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SOUHRN

Vliv AgNO, na produkci flavonoidta kulturou Ononis arvensis L. in vitro

Byl testovan vliv abiotického elicitoru — AgNO, v riiznych koncentracich na produkci flavonoidi v kalusové kul-
tufe Ononis arvensis L. Pouziti tohoto abiotického elicitoru se osvédcilo pro zvySeni produkce flavonoidu v kul-
tufe in vitro. Maximélni produkce bylo dosaZeno po 24 hodinové elicitaci AgNO, v koncentraci ¢, (0,5 mg/l) -
zvySeni 0 934 % oproti kontrole (bez pisobeni elicitoru).
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SUMMARY
Effect of AgNO, on the Production of Flavonoids by the Culture of Ononis arvensis L. in vitro
The study tested the effect of abiotic elicitor, AgNO,, in different concentrations, on the production of flavonoids

in the callus culture Ononis arvensis L. The use of this abiotic elicitor proved to be good to increase the produc-
tion of flavonoids in in vitro culture. The maximal production was achieved after a 24-hour elicitation with AgNO,

in a concentration ¢, (0.5 mg/l) — an increase by 934 % versus the control (without the elicitor’s action).
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Sekundarni metabolity hraji vyznamnou roli pfi adapta-
ci rostlin na podminky prostfedi a zaroven predstavuji
dulezity zdroj 1é¢iv V. V Fadé pipadi je pfi vyrobé 1é¢iv
vyhodné vychézet pfimo z rostlinného materialu, nékdy je
to dokonce jediny moZzny zpdsob (syntetickd vyroba je
bud zcela vyloucena, nebo je ekonomicky nevyhodna).
Sbér divoce rostoucich rostlin i jejich péstovani je sezonni
zalezitosti, jejiZ vysledek zavisi na mnoha Cinitelich a ne-
Ize jej dale zvySovat. Diky rozvoji biotechnologickych véd
jsou dalSim moznym zdrojem 1éCiv kultury rostlinnych
explantatt 2.

Problémem in vitro kultur je velmi nizk4 nebo nulo-
va koncentrace poZadovanych metabolitl. Nizké
vytéZzKky souvisi se sniZenim nebo zablokovanim enzy-
mové aktivity a ndsledné i metabolizmu. Jednim
z efektivnich zptsobu jak zvysit produkci sekundar-
nich metabolitd v rostlinnych tkédnich je vyuziti meto-
dy elicitace. Strategie je zaloZena na faktu, Ze akumu-
lace vétSiny sekundarnich latek v rostlindch je soucasti
obrannych mechanizmi vyvolanych bud patogeny,
nebo vlivy prostfedi. Dosavadni poznatky naznacuji,
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Ze se jednd o ekonomicky vyhodny zptisob ziskavani
prirodnich latek, ktery bude v budoucnu nabyvat na
vyznamu ¥,

Experimenty provedené v minulych letech prokazaly,
7e po elicitaci solemi tézkych kovl dochazi ke zvyseni
produkce sekundarnich latek v rostlinnych tkanich.
Napftiklad u kultury Ononis arvensis in vitro bylo pozo-
rovano zvySeni produkce flavonoidi po aplikaci NiCl,,
CoCl,, CrCl,, CuSO, a CdCl, Hg(Cl), *". Také v kalu-
sové kultufe Glycyrrhiza glabra bylo zaznamenano zvy-
Seni obsahu glycyrrhizinu a glycyrrhetinu po elicitaci
CrCl, a Pb(NO,), ®.

V dalSich pokusech byl proto testovéin ucinek AgNO,
jako abiotického elicitoru s cilem zvysit produkci flavo-
noida v kultufe Ononis arvensis L. in vitro.

Ag ionty ve formé Ag, S,0, v koncentracich 15-40 uM
zvySovaly tvorbu diterpenoidt —(tanshionin I, tanshionin
IIA, cryptotanshion) u kultury Salvia miltiorrhiza. Nartst
produkce téchto latek byl dvojnasobny 12. a 22. den ptiso-
beni tohoto elicitoru *.

U Capsicum annuum byl zjiStén pozitivni vliv AgNO,
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na tvorbu haploidnich embryi z prasnikd. Nejvetsi
uspéch byl zjistén u koncentrace 15 mg/l AgNO,. (45,7
embryi na 100 prasniki) '0.

Dusic¢nan stiibrny byl také pouZit u Coffea arabica L.
a Coffea P ex Fr. k somatické embryogenezi. Studie pro-
bihala na MS médiu s obsahem 10-70 uM AgNO, Maxi-
mum embryi bylo ziskano pfi pouziti roztoku dusi¢nanu
stiibrného o koncentraci 40 uM 'V,

U Lagenaria siceraria Standl. byl pozorovan vliv na
regeneraci vyhonku z kotyledonu. Maximalni regeneraci
vykazovala kultivace na MS médiu s pfidavkem 0,5 mg/1
AgNO, .

U suspenzni kultury Sussurea medusa byl testovan
vliv glutathionu a AgNO, na produkei sekundarnich
latek. Pridavek glutathionu ¢i AgNO, zvySil produkci
jaceosidinu a hispidulinu (z 32,01 na 51,25 mg/l
a z 3,11 na 5,13 mg/l). Pfidanim obou latek soucasné
v koncentracich 0,01 a 1,0 mmol/l dosahla produkce
jaceosidinu a hispidulinu hodnot 84,3 a 7,9 mg/l. Pou-
Zitim obou elicitorti soucasné bylo dosazeno lepsich
vysledkd v produkci latek neZ pouzitim kazdého elici-
toru samostatné '¥.

Produkce tropanovych alkaloidd u Brugmansia can-
dida byla ovlivnéna ptisobenim nékterych biotickych
a abiotickych elicitord. Dusi¢nan stfibrny vyznamné
zvysoval uvoliiovani skopolaminu a akumulaci skopo-
laminu a hyoscyaminu, za tento uc¢inek je pravdépo-
dobné& zodpovédny inhibi¢ni efekt AgNO, na ethylen.
CaCl, nemél Zadny efekt na uvolfiovani nebo akumula-
ci alkaloidda, CdCl, pozitivné ovliviioval uvoliovani
alkaloidu '¥.

Tézké kovy mohou indukovat oxidativni stres s nad-
produkci aktivnich forem kysliku, které rychle reaguji
s DNA, lipidy a proteiny zptisobujicimi bunééné posko-
zeni. Aktivni formy kysliku maji snahu se transformo-
vat na vice stabilni chemické formy jako peroxid vodi-
ku, ktery stimuluje obranny systém rostlin 1.

POKUSNA CAST

Chemikdlie

Methenamin, Cisty; aceton, Cisty; kyselina chlorovodikova,
Cista; sfran sodny bezvody, Cisty; chlorid hlinity, ¢isty; kyselina
octova ledova, Cistd; methanol, p.a.; ethyl ester kyseliny octo-
vé, Cisty; dusi¢nan stiibrny, Cisty.

Biologicky materidl

Pro pokusy byla pouZita tkdfiovd kultura odvozena z kote-
nové Casti klicni rostliny Ononis arvensis L. ve 54.-57. pasazi.

Kultivace tkdriové kultury

Pro kultivaci kalusové kultury bylo pouzito médium (MS)
podle Murashigeho a Skooga !¢ s obsahem kyseliny o-naftyl-
octové v koncentraci 10 mg.1"! jako rastovy regulator. Kultiva-
ce kalusové kultury probihala v 100 ml Erlenmayerovych baii-
kéach za teploty 25 °C a osvétleni s 16 hodinovou svételnou
periodou. PasdZovani se provadélo vzdy 25. den kultivace.
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Jako elicitor byl pouzit vodny roztok dusi¢nanu stfibrného
v 5 rliznych koncentracich, a to:

¢, 0,50 mg/l (0,29.10” mol/l); ¢, 5 mg/l (2,94.10° mol/l);
¢, 10 mg/l (5,89.10° mol/l); ¢, 15 mg/l (8,83.10° mol/l)
a ¢y 20 mg/l (11,77. 10 mol/l).

K elicitaci bylo pouZito vzdy 40 banék pro kaZdou
koncentraci elicitoru. Do 30 banék byl pfidan 1 ml roztoku
elicitoru dané koncentrace a 10 banék bylo pouZito jako kon-
trola. Kalusy byly odebirany po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodi-
nach pusobeni elicitoru. Kontrolni kalusy se odebiraly po 24
a 168 hodinach. V ramci kazdého ¢asového intervalu plso-
beni elicitoru véetné kontrol bylo pouZito k odbéru 5 banék.
Kalusy po odbéru byly ususeny za laboratorni teploty, upras-
kovény a byl v nich stanoven obsah flavonoidii dle Ceského
1ékopisu 2002 7.

DISKUZE A ZAVER

Experimentalni prace s abiotickymi elicitory, zejména
se solemi tézkych kovii, UV zafenim a herbicidy, ukaza-
ly, Ze s jejich pouZzitim lze dosahnout zvySené produkce
nékterych sekundarnich metabolita .

Na zakladé provedeni vSech elicitaénich pokusi
s dusi¢nanem stfibrnym lze konstatovat, Ze ke statisticky
vyznamnému zvySeni obsahu flavonoidi doslo po apli-
kaci AgNO, v koncentraci ¢, po 6, 12, 24 a 168 hodinéch.
Pfi poufZiti elicitoru v koncentraci ¢, po 48, 72 a 168
hodinach. Elicitor v koncentraci ¢, zvySoval produkci
flavonoidd po 12, 24, 72 a 168 hodinach; u koncentrace
c, byl zvySen obsah flavonoidd po 6, 12, 24, 48 a 72
hodinach a pfi pouziti elicitoru v nejsilnéjsi koncentraci
cs byl obsah flavonoida zvysen po 6, 12, 24, 48 a 168
hodinach (obr. 1 a 2).

Maximalni narast produkce flavonoidt nastal po 24
hodinové elicitaci AgNO, v koncentraci ¢, (0,5 mg/l) —
zvySeni o 934 % oproti kontrole (obr. 1 a 2), u kon-
centrace ¢, (5 mg/l) maximélni produkce nastala po 48
hodinach elicitace — zvySeni o 760 % (obr. 1 a 2);
u koncentrace c, (10 mg/l) maximalni produkce se pro-
jevila po 72 hodinach — zvySeni o 920 % (obr. 1 a 2);
u koncentrace elicitoru ¢, (15 mg/l) také po 72 hodi-
nach — zvySeni 0 554 % (obr. 1 a 2 ) a u nejsilné;jsi kon-
centrace elicitoru ¢, (20 mg/l) po 6 hodinach pisobeni
elicitoru — zvySeni o 866 % v porovnani s kontrolou
(obr. 1 a 2).

Nejvyssi nardst obsahu flavonoidt tedy nastal po
elicitaci roztokem AgNO, v koncentraci c,
(0,5 mg/l) po 24 hodinéch a sice o 934 % ve srovnani
s kontrolou.

Je zajimavé, Ze maximélni zvySeni produkce flavono-
ida nastalo ve vétSing piipadi po 24 nebo 48 hodinovém
pusobeni elicitoru, coz lze vysvétlit tim, Ze buiiky kultu-
ry in vitro reaguji na pisobenti elicitoru (AgNO,) pomér-
né rychle.

Dusi¢nan stiibrny je vyznamnym elicitorem pro zvy-
Senou produkci flavonoidi v kalusové kultufe Ononis
arvensis L. in vitro. Vyhoda jeho vyuZiti jako zastupce
abiotickych elicitorti spo¢iva v jeho nizsi cené a snadnéj-
§i dostupnosti viici biotickym elicitorim.
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Obr. 1. Obsah flavonoidii (%) v kalusové kulture Ononis arvensis L. v zdavislosti na dobé puisobeni elicitoru
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Obr. 2. Obsah flavonoidit (%) v kalusové kulture Ononis arvensis L. v zavislosti na koncentraci elicitoru

Prace byla vypracovana za finan¢ni podpory vyzkumného zaméru

MS M0021620822.
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