoci LC-MS systému Shimadzu-LC-MS-8050.
Odpatené vzorky po purifikaci byly nejprve rozpustény ve 30 pl mobilni faze (10 %
MeOH v 90% mraven¢anu amonného o pH 4) a ptevedeny do total recovery vialek. Pro
analyzu byla pouzita kolona Acquity C18 UPLC BEH (1,7 um, 2,1 x 100 pum), ktera
byla termostatovana na 40 °C. Analyza trvala 17,5 minut. Davkovano bylo 10 pl
vzorku. Jako mobilni faze A slouzil 15 mmol.I"* roztok mravenéanu amonného o pH 4
a jako mobilni faze B slouzil methanol. Chromatografie probihala v systému reverznich
fazi s gradientovou eluci pfi stalém priatoku mobilni faze 0,25 ml.min’, pricemz ménici

se pom¢&r mobilnich fazi v ¢ase je uveden v Tab. 7.

Tab. 7 Pribéh gradientové eluce

Cas [min] Mobilni faze A[%)] Mobilni faze B [%]
0,10 90 10
0,50 90 10
12,00 57 43
15,00 0 100
16,00 0 100
16,50 90 10

Tab. 8 MRM ptechody a kolizni energie CK v metodé

Cytokinin CE (eV) Piechod m/z
BAP -23 226,20 > 91,00
BAPR -22 358,10 > 226,20
mT -22 242,20 > 107,05
mTR 21 374,20 > 242,15
oT -16 242,20 > 136,15
oTR -30 374,20 > 136,15
MeoT -33 256,20 > 90,25
D-BAP -24 233,20 > 98,10
D-BAPR -21 365,10 > 233,20
15N-0T -16 246,15 > 140,05
15N-pT -15 246,15 > 140,05
15N-MemT -21 260,05 > 121,15
15N-mT-9G -24 408,05 > 246,10
15N-mT-9R 21 378,05 > 246,10
15N-0T-9G -31 408,05 > 139,95
15N-0T-9R -31 378,05 > 140,05
15N-pT-9G -32 408,05 > 140,05
15N-pT-9R -30 378,05 > 140,05
iP -30 204,00 > 119,10
tZ -17 220,10 > 136,15
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Detekce pomoci hmotnostniho spektrometru probihala v MRM moédu (multiple
reaction monitoring) s ESI+ ionizaci. Napéti na kapilaie bylo 4 kV, teplota zdroje
400 °C, teplota desolvatace 250 °C a priitok desolvata¢niho plynu byl 3 Lmin™. Ve vyse
uvedené tabulce (Tab. 8) jsou shrnuty MRM piechody a kolizni energie sledovanych

cytokinint.

3.2.10 Méreni hmotnostniho spektra oT

Pro potvrzeni ptitomnosti 0T ve vzorku ziskané¢ho z bunécného extraktu bylo zméfeno
hmotnostni spektrum 0T V tomto vzorku a pro porovnani také hmotnostni spektrum 0T
standardu o koncentraci 1.10” mol.I. 10 ul obou vzorki bylo davkovano do systému
Shimadzu-LC-MS-8050 v mobilni fazi (10 % MeOH v 90% mravenéanu amonného
0 pH 4). Jako mobilni faze A byl zvolen 15 mmol.I"! roztok mravendanu amonného
0 pH 4 a jako mobilni faze B byl zvolen methanol. Chromatografie probihala v Systému
reverznich fazi s gradientovou eluci (Tab. 7) pii stalém pratoku mobilni faze
0,25 ml.min™. Doba analyzy byla 17,5 minut. Detekce prob&hla v PIS médu (product
ion scan) v m/z rozmezi 242-70, s kolizni energii -35 V, ionizaci ESI+, napétim na
kapilafe 4 KV, teplotou zdroje 400 °C, desolvata¢ni teplotou 250 °C a pratokem

desolvata¢niho plynu 3 1.min™.

3.2.11 Stanoveni navratnosti purifikace CK pomoci SPE kolon C18

Pro zjisténi navratnosti kolon Sep-Pak tC18, 1 g (Waters, USA) byly pfecistény
vzorky stejnym zpuisobem, ktery je popsan v kapitole 3.2.6, s tim rozdilem, Ze do média
bylo pfidano 30 pl smési ARCK standardt o koncentraci 1.10”° mol.I". Pro zhodnocenti,
zda ma biologickéd matrice vliv na navratnost purifikace, byly dale precistény vzorky, ve
kterych bylo médium, nandSené spolu se standardem jako vzorek, nahrazeno vodou. Po
odpatfeni byly vzorky rozpuStény ve 30 pl mobilni faze (10 % MeOH v 90%
mravencanu amonného o pH 4) a prevedeny do total recovery vialek.

Takto byly vzorky pfipraveny pro koncovou analyzu pomoci LC-MS systému
Shimadzu-LC-MS-8050, pticemz byla pouzita stejna kolona a parametry metody, jako
je popsano v kapitole 3.2.9.. Zaroven byly stejnym zpusobem analyzovany
nepurifikované vzorky ARCK standardd, pfic¢emz v nastiiku bylo obsazeno 100 pmol

analytu (stejn¢ jako v ptipadé purifikovanych vzork).
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3.2.12 lzolace tRNA z bunék iasy Chlorella sorokiniana

Pti izolaci tRNA bylo klicové vyvarovat se kontaminaci veskerého pouzit¢ho materialu
a vzorku RNasami. Veskeré vodné roztoky pouzité pii praci tedy byly pfipraveny
zvody osetfené inhibitorem RNasové aktivity — diethylpyrokarbonatem (DEPC),
pficemz koncentrace DEPC ve vodé¢ byla 0,1% (v/v). Pfipravena voda byla pfes noc

promichavana a nasledujiciho dne byla autoklavovéana.

3.212.1 Extrakce tRNA z rostlinného materialu

K izolaci tRNA bylo pouzito 300 ml suspenzni bunécné kultury fasy, jejiz kultivace
probihala 40 dni. Po usazeni bunééného podilu na dno banky bylo opatrné odlito
nejvetsi mozné mnozstvi média. Zbytek kultury byl pireveden do 50 ml plastovych
falkon a v nich stoc¢en na centrifuze pii 18670 g na 15 min pii 23 °C. Buné¢ny pelet byl
ptepipetovan do plastovych mikrozkumavek, do kterych bylo poté ptidano 500 ul
Tris/HCI pufru o pH 7,5. Po ptidani mleci kulicky do kazdé z mikrozkumavek byly
vzorky homogenizovany na oscilaénim kulovém mlynu po dobu 4 minut pii frekvenci
25 Hz. Nasledné bylo do mikrozkumavek napipetovano 500 pl fenolu a 63 pl m-
kresolu, nacez byly vzorky diukladné protiepany na vortexu. Protfepané vzorky byly
stoCeny na centrifuze pii 11520 g na 15 min pii teploté¢ 4 °C. Supernatant byl opatrné
ptepipetovan do Cistych mikrozkumavek, kde k nim bylo pfidano 50 pl 20% octanu
draselného a 1250 pl ethanolu. Po zvortexovani se nechaly vzorky precipitovat pies noc
V mrazicim boxu.

Nasledujiciho dne byly vzorky s precipitatem stoCeny na centrifuze pii 18670 g po
dobu 30 minut pfi teploté 4 °C. Supernatant byl odpipetovan a pelet na dné zkumavky
se nechal voln¢€ susit ve FlowBoxu po dobu 30 minut. Poté bylo ke vzorkiim ptidano
200 pl octanu sodného (¢ =3 mol.I'") a mikrozkumavky byly umistény na 6 hodin na
horizontalni tfepacku pfi teplot¢ 4 °C. Po uplynuti zminéné doby byly vzorky
zcentrifugovany pii 18670 g po dobu 45 minut pii teplot¢ 4 °C. Supernatant byl
piepipetovan do Cistych zkumavek, do kterych bylo poté ptidano 200 ul redestilované
vody a 800 pl ethanolu. Po zvortexovani byly vzorky ponechany pfes noc v mrazicim
boxu, aby doslo k precipitaci.

Dalsiho dne byl precipitat sto¢en na centrifuze pii 18 670 g na 30 minut pfi teploté

4 °C. Po odpipetovani supernatantu se nechal pelet volné susit ve FlowBoxu po dobu
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20 minut. Po uplynuti dan¢ doby byl pelet rozpustén ve 100 pl redestilované vody.

Nasledné byly vzorky umistény na 20 minut na horizontalni tfepacku pii 4 °C.

3.2.12.2 UV analyza vzorka tRNA

Na spektrofotometru byl zvolen program pro stanoveni koncentrace nukleovych
kyselin. Nejprve byl na ter¢ik spektrofotometru napipetovan 1 ul destilované vody,
ktera slouzila jako blank. Poté byl stejnym zplsobem napipetovan vzdy 1 pl vzorku

tRNA, pficemz pro kazdy vzorek bylo méteni opakovano 3X.

3.2.12.3 Elektroforéza vzorki tRNA

Jelikoz elektroforéza probihala na agarosovém gelu, bylo nejprve tieba si pfipravit
1% roztok agarosy Vv 1x koncentrovaném TAE pufru. Ve 40 ml pufru tedy bylo
rozpusténo 400 pg agarosy. Poté, co byla malé elektroforetickda komirka umisténa do
stojanku, bylo na ni naneseno 30 pl ethidium bromidu. Nasledné byl do komurky nalit
rozehfaty agarosovy roztok, ktery v ni byl promichan hiebinkem. Po 30 minutach
tuhnuti byl pfipraveny gel pfenesen do aparatury. Do jamek gelu bylo napipetovano po
5 ul vzorkd a markeru smichanych s 1 ul barviéky. Gel se vyvijel asi 40 minut pfi
napéti 100 V. Nakonec byl gel pienesen na UV Tray avyfocen pomoci systému
Gel Doc.

3.2.13 Hydrolyza tRNA a defosforylace nukleotidii

Ke zbylym vzorkiim tRNA bylo piidano 30 ul KOH (c = 2 mol.I"") a takto byly vzorky
ponechany pies noc. Nasledujiciho dne bylo ke vzorkiim ptidano 30 pl 10% HCIO, pro
neutralizaci. Vzorky se vzniklou srazeninou byly stoceny na centrifuze pti 10000 g po
dobu 10 minut pii 4 °C. Poté byl supernatant pifeveden do ¢istych mikrozkumavek.
Nasledné bylo tfeba defosforylovat nukleotidy z rozloZzené tRNA. Ke vzorkiim bylo
ptidano 500 ul NaHCOj3; pufru o pH 9,6. Po zvortexovani byl do mikrozkumavek ptidan
1 ul alkalické fosfatasy (1U) a takto se vzorky nechaly inkubovat 2 hodiny pti 37 °C.
Poté bylo ke vzorkiim ptidano 2,5 ndsobné mnoZzstvi ethanolu a vzorky byly stoceny na
centrifuze pii 9408 g po dobu 10 minut p#i 4 °C. Supernatant byl pfeveden do ¢istych

mikrozkumavek a pro naslednou purifikaci k nému bylo pfidano 30 pl smési tézce
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znatenych standardii CK o koncentraci 1.10” mol.I'* a 1,5 ml mravenéanu amonného

oc¢ =10 mmol.I*.

3.2.14 Purifikace CK z tRNA nukleotidii
Pro purifikaci byly pouzity 100 mg kolony BondElut C18, které byly nejprve

aktivovany 2 ml methanolu aekvilibrovany 4 ml mravenanu amonného
o0 c =10 mmol.I"". Nasledn& byl aplikovan vzorek rozpu§tény v 1,5 ml mravencanu
amonného a stejnym mnozstvim mravencanu byly zkumavky promyty. Nasledn¢ byla
kolona promyta 2 ml destilované vody. Nakonec byly analyty eluovany z kolony
pomoci roztoku C18 eluce (80 % MeOH, 2 % HCOOH) a eluaty byly v pfipravenych

zkumavkach odpateny do sucha pomoci vakuové rota¢ni odparky.

3.2.15 LC-MS analyza CK ve vzorcich ziskanych z tRNA

Pro koncovou analyzu cytokinind bylo vyuzito LC-MS systému Shimadzu-LC-MS-
8050. Odpaiené vzorky po purifikaci byly rozpustény ve 30 pl mobilni faze (10 %
MeOH, 90% mraven¢an amonny o pH 4) a pfevedeny do total recovery vialek. Pro
analyzu byla pouzita kolona Acquity C18 UPLC BEH (1,7 um, 2,1 x 100 um) a zvoleny
byly stejné chromatografické podminky a podminky detekce na hmotnostnim
spektrometru, jako pfi analyze CK v kapitole 3.2.9. s tim rozdilem, Ze do metody byly
vlozeny navic m/z ptechody a kolizni energie isoprenoidnich cytokininii uvedenych

V tabulce nize (Tab. 9).

Tab. 9 MRM piechody a kolizni energie dalSich isoprenoidnich CK piidanych do metody

Cytokinin CE (eV) Piechod m/z
cZR -18 352,30 > 220,20
iPR -20 336,30 > 204,20
tZR -18 352,3 > 220,20
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4 VYSLEDKY

4.1 Taxonomicka determinace rostlinného materialu
Kurceni znakll kli¢ovych pro determinaci fasy byl pouzit binokularni mikroskop
PrimoStar od firmy Zeiss. Kultura byla pozorovana pti celkovém zvétSeni 1000x. Patrné
byly dva typy bun¢k — bunky vegetativni a autospory. Vegetativni buiikky meély klasicky
kokalni tvar a jejich naméteny pramér dosahoval hodnoty 5 um. Oproti tomu spory byly
spiSe ovalné a jejich rozméry Cinily okolo 3x5 pum. Vegetativni buniky obsahovaly
chloroplast, jehoz objem zabiral okolo 2/3 objemu bunky. Dale byl ve vegetativnich
bunikach patrny vyrazny pyrenoid. Aby bylo mozné rozpoznat pocet malo vyraznych
Skrobovych zrn obklopujicich pyrenoid, musel byt preparat obarven methylenovou
modii (bez fotodokumentace). Po provedeni tohoto kroku se ukézalo, ze kolem
pyrenoidd jsou situovana dvé Skrobova zrna. Dobie pozorovatelna byla také sporangia,
coz jsou utvary, ve kterych se vyvijeji spory. Velikost sporangia a pocet spor v ném jsou
neméné vyznamnymi znaky pro ur¢eni kultury. Sporangia v mé kultufe méfila pfiblizné
8 um a obsahovala 4-6 spor.

Po srovnani vSech ziskanych informaci s vySe uvedenou literaturou bylo potvrzeno,
ze kultura svymi znaky odpovida fase s nazvem Chlorella sorokiniana.

Na dalsim obrazku (Obr. 6) je zachycen rozpad sporangia na Sest osamocenych spor.
Patrné jsou také rozdily co do velikosti a tvaru mezi vegetativnimi butikami (kulovité,

vEtsi) a sporami (ovalné, mensi).

Obr. 6 Snimek fasy Chlorella sorokiniana.
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V ptipadé druhé obdrzené kultury bylo ovéfovano, ze se jedna o kulturu Protococcus
viridis. Stejnym zpisobem, jako v pfipad¢ kultury C. sorokininana, byly pozorovany
charakteristické znaky této fasy, které¢ byly porovnavany s literaturou (Komarek a Fott,
1983). Pod mikroskopem byly patrné nékolikabunécné balickovité shluky az slozité
vétvena vldkna, misty dokonce pseudoparenchytozni utvary. Tvar bunék byl kulovity,
elipticky az lehce cylindricky, misty nepravidelny. Buniky mély v priméru 5-12 pm
a obsahovaly obvykle jeden nasténny chloroplast sjednim malym a S$patné
pozorovatelnym pyrenoidem. Kromé vegetativnich bunék byly v kultufe ptitomny také
podlouhlé autospory, které slouzi fase k nepohlavnimu rozmnozovani.

Vzhledem ke vSem pozorovatelnym morfologickym znakiim a vlastnostem kultury
bylo potvrzeno, ze se skute¢né jedna o fasu Protococcus viridis. Z divodu rozsahlé
bakterialni kontaminace, které je patrna i z potizené fotografie (Obr. 7), v§ak nemohla

byt fasa dale kultivovana a nebylo mozné s ni provést planované experimenty.

Obr. 7 Snimek fasy Protococcus viridis.
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4.2 Kapacita SPE kolon C18 pro purifikaci média

Zvéazenim hmotnosti odparku ve 100 ml kultivatniho média bylo zjisténo, Zze v 1 ml
média, ve kterém probihala kultivace fasy po dobu dvou mésici, je obsazeno 0,59 mg
suché hmoty. Pro purifikaci bylo pouzivano 10 ml média na jeden vzorek, ktery tedy
obsahoval 5,9 mg suché hmoty. Na kolony je z hlediska jeji kapacity mozno nanést
pouze 1 % hmotnosti jejiho sorbentu, coz bylo v ptipadé mnou uzitych 1g kolon 10 mg.
Z toho plyne, Ze pii purifikaci bylo vyuZito pouze 59 % kapacity kolony. Kapacita
kolony tedy nebyla pfekrocena.

4.3 Screening aromatickych CK v kultivaénim médiu

Analyza volnych aromatickych cytokininit v médiu byla provedena pomoci ultrat¢inné
kapalinové chromatografie v kombinaci shmotnostni detekci v selektivnim modu
MRM. V kultivaénim médiu BBM fasy Chlorella sorokininana nebyly identifikovany
zadné aromatické cytokininy, ani zadny ze dvou sledovanych isoprenoidnich

cytokinin.

4.4 Screening aromatickych CK v biologickém materialu

Analyza volnych aromatickych cytokinini ve vzorku bunééného extraktu byla
provedena pomoci stejné metody jako v pfipad€¢ analyzy aromatickych cytokinint
v médiu. Vyhodnocenim chromatogramu bylo zjiSténo, ze v bunéném extraktu fasy
Chlorella sorokininana se nachazi aromaticky cytokinin oT (Obr. 8). Pomérné
piekvapivy byl fakt, Ze se ve vzorku nepotvrdila pfitomnost zaddného ze dvou

isoprenoidnich cytokinind.
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Obr. 8 UHPLC-MS chromatogram separace oT ve vzorku bunééného extraktu fasy Chlorella
sorokininana.

4.5 Hmotnostni spektrum oT

Pro ovéfeni pritomnosti 0T ve vzorcich bunééného extraktu fasy Chlorella sorokininana
byla zmétena kolizni hmotnostni spektra pro oT ve vzorku (Obr. 10) a pro oT standard
(c = 107 mol.I'") (Obr. 9). Mé&feni bylo provedeno pomoci ultrau¢inné kapalinové
chromatografie v kombinaci s hmotnostni detekci v selektivnim médu PIS. U standardu
oT se kvazimolekularni ion [M+H]" s hodnotou m/z 242 rozpadl na 7 fragmenti
s hodnotami m/z 136, 119, 107, 94, 92, 79 a 77. Pro oT detekovany ve vzorku bylo
rozpadem iontu 0 m/z 242 ziskédno také 7 fragmentt, které byly s fragmenty oT
standardu zcela totozné. Nejvétsi naméfenou intenzitu vykazoval fragment o m/z 119
a nejnizsi intenzitu fragment 0 m/z = 92. Retencni ¢as a hmotnostni kolizni spektrum 0T
ve vzorku a oT standardu si navzajem odpovidaly, ¢imz byla potvrzena ptitomnost

volného oT V bunééném extraktu.
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Obr. 9 Hmotnostni kolizni spektrum oT standardu. CE = -35 V
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Obr. 10 Hmotnostni kolizni spektrum oT detekovaného v bunééném extraktru fasy Chlorella
sorokininana. CE = -35V
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4.6 Navratnost purifikace aromatickych CK pomoci SPE kolon C18
Navratnost SPE purifikace CK byla testovana pomoci smési ARCK standardi, ktery
obsahoval oT, oTR, BAP, BAPR, mT, mTR a MeoT. Vyhodnoceni bylo provedeno
porovnanim ploch pikt purifikovanych a nepurifikovanych standardi. Experiment byl
proveden jednak purifikaci standardi nanesenych na kolony v kultivatnim médiu
a jednak purifikaci standarda v destilované vod¢, ¢imz mél byt provéien vliv biologické
matrice na vazbu CK, a tedy i na navratnost jejich purifikace. Vyuzito bylo ptedchoziho
zjisténi, Ze v samotném médiu nejsou zadné CK obsazeny (viz kapitola 4.2).

Bylo zjisténo, ze vSechny testované ribosidy mély vyssi hodnoty navratnosti (jak
v médiu, tak ve vod€), nez jim odpovidajici volné baze cytokinini. MeoT se pfi
purifikaci choval obdobn¢ jako volné CK baze (0T, BAP a mT), pfi¢emz nejblizs§i mu
byl vyslednymi hodnotami navratnosti mT (Obr. 11,12,13).

Ziejmé je, ze navratnost purifikace jednotlivych ARCK byla velmi rtiznoroda. Pro
purifikaci testovanych CK v médiu se pohybovala od 6,46 % (BAP) do 96,35 % (mTR).
Pro purifikaci CK z vody byla navratnost v rozmezi od 21,75 % (0T) do 62,91 % (0TR).

Experiment by ovSem bylo vhodné opakovat s vétSim poctem méteni jednotlivych

vzorkd, aby bylo dosazeno objektivnéjsich vysledkii.

Néavratnost purifikace 0T a 0TR
100

90

80
70 66,34 %

62,91 %
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Obr. 11 Navratnost SPE purifikace 0T a 0TR na SPE kolonach C18.
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Obr. 12 Navratnost SPE purifikace BAP a BAPR na SPE kolonach C18.
Navratnost purifikace mT, mTR a MeoT
100 96,35 %

S

Z

g

?Z% H médium

W voda

mT

mTR MeoT
Analyt

Obr. 13 Navratnost SPE purifikace mT, mTR a MeoT na SPE kolonach C18.
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4.7 Stanoveni Cistoty a koncentrace tRNA v biologickém materialu
Uspésnost izolace tRNA byla potvrzena pomoci elektroforézy na agarosovém gelu
(Obr. 14). Bandy nanesenych vzorkd neodpovidaji zadnému z bandu jednotlivych frakci
naneseného markeru, jelikoZ tRNA sestava pouze ze 76-90 part bazi (Sharp et al.,
1985) a velikost nejmensi frakce pouzit¢ho markeru byla 250 para bazi.

Koncentrace tRNA V jednotlivych vzorcich byla pomérné nizk4, o cemz vypovida
i slaba viditelnost bandt na elektroferogramu (Obr. 14). Koncentrace tRNA ve vzorcich
byly v rozmezi 94,79-122,53 ng/pl. Jeden vzorek byl ziskan z 50 ml suspenzni bunééné
kultury, av§ak nebylo mozné zajistit, aby v kazdém z téchto vzorkl bylo zcela totozné
mnozstvi bunééného podilu.

O Cdistoté tRNA vypovida pomér absorbanci Ajgo/Azgo. V piipadé izolace tRNA
Vv Cistém stanovuje pomér Aggo/Azgo VELSI, nez 2. Pokud by byla naméfena hodnota niZsi,
jednalo by se o znedisténi tRNA proteiny ¢i fenolem, ktery je v procesu izolace
pouzivam (Wilfinger et al., 1997). Ve vSech métenych vzorcich byla hodnota A e0/Azso

vétsi, nez dva, coz znamena, ze se podafilo izolovat ¢istou tRNA (Obr. 15).

Obr. 14 Elektroferogram tRNA izolované z buné€k fasy Chlorella sorokininana.
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Obr. 15 Cistota tRNA jednotlivych vzorka, vyjadiena pomérem Ago/Asgo.
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4.8 ldentifikace CK vazanych v tRNA

Screening cytokininti vazanych v tRNA byl proveden pomoci ultrati¢inné kapalinové
chromatografie v kombinaci s hmotnostni detekci v selektivnim moédu MRM. Jak je
patrné z nize uvedené¢ho chromatogramu (Obr. 16), ve vzorcich byly identifikovany tii
cytokininy — cZR, 0TR a iPR. Nejvétsi intenzita signalu byla naméfena pro 0TR, tedy
aromaticky cytokinin. Ze dvou zbyvajicich isoprenoidnich cytokininli vykazoval
pro iPR Zadné dal§i cytokininy véazané vtRNA, izolované ztasy Chlorella

sorokininana, identifikovany nebyly.

CK v tRNA, Chlorella sorokininana

3> OTR  ===MRM 352-220 cZR
3 1269 MRM 374-136 0TR
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Obr. 16 UHPLC-MS chromatogram separace cZR, 0TR a iPR ve vzorku hydrolyzované tRNA,
izolované z fasy Chlorella sorokininana.

Ovéteni pfitomnosti 0TR ve vzorcich bylo provedeno porovnanim ploch piki
konfirmaénich piechodti pro 0TR ve vzorku a pro oTR standard. U oTR standardu plocha
konfirmacniho ptechodu o m/z 374-242 zaujimala 65,28 % plochy kvantifikaéniho piku a
plocha pfechodu o m/z 374-119 zaujimala 15,27 % plochy kvantifika¢niho piku. U 0TR ve
vzorku plocha ptechodu o m/z 374-242 zaujimala pramérné 68,21 % a plocha ptechodu o
m/z 374-119 zaujimala 14,05 %. Poméry ploch pikd konfirmacnich piechodt standardu a
O0TR vzorku si odpovidaji. V tRNA ftasy se tedy skute¢né vyskytoval vazany oTR.
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4.9 Kvantifikace aromatickych CK vazanych v tRNA

Jediny aromaticky cytokinin vazany vV tRNA, 0TR, byl kvantifikovan metodou internich
standardii. Pro vytvoreni kalibra¢ni pfimky bylo tfeba vypocitat odezvu R (response)
jako podil ploch pikii endogenniho a interniho standardu vynasobeného koncentraci
interniho standardu. Kalibra¢ni pifimka poté byla sestrojena jako zavislost logaritmu R
na logaritmu koncentrace endogenniho standardu. Linearni regresi byla nakonec zjisténa
rovnice kalibra¢ni pfimky. Na nize uvedeném obrazku (Obr. 17) je uvedena kalibra¢ni
ptimka 0TR. Limit detekce oTR je 4,35 fmol (LabSolutions verze 5.72, Shimadzu).
Nasledné byla vypocétena a logaritmovana odezva 0TR ve vzorcich. Po dosazeni
ziskané hodnoty do rovnice kalibra¢ni pifimky byla vypoétena orienta¢ni koncentrace
O0TR v biologickém materidlu. Diky naméfenym koncentracim tRNA v jednotlivych
vzorcich na spektrofotometru mohlo byt také vypoctena koncentrace 0TR v tRNA
(Tab. 10). Koncentrace oTR V jednotlivych vzorcich nejsou zcela totozné, coz je
nejspiSe zpusobeno rozdilnym mnozstvim bunééného podilu ve vzorcich. |z tohoto

divodu je tedy namétfena koncentrace 0TR v biologickém materidlu pouze orientacni.

Kalibra¢ni ptimka oTR

1,50 4

y= 1,0312X - 0,0123 1,00
R?=0,9992

logR

-2,50

Obr 17 Kalibra¢ni ptimka 0TR.

Tab. 10 Orienta¢ni koncentrace 0TR V biologickém materidlu a koncentrace 0TR v tRNA.

Vzorek O0TR (pmol/g Cerstvé hmoty) 0TR (ng/pg tRNA)
1 1,1592 0,003836
2 1,2700 0,005152
3 0,3259 0,001096
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5 DISKUSE

Analyzou volnych aromatickcych cytokinini v bunééném extraktu fasy Chlorella
sorokininana byla potvrzena pfitomnost pouze jediného cytokininu a to 0T. Zajimavé
je, ze nebyly naméfeny signdly pro zadné isoprenoidni cytokininy, jejichz vyskyt
v bunééném extraktu se dal na zakladé vysledki ptredchozich studii ofekavat (Stirk
etal., 2003; Ordog et al., 2004). V tomto sméru tedy nami ziskana data nekoresponduji
s dfive publikovanymi vysledky. Mozné vSak je, ze b&éhem purifikace doslo ke
znatelnym ztratdm analytd. Vzhledem K tomu, ze v mé praci ke vzorkim pii analyze
volnych cytokinini nebyly pfidany interni standardy, neni mozné ovétit, zda nebyly
Vv bunééném extraktu obsazeny ISCK a dalsi ARCK v malém mnozstvi, které bylo
béhem purifikace ztraceno. Experiment by tedy bylo vhodné zopakovat s ptidavkem
ptislusnych internich standardd.

Ordog etal. (2004) pouzili ve své praci i jinou metodu purifikace cytokinind.
V jejich piipadé byly bunééné extrakty precistény pomoci kombinace kolon s DEAE-
Sephadexem, kolon C18 a kolon imunoafinitnich. Metoda imunoafinitni purifkace je
zalozena na interakci cytokininti se svymi protilatkami. Je extrémné rychld, poskytuje
navratnosti okolo 80 % a mize byt uspé$né vyuzita pii stopovych analyzach (McDonald
a Morris, 1985). Uziti této metody by tedy mohlo byt pro purifikaci cytokinint
z bunééného extraktu fas vhodng&jsi, nez uziti SPE kolon C18.

Oproti nasi praci dale mé&fili Ordodg et al. (2004) riistové kiivky. Podafilo se jim tak
kulturu sklidit na poc¢atku stacionarni faze ristu, kdy kultura obsahovala ptevazné velké,
ned¢lici se buiiky. Tato faze mohla byt z hlediska produktivity sekundarnich metabolit
a tedy 1 cytokinini vyhodnéjsi, nez faze, ve které jsme sklizeli kulturu my. Tuto
hypotézu vSak neni mozné potvrdit, jelikoz faze ristu je vyznamné ovlivnéna kultivaéni
teplotou (Goldman a Carpente, 1974), ktera byla v ptipadé prace Ordog et al. (2004)
0 8 °C vyssi. JelikoZ ve zminéné praci neni uvedeno, po jaké dobé& byla kultura sklizena,
neni mozné kriticky porovnat ristovou fazi mnou uzité fasy s ristovou fazi fasy uZzité
v publikaci Ordog et al. (2004).

Na druhou stranu, Vv ptipadé dvou rodt mikrotas ze tii (Chlorella minutissima,
Protococcus viridis) analyzovanych diive (Orddg etal., 2004) byl dominantnim
zastupcem volnych cytokininl v extraktech fas praveé 0T, stejné jako tomu je v této
praci. Ztoho plyne, ze by OoT mohl patfit mezi nejrozsifenéj$i volné cytokininy

syntetizované mikrotasami.
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Jedinym detekovanym aromatickym cytokininem vyskytujicim se v tRNA fasy
Chlorella sorokiniana byl v mé praci 0TR. Intenzita jeho signalu dokonce pievysovala
signaly isoprenoidnich cytokininti c¢ZR a iPR , jejichz vyskyt v rostlinné tRNA byl
potvrzen jiz diive v n€kolika studiich (Miyawaki et al., 2006; Yevdakova, 2007; Stirk
etal., 2011). Zajimavé je, Ze ve volné formé se v praci Ordog et al.(2004) naopak oTR
vyskytoval v témét nulovych koncentracich.

Kvantifikaci 0TR bylo zjisténo, Ze ve vzorcich tRNA izolované z fasy se OTR
nachazel prumérné v koncentraci 0,00336 ng/ug tRNA. Tato naméfena hodnota je
0 celé dva tady nizsi, nez Vv piipadé 0TR izolovaného stejnou metodou z tRNA Populus
deltoides, kdy dosahovala koncentrace 0TR 0,336 ng/ug tRNA (Dosedélova, 2016).
Miyawaki et al., (2006) ve své praci kvantifikovali cZR a iPR v Arabidopsis thaliana,
kdy pro cZR naméiili koncentraci 2,13 ng/ug tRNA a pro iPR koncentraci 0,0740 ng/ug
tRNA. Je tedy ziejmé, ze ackoliv se v fase Chlorella sorokininana vyskytuji cytokininy
vazané v tRNA, existuji organismy syntetizujici CK ztRNA v mnohem vysSich
mnozstvich. Oproti fasam vsak patii Populus deltoides i Arabidopsis thaliana mezi
vyssi rostliny.

Nevyhodou uziti C. sorokininana jako vychoziho materialu pro studium biosyntézy
ARCK je relativné nizka rychlost rtstu, ktera se ovSem da zvysit kultivaci pti vyssi
teploté. Zminéna fasa je velmi odolnd k vys$im teplotdm a pti 39 °C se dokaze délit az
devétkrat za den (Shihira a Krauss, 1965). Pro uziti takové teploty je vSak nutné mit
kulturu bez vychozi bakterialni kontamiance. Toto je d§lezité zejména pro kultivaci
Vv bioreaktorech pii pouZiti heterotrofnich kultur, kdy je kultivaéni médium obohaceno

sacharidy.
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6 ZAVER

V teoretické Casti této bakaldiské prace byla zpracovdna literarni reSerSe
pojednavajici o rostlinnych hormonech, metabolismu a vyznamu aromatickych
cytokininti a o faséch.

V experimentalni Casti byly identifikovany aromatické cytokininy v mikroskopické
fase Chlorella sorokininana. V pouzitém rostlinném materialu byla detekovana
pritomnost aromatickych cytokinini, pfiCemz 0T se vyskytoval ve volné form¢ a 0TR
se vyskytoval v tRNA ve form¢ vazané. V tRNA byly také nalezeny dva isoprenoidni
cytokininy — cZR a iPR. V kultiva¢nim médiu BBM nebyl naméfen signal pro zadné
aromatické ¢i isoprenoidni cytokininy. Pouzita izolacni a purifikaéni metoda ovSem
nemusela byt zcela vhodna a je tedy mozné, Ze se v uzitém rostlinném materialu mohou
vyskytovat také dalsi cytokininy. V dalSich experimentech bude pravdépodobné nutné
pouziti imunoafinitni purifikace.

Diky obsahu ARCK ve volné i vazané formé se fasa Chlorella sorokiniana jevi jako

vhodny modelovy organismus pro studium biosyntézy aromatickych cytokininti.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA kyselina abscisova

ARCK aromatické cytokininy

BAP benzylaminopurin

BAPR benzyladenosin

BR brassinolid

C18 oktadecylsilan

CE kolizni energie

CK cytokininy

CKX cytokinindehydrogenasa
CYP735A  cytochrom P450 monooxygenasa
cZ cis-zeatin

DAHP 3-deoxy-D-arabino-hepulosonat-7-fosfat
DEAE diethylaminoethyl celulosa

DEPC diethylpyrokarbonat

DHZ dihydrozeatin

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
ELISA enzymova imunoanalyza

epi-5DS 2'-epi-5-Deoxylstrigol

ESI ionizace elektrosprejem

GA; giberelin A;

GC plynova chromatografie

HPLC vysokoucinna kapalinovéd chromatografie
IAA kyselina indolyl-3-octova

IAE imunoafinitni extrakce

iP isopentenyladenin

iPR isopentenyladenosin

ISCK isoprenoidni cytokininy

JA kyselina jasmonova

K kinetin

LC kapalinova chromatografie

MeoT ortho-methoxytopolin

MRM multiple reaction monitoring

MS hmotnostni spektrometrie

mT meta-topolin

mTR meta-topolin ribosid

oT ortho-topolin

0TR ortho-topolin ribosid

PHA fenolové kyseliny

PIS product ion scan

pT para-topolin

RUBISCO ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa
SA kyselina salicylova

SCX silny kationtovy iontoménic

SPE extrakce na pevné fazi

TAE tris-acetat-EDTA

tZ trans-zeatin

UHPLC ultrat€innd kapalinova chromatografie
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