
Súhrn

Elicitácia rastlinn˘ch in vitro kultúr predstavuje biotech-
nologick˘ nástroj na zv˘‰enie produkcie sekundárnych
metabolitov. V tejto práci bol sledovan˘ vplyv elicitácie
dusiãnanom strieborn˘m a chloridom kademnat˘m na
produkciu sanguinarínu suspenznou kultúrou slncovky
kalifornskej. Elicitory boli ku kultúram pridané na 14.
deÀ subkultivácie a ich vplyv na tvorbu sanguinarínu bol
vyhodnoten˘ po 48 h pôsobení. AgNO3 v koncentrácii
0,075 mmol.l-1 a CdCl2 v koncentrácii 4 mmol.l-1 indu-
kovali pribliÏne 5,2-, resp. 5,6-násobné zv˘‰enie tvorby
sanguinarínu. Toto zv˘‰enie pravdepodobne predstavuje
maximálny nárast, pretoÏe zv˘‰enie koncentrácie elicito-
rov uÏ k ìal‰iemu nárastu produkcie sanguinarínu nevi-
edlo. PouÏitie obidvoch elicitorov viedlo k zv˘‰eniu ‰pe-
cifickej aktivity polyfenoloxidázy. Polyfenoloxidáza je
pravdepodobne zapojená do biosyntézy sanguinarínu na
úrovni tvorby dopamínu, ktor˘ je prekurzorom S-nor-
koklaurínu, prvého intermediátu s benzyli zochino -
línovou ‰truktúrou. 
Kºúãové slová: Eschscholtzia californica CHAM. • sus-
penzné kultúry • abiotická elicitácia • sanguinarín • poly-
fenoloxidáza

Summary

Elicitation of plant in vitro cultures represents
a biotechnological tool to improve the production of
secondary metabolites. In this study, the effect of AgNO3
and CdCl2 on the sanguinarine production by the
suspension culture of Eschscholtzia californica CHAM.
was investigated. Elicitors were added to the cultures at
the 14th day of subcultivation and their effect on the
sanguinarine production was evaluated after a 48 h
exposure. AgNO3 at the concentration of 0.075 mmol.l-1

and CdCl2 at the concentration of 4 mmol.l-1 induced
a ca. 5.2- and 5.6-multiple increase in sanguinarine
synthesis, respectively. This amount represents probably
the maximal production, because a further increase in the
elicitors concentrations did not increase sanguinarine
production. Both abiotic elicitors induced a polyphenol
oxidase specific activity increase. Polyphenol oxidase is
probably involved in the biosynthesis of sanguinarine at
the level of dopamine formation. Dopamine is
a precursor of (S)-norcoclaurine, the first intermediate
with the benzylisoquinoline structure. 
Keywords: Eschscholtzia californica CHAM. •
suspension cultures • abiotic elicitation • sanguinarine •
polyphenol oxidase

Úvod 

Slncovka kalifornská (Eschscholtzia californica
CHAM.) patrí do ãeºade Papaveraceae. Rastliny tejto
ãeºade sa vyznaãujú schopnosÈou tvorby benzylizochino-
línov˘ch alkaloidov, a preto sú zaujímavé pre farmaceu-
tick˘ priemysel i v˘skum. Slncovka kalifornská produ-
kuje alkaloidy benzofenantridínového typu, z ktor˘ch
pre antimikróbny, protizápalov˘ a cytotoxick˘ úãinok sa
pre farmáciu zdá byÈ najperspektívnej‰ím sanguinarín1, 2).
K opatrnosti v pouÏívaní sanguinarínu v praxi viedli
v˘sledky Hakima a kol.3), ktorí predpokladali, Ïe sangu-
inarín sa metabolizuje na toxick˘ benzo[c]akridín. Nov-
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‰ie práce v‰ak metabolizáciu sanguinarínu cez ben-
zo[c]akridín nepotvrdili1, 4), a t˘m ho v podstate „rehabi-
litovali“. Je pravdepodobné, Ïe prípadné riziká pouÏitia
sanguinarínu ako lieãiva budú prehodnotené a postupne
si sanguinarín nájde ‰ir‰ie uplatnenie v praxi. PoÏiadav-
ku jeho prípravy vo veºk˘ch mnoÏstvách môÏe splniÈ
produkcia in vitro kultúrami slncovky kalifornskej. Spo-
medzi kultúr rastlín ãeºade Papaveraceae sa práve sln-
covka ukazuje ako najv˘konnej‰í producent sanguinarí-
nu5). VyuÏitie bunkov˘ch kultúr na produkciu
sekundárnych metabolitov má v‰eobecne rad v˘hod:
Produkcia prebieha riadene, bez vplyvov poãasia
a roãného obdobia, vylúãené sú biologické vplyvy (mik-
roorganizmy, hmyz a pod.), selekciou je moÏné dosiah-
nuÈ vy‰‰iu produkciu, proces moÏno automatizovaÈ, a tak
dosiahnuÈ kontinuálnu produkciu6–8). DosiahnuÈ vy‰‰iu
produkciu sekundárnych metabolitov in vitro kultúrami
rastlín umoÏÀuje elicitácia vychádzajúca z faktu, Ïe aku-
mulácia sekundárnych látok v rastlinách je súãasÈou ich
obrannej reakcie voãi patogénom alebo vplyvom prost-
redia9). Slncovka kalifornská a in vitro kultúry z nej
odvodené sú tieÏ vhodn˘m objektom pri ‰túdiu enz˘mov,
zúãastÀujúcich sa biosyntézy alkaloidov benzofenantri-
dínového typu.

Pokusná ãasÈ

Príprava a kultivácia suspenzn˘ch kultúr slncovky
kalifornskej

Kalusové kultúry sme odvodili zo stonkov˘ch ãastí
vyklíãen˘ch klíãencov slncovky kalifornskej. Semená
sme opláchli 70% etanolom a následne 15% roztokom
prípravku Savo (20 min). Po viacnásobnom opláchnutí
sterilizovanou redestilovanou vodou sme semená umie -
stnili na agarovú Ïivnú pôdu podºa Murashigeho
a Skooga (MS pôda)10). Po dosiahnutí primeranej
veºkosti sme stonkovú ãasÈ klíãencov narezali na cca
5 mm rezky, ktoré sme pouÏili na odvodenie kalusu.
Tvorbu kalusov sme indukovali kultiváciou na MS pôde
obohatenej o kinetín (0,3 mg.l-1) a kyselinu α-naftyloc-
tovú (2,0 mg.l-1).

Suspenzné kultúry sme pripravili z kalusov˘ch kultúr,
ktoré sme za aseptick˘ch podmienok preniesli do Erlen-
mayerovych baniek s 50 ml tekutej Ïivnej MS pôdy
s kinetínom a kyselinou α-naftyloctovou. Kultiváciu sme
realizovali za stáleho premie‰avania na rotaãnej trepaãke
(150 kmitov.min-1), pri teplote 24–26 °C, relatívnej vlh-
kosti 75–80 % a difúznom osvetlení. PasáÏovanie sme
vykonávali po troch t˘ÏdÀoch kultivácie.

Elicitácia suspenzn˘ch kultúr dusiãnanom
strieborn˘m a chloridom kademnat˘m

Na elicitáciu sme pouÏili suspenzné kultúry v 14. dni
subkultivácie (7. pasáÏ od prevodu na suspenznú kultú-
ru). Dusiãnan strieborn˘ sme pouÏili vo v˘sledn˘ch kon-
centráciách Ag1 = 0,015 mmol.l-1; Ag2 = 0,075 mmol.l-1

a Ag3 = 0,150 mmol.l-1. Chlorid kademnat˘ sme pouÏili
v koncentráciách Cd1 = 2 mmol.l-1; Cd2 = 4 mmol.l-1

a Cd3 = 8 mmol.l-1. Po 48 h od pridania elicitorov sme
filtráciou oddelili samotnú ãerstvú hmotu kultúry a Ïivnú
pôdu. Z kaÏdej kultúry sme 1 g pouÏili na prípravu su‰i-
ny.

Stanovenie obsahu sanguinarínu
Sanguinarín sme zo suspenzn˘ch kultúr a Ïivn˘ch pôd

izolovali a identifikovali postupom podºa Bilkovej
a kol.11). Kvantitatívne stanovenie sanguinarínu spektro -
fluorimetrickou metódou sme uskutoãnili podºa BalaÏo-
vej a kol.12). MnoÏstvo vyprodukovaného sanguinarínu
sme prepoãítali na 1 g su‰iny, resp. sanguinarín uvoºne-
n˘ do prostredia sme vztiahli na cel˘ objem prefiltrova-
nej Ïivnej pôdy.

Príprava vzoriek na stanovenie aktivity 
polyfenoloxidázy (PPO)

Zo suspenzn˘ch kultúr sme odobrali vzorky o objeme
cca 5 ml. Po krátkej centrifugácii (1000 g; 2 min)
a odobratí supernatantu (Ïivná pôda) sme usadené bun-
ky zhomogenizovali v trecej miske v prítomnosti 2,5 ml
fosforeãnanového tlmivého roztoku (50 mmol.l-1; pH
6,5) s prídavkom 1% Tritonu X-100. Po prenesení
homogenátu do skúmavky sme vzorku opakovane zmra-
zili (–20 °C) a rozmrazili a vystavili na 30 s pôsobeniu
ultrazvuku. Supernatant, získan˘ po 15 min centrifugá-
cii pri 12 000g (4 °C), sme pouÏili ako hrub˘ enz˘mov˘
roztok.

Stanovenie aktivity polyfenoloxidázy
Aktivitu PPO sme vo vzorkách stanovili spektrofoto-

metricky pri 475 nm. Substráty (dopamín, dihydroxyfe-
nylalanín, pyrokatechol, tyrozín, tyramín) sme pouÏili
v koncentrácii 2 mmol.l-1. Jednotku enz˘movej aktivity
(1 U) sme definovali ako zmenu absorbancie o 1,0 za
min13, 14). Michaelisove kon‰tanty sme stanovili podºa
Lineweavera a Burka15) za pouÏitia substrátov v rozsahu
koncentrácií od 0,5 do 10 mmol.l-1. ·pecifické aktivity
sme vypoãítali po stanovení bielkovín podºa Bradfordo-
vej16).

Purifikácia polyfenoloxidázy
Na purifikáciu PPO sme pouÏili iónov˘mennú chro-

matografiu. Na stæpec DEAE-sefarózy (12 cm × priemer
15 mm) sme naniesli 2 ml hrubého enz˘mového roztoku,
získaného po zlúãení enz˘mov˘ch roztokov, priprave-
n˘ch z kontroln˘ch vzoriek. Po vsiaknutí vzorky sme
stæpec prem˘vali fosforeãnanov˘mi tlmiv˘mi roztokmi
(50 mmol.l-1; pH 6,5; r˘chlosÈ prietoku cca 25 ml.h-1)
s postupne sa zvy‰ujúcimi koncentráciami NaCl (0; 0,25;
0,5; 0,75 a 1 mmol.l-1). PrítomnosÈ bielkovín
v zachyten˘ch frakciách sme monitorovali meraním
absorbancie pri 280 nm.

V˘sledky a diskusia

Stimulácia biotick˘mi elicitormi (najãastej‰ie hydro-
lyzátmi fytopatogénnych húb) vedie k v˘raznému zv˘‰e-
niu tvorby sekundárnych metabolitov, tvoren˘ch danou
rastlinnou in vitro kultúrou. Príprava biotického elicitora
je v‰ak pomerne komplikovaná a ãasovo nároãná 5, 12).
Preto sme v tejto práci otestovali moÏnosÈ zv˘‰enia pro-
dukcie sanguinarínu kultúrami slncovky kalifornskej
pouÏitím dvoch anorganick˘ch solí, dusiãnanu striebor-
ného a chloridu kademnatého. Tieto abiotické elicitory
sme pouÏili v podobn˘ch koncentráciách, ako TÛmová
a Polívková17), ktoré AgNO3 pouÏili na zv˘‰enie produk-
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cie flavonoidov kultúrou Ononis arvensis; resp. Siatka
a kol. CdCl2 na stimuláciu tvorby kumarínov
v suspenznej kultúre Angelica archangelica18). Dusiãnan
strieborn˘ a chlorid kademnat˘ sme pridali
k suspenzn˘m kultúram v 14. deÀ subkultivácie. MnoÏ-
stvo sanguinarínu sme v kultúrach stanovili 48 h po pri-
daní elicitorov, kedy podºa prác11) a19) hladiny sanguina-
rínu v elicitovan˘ch kultúrach kulminujú. Produkciu
sanguinarínu sme prepoãítali na 1 g su‰iny (obr. 1), pri-
ãom priemerné mnoÏstvo su‰iny, získané v skupine ne -
elicitovan˘ch kultúr bolo 0,533 ± 0,076 g; v skupinách
Ag1 aÏ Ag3 0,545 ± 0,089 g; 0,492 ± 0,094 g a 0,487 ±
0,097 g; v skupinách Cd1 aÏ Cd3 0,451 ± 0,041 g; 0,447
± 0,074 g a 0,433 ± 0,081 g. MnoÏstvo su‰iny získané
v kultúrach elicitovan˘ch chloridom kademnat˘m sa zdá
byÈ niÏ‰ie v porovnaní s ostatn˘mi skupinami, av‰ak po
vyhodnotení Studentovym nepárov˘m t-testom
v programe STABEX/EXCEL sa tento rozdiel ukázal
nesignifikantn˘m. Znamená to, Ïe kultúry slncovky kali-
fornskej sú pomerne odolné voãi toxickému pôsobeniu
kademnat˘ch iónov – u suspenznej kultúry Angelica
archangelica Siatka a spol.18) pozorovali pokles ãerstvej
i suchej hmotnosti uÏ pri koncentrácii 50 μmol.l-1. 

Obidva testované elicitory spôsobili v˘razné zv˘‰enie
syntézy sanguinarínu – vo vy‰‰ích koncentráciách bol ten-
to nárast u oboch látok vy‰e päÈnásobn˘ (obr. 1). Chlorid
kademnat˘ bol v koncentrácii 1 mmol.l-1 pouÏit˘ na elici-
táciu suspenznej kultúry maku siateho, av‰ak tvorba san-
guinarínu sa zv˘‰ila iba 2,3-násobne20). Ukázalo sa teda,
Ïe ani pouÏitie ‰tvor- a osemnásobne vy‰‰ej koncentrácie
CdCl2 nemá toxick˘ úãinok na suspenzné kultúry, ão
dokumentuje aj získané mnoÏstvo su‰iny, ktoré sa signifi-
kantne nelí‰i od neelicitovan˘ch kultúr, ako aj mnoÏstvo
sanguinarínu, uvoºneného do média (v kontroln˘ch vzor-
kách 4,60 ± 0,32 μg; vo vzorkách Cd2 a Cd3 4,71 ±
0,51 μg, resp. 4,78 ± 0,49). Zv˘‰ené uvoºÀovanie sangui-
narínu do média by naznaãovalo zmeny v permeabilite
membrán, resp. vo fyziológii bunkov˘ch kultúr. PouÏitie

elicitorov v koncentráciách Ag3 a Cd3 uÏ nevedie
k zv˘‰eniu produkcie sanguinarínu v porovnaní
s koncentráciami Ag2 a Cd2, skôr naznaãuje mierny
pokles, ão môÏe znamenaÈ, Ïe biosyntetická dráha je satu-
rovaná a ìal‰ie zvy‰ovanie koncentrácie elicitora
z hºadiska zv˘‰enia produkcie sanguinarínu nemá zmysel.

Slncovka kalifornská je rastlinou, ktorá sa vyuÏíva aj
pri ‰túdiu enz˘mov, zapojen˘ch do biosyntézy benzyli-
zochinolínov˘ch, resp. benzofenantridínov˘ch alkaloi-
dov. V roku 2000 Villegas a kol.19) publikovali prácu,
v ktorej bola sledovaná korelácia medzi zv˘ ‰e nou tvor-
bou benzo fenan tridínov˘ch alkaloidov a zv˘ ‰e nou akti -
vitou tyrozíndekarboxylázy v kultúrach, eli  ci tovan˘ch
vanadiãnanom sodn˘m. Elicitáciou indukované zv˘‰e-
nie aktivity, resp. expresie pozorovali Hwa-Young
a kol.21) aj u ìal‰ích enz˘mov, zapojen˘ch do tvorby
benzylizochinolínov. Jedná sa konkrétne o (S)-norkok-
laurín-6-O-methyltransferázu, (S)-koklaurín-N-methyl -
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Obr. 1. Obsah sanguinarínu v sušine suspenzných kultúr sln-
covky kalifornskej K = neelicitované vzorky; Ag = vzorky elici-
tované dusičnanom strieborným vo výsledných koncentrá -
ciách: Ag1 = 0,015 mmol.l-1; Ag2 = 0,075 mmol.l-1 a Ag3 =
0,150 mmol.l-1. Cd = vzorky elicitované chloridom kademna-
tým vo výsledných koncentráciách Cd1 = 2 mmol.l-1; Cd2 =
4 mmol.l-1 a Cd3 = 8 mmol.l-1. (Hodnoty sú priemery ± štan-
dardné odchýlky z piatich paralelných vzoriek.) 
Štatistické vyhodnotenie v porovnaní s kontrolnými vzorkami:
* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

K Ag1 Ag2 Ag3 Cd1 Cd2 Cd3 K

0 h 24 h 48 h

Ag1 Ag2 Ag3 Cd1 Cd2 Cd3 K Ag1 Ag2 Ag3 Cd1 Cd2 Cd3

U
.m

g-1

Obr. 2: Vplyv abiotickej elicitácie na špecifickú aktivitu polyfenoloxidázy
Vzorky boli odobraté pred pridaním elicitorov (čas 0) a v časoch 24 h a 48 h po pridaní elicitorov. K = neelicitované vzorky;
Ag = vzorky elicitované dusičnanom strieborným vo výsledných koncentráciách: Ag1 = 0,015 mmol.l-1; Ag2 = 0,075 mmol.l-1

a Ag3 = 0,150 mmol.l-1. Cd = vzorky elicitované chloridom kademnatým vo výsledných koncentráciách Cd1 = 2 mmol.l-1;
Cd2 = 4 mmol.l-1 a Cd3 = 8 mmol.l-1. Substrát: dopamín vo výslednej koncentrácii 2 mmol.l-1. (Hodnoty sú priemery ± štandard-
né odchýlky z piatich paralelných vzoriek).
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transferázu,     3´-hydroxy-(S)-
N-met hyl koklaurín-4´-O-met-
hyltransferázu, berberín-pre-
mosÈujúci enz˘m a di hydro -
benzofenan tr idínoxidázu.
V na‰ej práci sme sa zamerali
na sledovanie aktivity polyfe-
noloxidázy. V‰eobecne sú
rastlinné polyfenoloxidázy
povaÏované za enz˘my, zapo-
jené do obrann˘ch mechaniz-
mov. V intaktn˘ch rastlinách
sú zodpovedné napr. za zacele-
nie rán – po poranení rastliny
sa polyfenoloxidáza lokalizo-
vaná v chloroplastoch dostane
do kontaktu so substrátmi
lokalizovan˘mi vo vakuolách.
Tento kontakt umoÏÀuje vznik
polyfenolov a od nich odvode-
n˘ch chinónov, ktoré sa spolu-
podieºajú na zacelení rany
a zabránení vzniku sekundár-
nych infekcií22). U rastlín, ktoré produkujú benzylizo-
chinolínové alkaloidy, je polyfenoloxidáza pravdepo-
dobne zapojená do premeny tyramínu na dopamín.
Zatiaº nebol identifikovan˘ ‰pecifick˘ enz˘m, ktor˘ by
katalyzoval túto reakciu. Dopamín ako aminokonden-
zaãná jednotka následne reaguje so 4-hydroxyfenylace-
taldehydom za tvorby norkoklaurínu, ktor˘ je prv˘m
medziproduktom s benzylizochinolínovou ‰truktúrou23).
Kultúry slncovky kalifornskej zareagovali na oba testo-
vané stresory zv˘‰ením aktivity polyfenoloxidázy (obr.
2). Pri pouÏití najniÏ‰ích koncentrácií oboch stresorov
(vzorky Ag1 a Cd1) sme v 24. h pozorovali zv˘‰enie
‰pecifickej aktivity o 37 %, resp. 44 %; v 48. h je nazna-
ãen˘ mierny nárast o ìal‰ie 3 %, resp. 7 %, av‰ak po ‰ta-
tistickom vyhodnotení sa tieto zv˘‰enia ukázali ako
nesignifikantné. PouÏitie stresorov vo vy‰‰ích koncent-
ráciách malo za následok v˘razné zv˘‰enie ‰pecifick˘ch
aktivít PPO v oboch sledovan˘ch ãasoch. Maximálny
nárast aktivity sme zaznamenali vo vzorkách Ag2. Po
48 h pôsobenia stresora do‰lo k zv˘‰eniu aktivity opro-
ti ãasu 0 o 137 %. Toto zv˘‰enie aktivity pravdepodob-
ne predstavuje hranicu, po ktorú je moÏné aktivitu PPO
abiotickou elicitáciou zv˘‰iÈ, pretoÏe pri najvy‰‰ích
koncentráciách oboch stresorov sme nezaznamenali
vy‰‰ie aktivity PPO.

Iónov˘mennou chromatografiou (obr. 3) sme
v najpreãistenej‰ej frakcii dosiahli 42-násobné zv˘‰enie
‰pecifickej aktivity PPO (z 0,54 U.mg-1 bielkovín
v hrubom homogenáte na 22,7 U.mg-1 vo frakcii ã. 29).
Preãistenú PPO sme pouÏili na ‰túdium substrátovej ‰pe-
cifity. Ak aktivitu PPO 22,7 U.mg-1 so substrátom dopa-
mínom povaÏujeme za 100%, aktivita s dihydro -
xyfenylalanínom (14,5 U.mg-1) predstavuje 64 %,
s pyrokatecholom (12,9 U.mg-1) 57 % a s tyramínom
(3,2 U.mg-1) 14%. Aktivita PPO s tyrozínom bola veºmi
nízka (0,35 U.mg-1) a predstavovala zhruba 1,5 % aktivi-
ty s dopamínom. Michaelisove kon‰tanty, vypoãítané
podºa Lineweavera a Burka klesali v tomto poradí: pyro-
katechol 15,8 mmol.l-1, tyrozín 14,2 mmol.l-1, dihydro-

xyfenylalanín 12,6 mmol.l-1, tyramín 9,8 mmol.l-1, dopa-
mín 9,4 mmol.l-1. 

Stret záujmov: Ïiadny.
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