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SOUHRN
Explantatova kultura Trifolium pratense L.

Perspektivnim zdrojem flavonoidi a isoflavonoidii s fytoestrogenni aktivitou se jevi jetel lu¢ni. Z kli¢ni rostli-
ny Ctyf raznych odrad Trifolium pratense L. byla odvozena kalusové a suspenzni kultura. Pro kultivaci je opti-
malni Zivné médium podle Gamborga s pfidavkem 2 mg.l""' 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2 mg.l"' 6-ben-
zylaminopurinu. Na zdkladé rastové a produkéni charakteristiky byl stanoven u kalusové kultury subkultiva¢ni
interval 29 az 43 dni, u suspenzni kultury subkultiva¢ni interval 16 aZ 23 dni. Pomoci TLC a HPLC bylo zji§té-
no, Ze explantatova kultura Trifolium pratense L. obsahuje isoflavonoid formononetin.

Klic¢ova slova: Trifolium pratense L. — odvozeni kalusové a suspenzni kultury — ristovd a produk¢ni
charakteristika — flavonoidy a isoflavonoidy
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SUMMARY
Explant Culture of Trifolium pratense L.

The red cloverl seems to be a prospective source of flavonoids and isoflavonoids with phytoestrogenic activity.
Young seedlings of four different varieties of Trifolium pratense L. were employed to derive callus and suspensi-
on cultures. The optimal medium for cultivation is Gamborg’s cultivating medium with an addition of 2 mg.I"!
of 2,4-dichlorphenoxyacetic acid and 2 mg.l"' of 6-benzylaminopurine. On the basis of growth and production
characteristics, subcultivating intervals of 29 to 43 days in callus culture and 16 to 23 days in suspension culture
were determined. TLC and HPLC revealed that the explant culture of Trifolium pratense L. contains the isofla-
vonoid formononetin.

Key words: Trifolium pratense L. — derivation of callus and suspension cultures — growth and production
characteristics — flavonoids and isoflavonoids
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Kultivaci rostlinnych tkani a bunék v podminkéch in
vitro je vénovana v poslednich letech stile vétsi pozor-
nost. Vyuziti explantatovych kultur jako zdroje dilezi-
tych rostlinnych metabolitd nejen pro farmacii, ale i pro
potravinarstvi, kosmetiku a zemé&délstvi se jevi jako vel-
mi perspektivni. Zfejmy je stoupajici zajem také o pro-
dukci flavonoidl a isoflavonoidil rostlinnymi explanta-
ty, coZ souvisi s Sirokym spektrem biologickych tc¢inkt
téchto sekundarnich metaboliti 9.

Velmi nadéjnym zdrojem flavonoid a isoflavonoidd je
jetel luéni (Trifolium pratense L., Fabaceae), k jehoz dal-
Sim obsahovym latkdm patii napf. tfisloviny, kumariny,
saponiny, kyanogenni glykosidy, fenolické glykosidy.
Z hlediska potencidlniho vyuziti jako 1éCiv se jevi nejzaji-
mavejsi skupinou latek isoflavonoidy s fytoestrogenni akti-
vitou (formononetin, biochanin A, daidzein a genistein) 7.
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Cilem prace bylo odvodit kalusovou a suspenzni
kulturu z kli¢ni rostliny rlznych odrdd Trifolium pra-
tense L., optimalizovat Zivné médium a na zdkladé
rustové a produkcni charakteristiky stanovit vhodny
subkultivaéni interval.

POKUSNA CAST

Pristroje

Analytické vdhy A 200S, Sartorius, Gottingen; autoklav
PS 20A, Chirana, Brno; horkovzdu$ny sterilizator HS 31A,
Chirana, Brno; box s laminarnim proudénim Fatran LF, Zili-
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na; roler, Vyvojové dilny AV CR, Praha; tfepacka Unimax
2010, Heidolph; UV-lampa CAMAG, Muttenz; spektrofoto-
metr CE 1010, Cecil Instruments, Cambridge; kapalinovy
chromatograf Unicam Crystal, Cambridge; kolona LiChros-
per RP-18 s pfedkolonkou, Merck, Darmstadt.

Rostlinny materidl

K odvozeni kalusové kultury byla pouzita semena rtiznych
odrid (DO-8, DO-9, Tempus a Sprint) jetele lu¢niho (7rifo-
lium pratense L., Fabaceae), ziskana ze Slechtitelské stanice
Domoradice.

Semena byla chemicky sterilizovdna nejprve ponofenim na 3
minuty do 70% lihu, ddle ponofenim na 2 minuty do 10% vod-
ného roztoku chloraminu a nakonec vloZenim na 10 minut do 2%
roztoku chloraminu. Mezi kazdou ldzni byla semena dukladné
oplachnuta sterilni vodou. Vysterilizovand semena byla vyséva-
na na mustky z filtracniho papiru do Erlenmeyerovych banék
obsahujicich 30,0 ml sterilniho Zivného média podle Murashige-
ho a Skooga (MS) ® nebo podle Gamborga (B5) ® (podminky
sterilizace: 15 minut pfi 121 °C a tlaku péary 0,1 MPa). Po tydnu
kultivace pri teploté 25 °C a svételné periodé 16 hodin svétlo/8
hodin tma byly ziskany sterilni kli¢ni rostliny.

Odvozeni kalusové kultury

Kalusovd kultura byla odvozena ze sterilni kli¢ni rostliny
na MS a B5 médiu pii teploté 25 °C a svételné periodé 16
hodin svétlo/8 hodin tma (subkultivacni interval 21 dni).

K témto médiim byly pridavany rastové stimulatory kyse-
lina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), kyselina a-naftylocto-
vd (NAA); 6-benzylaminopurin (BA) a kinetin v koncentra-
cich 0,05-10 mg.l"! (stimuldtory byly zkouSeny samostatné
i vzajemné zkombinované).

Odvozeni suspenzni kultury

Suspenzni kultura byla odvozena z rozpadavé kalusové
kultury mechanickym rozvolnénim na tfepacce a nésledné
kultivovdna na pomalobéZzném roleru za stejnych podminek
jako kultura kalusova (subkultiva¢ni interval 14 dni).

Stanoveni ristové a produkéni charakteristiky

Byla pouzita kalusova a suspenzni kultura Trifolium pra-
tense L. (odrada DO-8) kultivovand na B5 médiu s pridav-
kem 2,4-D (2 mg.I'") a BA (2 mg.I"") pfi teploté 25 °C a své-
telné periodé 16 hodin svétlo/8 hodin tma. Dynamika rastu
vyjadfend hmotnosti ¢erstvych bunék a produkce flavonoida
stanovend metodou dle CL 2002 ' byla sledovdna u kaluso-
vé kultury v 20. pasdzi (odbéry v sedmidennim intervalu po
dobu 50 dni) a u suspenzni kultury v 7. pasazi (odbéry stii-
davé ve tfi- a ¢tyfdennim intervalu po dobu 30 dni).

Tenkovrstvd a kapalinovd chromatografie

Methanolové extrakty explantatovych kultur odvozenych
ze vSech sledovanych odrid Trifolium pratense L. byly
pomoci TLC a HPLC zkouseny na pfitomnost isoflavo-
noida '".

VYSLEDKY A DISKUZE

Rast rostlinnych kultur in vitro a produkce sekun-
darnich metabolitd témito kulturami jsou ovliviiovany
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celou fadou faktort. Proto je nutné nejprve experimen-
talné urcit u kazdé konkrétni kultury optimalni pod-
minky kultivace, zejména stanovit ristovou a produk¢-
ni charakteristiku s ohledem na vhodnou délku
kultivace. Nezbytné je také najit vhodné Zivné mé-
dium, které by soucasné zarucovalo dobrou produkci
zadanych sekundédrnich metabolitd a rychly kontinual-
ni rast kalusu, ktery by byl schopny pirevedeni na
homogenni suspenzi.

Jednu z vyznamnych slozek Zivného média u rostlin-
nych explantatovych kultur predstavuji riistové regulato-
ry. Proto byla nejprve vyzkousSena fada stimulatort
v rozmezi koncentraci obvykle pouzivanych pfi kultiva-
ci explantatovych kultur a v koncentracich, které vycha-
zely z publikovanych udajua '>'®, s cilem najit optimalni
rastovy stimulator. Tvorbu kalusu iniciovaly pfedevsim
nasledujici mnoZzstvi auxinl a cytokinint pfidavané na 1
litr zdkladniho média: 10 mg NAA; 10 mg NAA+1 mg
BA; 2 mg NAA+2 mg 2,4-D+2 mg kinetin; 0,5 mg
NAA+1,25 mg 2,4-D+0,5 mg kinetin; 0,05 mg
NAA+0,5 mg kinetin; 5 mg 2,4-D+1 mg NAA; 3 mg
2,4 D; 2 mg 2,4-D+2 mg BA; 5 mg 2,4-D+ 2 mg BA.

Na zéakladé vSech pozorovani je mozné uvést, Ze pro
kultivaci explantatové kultury Trifolium pratense L. je
optimalni zZivné médium podle Gamborga s pridavkem
2 mg.1"! 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny a 2 mg.l!
6-benzylaminopurinu. K tvorbé kalusu doslo po péti az
sedmi dnech kultivace kli¢ni rostliny. Kalusy byly vét-
Sinou svétle zluté, kiehké, vykazovaly uspokojivy rist
bez tendence k morfogenezi. Stabilni a homogenni
rostlinny material byl ziskdn aZ po jednom roce pravi-
delného pasazovani pii dodrZovani konstantnich pod-
minek kultivace (teplota, osvétleni, sloZeni zZivné pudy,
frekvence pasaZovani). Mezi jednotlivymi kalusovymi
kulturami odvozenymi od rGznych odrid Trifolium
pratense L. (DO-8, DO-9, Tempus a Sprint) nebyly
zjistény patrné rozdily v charakteru kalusa.

Od jednoleté kalusové kultury Trifolium pratense L.
odridy DO-8 (20. pasaz), ktera vykazovala nejlepsi
zivotaschopnost a tak poskytla dostatek homogenniho
materidlu, byla odvozena suspenzni kultura. U této
kalusové a suspenzni kultury byly stanoveny rastové
a produk¢ni charakteristiky.

Z charakteru rastové kiivky kalusové kultury (obr.
1) vyplyva, Ze po lag fazi (tj. asi do 15. dne kultivace)
nasleduje dlouhd exponencidlni fize, pficemZ maxima
rustu je dosazeno az ve 43. dni kultivace, po kterém
dochazi pravdépodobné v disledku postupného vycer-
pani Zivin a hromadéni metabolickych produkti
k poklesu rychlosti rastu. Obsah flavonoidt az do 22.
dne kultivace nejprve klesal, coz lze vysvétlit tim, Ze
v pocateéni ristové fazi kultury se v burikach neusku-
teéiiuje syntéza novych metaboliti a ristem biomasy
kultury dochdzi v rostoucim kalusu zfejmé k fedéni
obsahovych latek. Maximalni obsah flavonoidi byl
zjistén v 29. dni kultivace (0,091 %). V nasledujicich
dnech kultivace doslo k poklesu produkce, pravdépo-
dobné v dusledku intenzivnéjsiho ristu kultury mezi
29. a 43. dnem kultivace. Na zaklad¢ téchto vysledkt
je mozné doporucit pro kalusovou kulturu Trifolium
pratense L. subkultivacni interval 29 az 43 dni.
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hmotnost bunék (g)

v pocatecni fazi kultivace nejprve kle-
sl. Prvni maximum produkce bylo
zjisténo v 16. dni kultivace (0,099 %),
kdy rast suspenzni kultury nebyl jesté
intenzivni, v ndsledujicich dnech kul-
tivace v diasledku intenzivniho rlistu
kultury doSlo k poklesu produkce
a druhé maximum bylo zaznamenédno
v 30. dni kultivace (0,100 %), kdy

obsah flavonoidd (%)

doba kultivace (dny)

- -e- -hmotnost bunék ——obsah flavonoidu

Obr: 1. Rustovd a produkéni kiivka kalusové kultury Trifolium pratense L.
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0 kultura jiz prestala rdst, a proto byla
suspenze pirepasidzovana do Cerstvého
média. Na zakladé zjisténych vysled-
k@ je mozné doporucit pro suspenzni
kulturu Trifolium pratense L. subkul-
tivacni interval 16 az 23 dni.

Vztah mezi ristem explantatovych
kultur a sekundarnim metabolizmem

hmotnost bunék (g)

neni presné vymezen, vétSinou vSak
existuje nepfima zavislost mezi rych-
losti r@stu a akumulaci sekundarnich
metabolitd, podobné jako u nami sle-
dované explantatové kultury Trifolium
pratense L. Tento poznatek naznacuje
urcity antagonizmus primarniho
a sekundarniho metabolizmu, coZ na
molekularni drovni pfedstavuje roz-
0 dilné vyuZzivani spole¢nych prekurzo-

obsah flavonoidti (%)
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Obr. 2. Rustovd a produkéni kiivka suspenzni kultury Trifolium pratense L.

Obsah flavonoida ve 29. dni kultivace, tedy ve dni,
kdy byla zjisténa maximalni produkce u kalusové kul-
tury odvozené z odridy DO-8, byl sledovan také
v kalusovych kulturach odvozenych z dalSich odriad
Trifolium pratense L. Obsahy v jednotlivych kulturach
byly nasledujici: odrdda DO-9 0,075 %, Tempus
0,079 % a odrada Sprint 0,122 %. Z uvedeného vyply-
va, Ze kalusova kultura odvozend z odridy Sprint
vykazovala, podobné jako u intaktni rostliny odrady
Sprint 'V, nejvyssi produkci flavonoidd, a proto z ni
bude odvozena suspenzni kultura.

Z charakteru rastové a produké¢ni kiivky suspenzni
kultury Trifolium pratense L. (obr. 2.) je zfejmé, Ze
bunécné suspenze roste rychleji nez kalusy. Exponen-
cidlni faze probiha do 23. dne kultivace, kdy bylo dosa-
Zeno maximalniho rastu kultury, poté nasleduje kratka
faze stacionarni a k poklesu rastu dochdzi od 26. dne
kultivace. VEtsi rychlost riastu lze vysvétlit pfimym
kontaktem buné€k s Zivnym médiem, coz zarucuje snad-
né&jsi pristup Zivin a vyménu dychacich plynt. Z toho
divodu byvaji bunééné suspenzni kultury také fyziolo-
gicky jednotnéjs$i a jsou nejvice vyuZivany ke studiu
produkce sekundarnich metabolitl, indukce enzymu
atd. . Pokud jde o produkci flavonoidi suspenzni
kulturou Trifolium pratense L., potvrdilo se, Ze v rych-
le rostoucich rozpadavych suspenznich kulturdch se
akumuluje malé mnoZstvi sekundirnich metaboliti.
Podobné jako u kalusové kultury obsah flavonoida
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—— obsah flavonoidd

30 ra 9.

Vedle sledovani riistu a produkce
flavonoidi bylo déle zkouSeno, zda
a v jakém mnoZstvi jsou noveé odvoze-
né explantitové kultury Trifolium
pratense L. schopny produkovat iso-
flavonoidy. Pomoci TLC a HPLC !V bylo zjisténo, Ze
vSechny kultury obsahuji 0,01-0,02 % isoflavonoidu
formononetinu. Explantatova kultura Trifolium praten-
se L. je tedy schopna produkovat v malém mnoZstvi
isoflavonoidy a mohla by byt proto dobrym experi-
mentdlnim systémem pro dal$i studie metabolizmu
téchto vyznamnych piirodnich latek.

Tato prace vznikla za finan¢ni podpory Vyzkumného zaméru
MSM 0021620822.

LITERATURA

1. Luczkiewicz, M., Gléd, D.: Plant Sci., 2003; 165,
1101.

Thiem, B.: Plant Sci., 2003; 165, 1123.

Lozovaya, V. V. et al.: Plant Physiol. Biochem., 2004;
42, 671.

Federici, E. et al.: Phytochemistry, 2003; 64, 717.

Li, W. et al.: Phytochemistry, 2001; 58, 595.
Fedoreyev, K. et al.: Fitoterapia, 2000; 71, 365.

Wu, Q. et al.: J. Chromatogr., 2003; 1016, 195.
Murashige, T., Skoog, F.: Physiol. Plant., 1962; 15, 475.
Gamborg, O. L., Miller, R. A., Ojima, K.: Exp. Cell
Res., 1968; 50, 151.

W

© oo o

—



Farmacie 1-06

18.1.2006 13:47 str. 47

10. Kolektiv autorti: Cesky lékopis 2002. Praha, Grada,
2002, s. 2155.

11. Pizova, R.: Fytochemicky vyzkum nadzemni ¢asti Tri-
folium pratense L. (diplomova prace), Farmaceuticka
fakulta UK, 2004.

12. Poerba, Y. S.: Plant Physiol., 1997; 57, 5399.

13. Pederson, G. A.: Plant Sci., 1986; 45, 101.

14. Wang, H., Holl, F. B.: Plant Sci., 1988; 55, 159.

15. Bond, J. E., Webb, K. J.: Plant Sci., 1989; 61, 119.

16. Mizuhiro, M. et al.: Plant Sci., 2001; 160, 1221.

17. Beach, K. H., Smith, R. R.: Plant Sci. Lett., 1979; 16,
231.

—o—

18. Matkowski, A.: J. Plant Physiol., 2004; 161, 343.
19. Kovagé, J.: Explantatové kultury rostlin, Olomouc,
Univerzita Palackého, 1995, s. 50.

Doslo 3. 8. 2005.
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PharmDr. Marie Kasparovd, Ph.D.
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
e-mail: kasparo@faf.cuni.cz

® 37. mezinarodni kongres
z déjin farmacie

International Society for the History of Pharmacy (ISHP), jejimiz
¢leny od lotiského roku je i Sekce dé&jin farmacie CFS, usporddala
22.-25. ¢ervna 2005 ve spolupréci s Britskou Spole¢nosti pro histo-
rii farmacie (Britisch Society for the History of Pharmacy — BSHP)
37. mezinarodni kongres z déjin farmacie.

Tématem letosniho setkani, které probihalo na pidé univerzity ve sta-
robylém Edinburgu, byli ,Lidé a mista “. Zicastnilo se ho 268 delegati
7 33 zemi svéta (kromé jinych i z Japonska, Nového Zélandu a Austrilie).

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE
Roénik LV - Cislo 1 — LEDEN 2006

Za nasi sekci se kongresu aktivné zacastnili PharmDr. Martina
Lisa, Ph.D a Mgr. A. Nedopil velkoploinym barevnym posterem o Ces-
kém farmaceutickém muzeu v Kuksu ve vychodnich Cechach a Phar-
mDr.Lucie Nedopilova pfednaskou na téma II. mezinarodni farmaceu-
tickd vystava v Praze v roce 1896.

Celkem na kongresu zaznélo 137 piednasek a bylo predstaveno 13
postert.

Diky osobnim kontaktim s ucastniky kongresu bude mozné dile
prohlubovat vzdjemnou vyménu informaci s dal§imi historiky farma-
cie, lékarniky a pfiznivci déjin farmacie.

Dalsi kongres je planovan na rok 2007 do Barcelony a jeho téma by
mélo byt ,Lidé a mote*.

M. Lisa
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