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Uvod

Produkci  sekundarnich  metabolitd v rostlinach
1 v rostlinnych kulturdch in vitro je mozné stimulovat me-
todou elicitace. K elicitaci se pouzivaji latky se signalnim
uéinkem, tzv. elicitory, které pisobi jako stresové faktory
— spousti obrannou odpovéd’ exponovanych bunék. Davaji
podnét k expresi gentl, syntéze enzymdi a timto zplsobem
navozuji zvySeni syntézy fytoalexinl i jinych sekundar-
nich metaboliti a latek podilejicich se na ochrané rostliny
nebo explantatu. Elicitory se rozdéluji na biotické (napf.
mikroorganismy a jejich soucésti, fytohormony) a abiotic-
ké (fyzikalni, napt. zafeni, nebo chemické, napt. tézké
kovy). Dosavadni poznatky naznacuji, ze elicitace predsta-
vuje potencialné ekonomicky vyhodny zpusob ziskavani
pfirodnich latek, ktery mtZe v budoucnosti nabyvat na
vyznamu'~’.

U rostlinnych kultur in vitro jsou v posledni dobé
testovany jako potencialni elicitory také nékteré nové syn-
tetizované chemické latky, napt. alkylsulfanylderivaty py-
ridinu — slibna potencionalni antituberkulotika®. 2-(2-Fluor-
-6-nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-karbothioamid pfipraveny
jako antimykobakteridlni nebo antifungalni sloucenina
inhibuje fotosyntézu v chloroplastech $penatu’. Piisobeni
tohoto syntetického derivatu na rostlinny metabolismus
nas vedlo ke sledovani jeho elicitacniho G¢inku na produk-
ci flavonoidd a isoflavonoidli suspenzni kulturou jetele
luéniho — Trifolium pratense (Fabaceae). Pti elicitaci do-
chazi k posileni transkripce gent fenylpropanového meta-
bolismu, tedy gend kodujicich enzymy (fenylalanin-
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amoniaklyasa, chalkonsyntasa apod.) nezbytné k syntéze
flavonoidi a isoflavonoidl, které jsou fazeny
k nejvyznamnéjsim fytoestrogenim'®™'%,
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Experimentalni ¢ast
Biologicky material

K pokusiim byla pouzita dvouleta suspenzni kultura
odvozena z kli¢ni rostliny Trifolium pratense L. (varieta
Tempus a varieta DO-8, ziskané ze Slechtitelské stanice
Domoradice v Cechéach). Tato kultura (homogenni popula-
ce bunek) byla kultivovana pfi teploté 25 °C a svételné
periodé 16 hodin svétlo/8 hodin tma na roleru (8 ot min™")
v tekutém Zivném médiu podle Gamborga (B5)"
s piidavkem 2 mgl™ 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny
a2 mg "' 6-benzylaminopurinu. Subkultivaéni interval byl
14 dni (cit.").

Elicitace

K elicitaci suspenzni kultury byl pouzit elicitor — 2-(2-
-fluor-6-nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-karbothioamid  (vzo-
rec 1) o koncentracich 1 pmol I, 10 pmol 1" a 100 pmol 1™
rozpustény v 96% ethanolu.

1,00 ml roztoku elicitoru byl pfidavan do kultiva¢niho
média (objem 25 ml) ve 21. dni kultivace kulturym. Ke
kontrolnim kulturdm byl ptidavan 1,0 ml 96% ethanolu.
Délka aplikace elicitoru byla 6, 24, 48 a 168 hodin, potom
byly elicitované kultury sklizeny. Kontrolni kultury byly
sklizeny po 6 a 168 hodinach, nebot’ jejich produkce se
v kratkych cCasovych intervalech vyznamné neméni.
Vsechny sklizené bunky byly oddéleny od média filtraci
za snizeného tlaku, promyty destilovanou vodou a ususeny
za laboratorni teploty. V usuSenych bunkach byl stanoven
obsah flavonoidi a isoflavonoidd.
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Vzorec 1. 2-(2-Fluor-6-nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-karbo-
thioamid
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Stanoveni flavonoida

Flavonoidy byly stanoveny spektrofotometricky dle
Ceského 1ékopisu 2009 po reakci s roztokem kyseliny
borité a kyseliny $tavelové v bezvodé kyseliné mravenci .
Ziskané vysledky byly statisticky vyhodnoceny t-testem
pro minimalné¢ 3 ¢leny souboru a hladinu vyznamnosti o =
0,05.

Stanoveni isoflavonoidu

Ke stanoveni isoflavonoidii byla pouzita vysokouéin-
na kapalinova chromatografie s fluorometrickou detekci'.
Podminky HPLC stanoveni byly nasledujici: kolona
Lichrospher RP-18 (250 x 4 mm, velikost Castic 5 pum)
s predkolonou ze stejného materialu; eluce: linearni gradi-
ent mobilni faze A (methanol) ve fazi B (voda s obsahem
0,15 % kyseliny fosforecné) 30—-80 % od 0 do 9 minut byl
nasledovan isokratickou eluci mobilni fazi ve slozeni 80 %
faze A ve fazi B od 9 do 15 minut; rychlost eluce
1,1 ml min™"; detekce pfi vinové délce 260 nm. Standardy:
genistin, genistein, daidzein, formononetin, biochanin A.
Obsah vsech latek byl kvantifikovan matematickou meto-

Tabulka I
Vliv elicitace na obsah flavonoidi v suspenzni kultute
jetele luc¢niho (varieta Tempus)
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dou normalizace a porovnanim s kalibra¢ni kiivkou vytvo-
fenou pomoci externé méfeného standardu téze latky. Zis-
kané vysledky byly statisticky vyhodnoceny t-testem pro
minimaln¢ 3 c¢leny souboru a hladinu vyznamnosti o =
0,05.

Ptiprava vzorkl: ususené buniky byly po rozmélnéni
v tfeci misce (asi 0,200 g) dvakrat extrahovany 10 ml 80%
methanolu na vodni ldzni pod zpétnym chladiCem
30 minut. Ziskané vyluhy byly spojeny a doplnény ex-
trakéni smési na objem 25,0 ml. Pfiblizn¢ 2,0 ml vyluhu
byly filtrovany ptes mikrofiltr (0,45 pm) do oznacenych
zkumavek a analyzovany metodou HPLC.

Vysledky a diskuse

Synteticky derivat 2-(2-fluor-6-nitrobenzylsulfanyl)
pyridin-4-karbothioamid byl testovan jako potencialni
elicitor biosyntézy isoflavonoidi a flavonoidli suspenzni
kulturou jetele luéniho. Usp&sna elicitace je podminéna
celou fadou faktort, které jsou specifické pro kazdy elici-
tor a pro kazdou explantatovou kulturu. V této praci byla
sledovana koncentrace a doba pisobeni elicitoru. Koncen-

Tabulka IT
Vliv elicitace na obsah flavonoidi v suspenzni kultufe
jetele lucniho (varieta DO-8)

Koncentrace Doba Obsah flavonoida * Koncentrace Doba Obsah flavonoidi *
elicitoru elicitace [mg g susiny] elicitoru elicitace [mg g”' susiny]
[umol 17] [h] [umol '] [h]
6 0,21 £0,03 6 0,71 £0,02
0 24 0,21 +£0,03 0 24 0,71 £0,02
48 0,21 +0,03 48 0,71 £0,02
168 0,24 £ 0,05 168 0,73 +£0,03
6 0,20 + 0,04 6 0,72 +0,01
1 24 0,37* £ 0,01 1 24 0,73 £0,03
48 0,66* + 0,03 48 0,75+ 0,06
168 0,36 + 0,04 168 0,17 £ 0,04
6 0,24 + 0,06 6 0,79* £ 0,02
10 24 0,90* + 0,02 10 24 1,09* £ 0,03
48 1,13* + 0,02 48 1,10* £ 0,02
168 0,76* £ 0,04 168 0,91* £ 0,05
6 0,42* + 0,07 6 0,87* + 0,03
100 24 0,44* + 0,03 100 24 1,14* £ 0,04
48 0,95* + 0,02 48 1,41* £ 0,02
168 0,35+ 0,04 168 1,28% + 0,05

* Hodnoty predstavuji pramér + smérodatna odchylka
(n = 3); hodnoty oznacené hvézdickou jsou statisticky
vyznamné vyssi v porovnani s kontrolni kulturou bez elici-
toru (o = 0,05)
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* Hodnoty piedstavuji primér + smérodatna odchylka
(n = 3); hodnoty oznacené hvézdickou jsou statisticky vy-
znamn¢ vys§i v porovnani s kontrolni kulturou bez elicito-
ru (o = 0,05)
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Tabulka III
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Vliv elicitace na obsah isoflavonoidli v suspenzni kultufe jetele luniho (varieta Tempus)

Koncentrace elicitoru Doba elicitace Genistin * Daidzein * Genistein *
[umol '] [h] [mg g susiny] [mg g ' susiny] [mg g' susiny]
6 0,10+ 0,02 0,13 +0,03 0,10 £0,02
0 24 0,10+ 0,02 0,13 +0,03 0,10+ 0,02
48 0,10+ 0,02 0,13 +0,03 0,10+ 0,02
168 0,11+0,03 0,13+£0,02 0,10 £ 0,03
6 0,16 + 0,04 0,15+0,01 0,20* £ 0,01
1 24 0,17* £ 0,02 0,17 £0,03 0,12 +0,04
48 0,28* + 0,02 0,19* £ 0,01 0,11 +0,02
168 0,14+0,2 0,14 £ 0,03 0,10+ 0,02
6 0,12+0,01 0,14 £ 0,04 0,10 £ 0,03
10 24 0,15*+0,01 0,16 £ 0,02 0,10+ 0,02
48 0,22* + 0,03 0,15+0,02 0,10+ 0,02
168 0,21* £ 0,02 0,14+ 0,03 -
6 0,10+ 0,03 0,10 £0,03 0,10 £ 0,05
100 24 0,14+ 0,02 0,11 +£0,02 0,10+ 0,02
48 0,15*%+ 0,01 0,11+0,01 -
168 0,18 + 0,04 0,11+0,02 —

* Hodnoty ptedstavuji primér + smérodatna odchylka (n = 3); hodnoty oznaené hvézditkou jsou statisticky vyznamné
vy$§i v porovnani s kontrolni kulturou bez elicitoru (o = 0,05)

tra¢ni rozmezi bylo zvoleno podle obvykle pouzivanych
koncentraci u tohoto typu elicitoru'”™". Doby ptisobeni
elicitoru vychazely zpoznatkli jiz provedenych pokusi
a z publikovanych 0dajd, které udavaji zvyseni produkce
sekundarnich metabolitti v pribéhu nékolika hodin az dni
po piidani elicitoru™"°.

Nejprve byl zjistovan vliv pyridinového derivatu na
produkci flavonoidd v suspenzni kultute Trifolium praten-
se (varieta Tempus a varieta DO-8). Z vysledkl uvedenych
v tab. I a Il je zfejmé, Ze pouzity elicitor produkci flavono-
idd ovlivnil pozitivné. S rostouci koncentraci elicitoru
a dobou aplikace (6, 24, 48 hodin) se elicitacni ucinek
zvySoval. U variety Tempus maximalni obsah flavonoidd
(1,13mg g™ sudiny) vyvolala 48hodinova aplikace
koncentrace elicitoru 10 pmol I™*, kdy doglo k statisticky
vyznamnému zvySeni produkce o 438 % oproti kontrole.
Nejsilngjsi koncentrace elicitoru jiz tuto hodnotu nepreko-
nala. U vSech sledovanych koncentraci elicitoru doslo
k statisticky vyznamnému zvySeni produkce jiz po 24hodi-
novém pusobeni, ovSem nejlepsi elicitatni u¢inek méla
vzdy 48hodinova aplikace elicitoru.

Také u variety DO-8 byl nejlepsi elicitatni G¢inek
prokazan u vsech sledovanych koncentraci po 48hodinové
aplikaci elicitoru. Maximélni obsah flavonoidii (1,41 mg g”'
susiny) byl zjistén po 48hodinové aplikaci nejsilnéjsi kon-
centrace 100 umol 1", coZ predstavuje statisticky vyznam-
né zvyseni produkce v porovnani s kontrolou o0 99 %.

Dale byl sledovan vliv zkouSeného elicitoru na pro-
dukeci isoflavonoidl v suspenzni kultute Trifolium praten-
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se (varieta Tempus a varieta DO-8). Z vysledkt shrnutych
v tab. IIT a IV vyplyva, Ze v kontrolnich kulturach byl zjis-
tén nizky obsah isoflavonoidd genistinu, daidzeinu
a u variety Tempus i genisteinu. Formononetin a biochanin
A nebyl prokdzan v zadné kultute. Sledovana elicitace
centrace, pficemz s rostouci délkou aplikace (6, 24, 48
hodin) se elicita¢ni ucinek zvySoval. Maximalni obsah
genistinu (0,28 mg g™ susiny a 020mgg’' susiny)
a daidzeinu (0,19 mg g' susiny a 0,18 mg g™ susiny) byl
zjistén shodné u obou variet po 48hodinové aplikaci kon-
centrace 1 umoll”'. U variety Tempus doslo tak
ke statisticky vyznamnému zvySeni produkce genistinu
a daidzeinu oproti kontrole o 180 % a 46 %, u variety DO-8
0122 % a 80 %. Nejvyssi produkce genisteinu (0,20 mg g™
susiny) byla zaznamenana u variety Tempus také u kon-
centrace 1 umol "' jiz po 6hodinovém piisobeni, coz pred-
stavuje 100% statisticky vyznamné zvySeni oproti kontro-
le. Silnéjsi koncentrace elicitoru (10 a 100 pmol 1) stimu-
lovaly produkci genistinu a daidzeinu pouze u variety
Tempus, uvedend maxima isoflavonoidd ov§em piekonana
nebyla.

Z vysledki je ziejmé, ze u sledované suspenzni kultu-
ry Trifolium pratense L. je produkce isoflavonoidt nizka.
Jednim z diivodi miize byt to, ze se jedna o teprve dvoule-
tou, rychle rostouci suspenzni kulturu a ta vétSinou akumu-
luje jen malé mnozstvi metabolitl. Produkci vSak mize
zvysit vliv ur¢itého stresu — napf. sniZzeni koncentrace Zi-
vin v roztoku, vynechédni riistového reguldtoru nebo apli-
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Tabulka IV
Vliv elicitace na obsah isoflavonoidd v suspenzni kultufe
jetele lucniho (varieta DO-8)

Koncentrace Doba Genistin * Daidzein *
elicitoru elicitace [mgg’ [mgg’
[umol 17'] [h] susiny] suiny]
6 0,09 +£0,01 0,10+ 0,02
0 24 0,09 £0,01 0,10+ 0,02
48 0,09 +0,01 0,10+ 0,02
168 0,11+0,02 0,12+0,03
6 0,06 +0,02 0,05=+0,01
1 24 0,18%*+0,03 0,10+0,04
48 0,20+ 0,02 0,18*+0,02
168 0,11+0,01 0,13+0,03
6 0,04 £0,01 0,07 +£0,02
10 24 0,10+0,02 0,10+0,01
48 0,09 £ 0,04 —
168 — -
6 0,02+0,03 0,10+0,04
100 24 0,02 + 0,02 —
48 — -
168 — -

* Hodnoty piedstavuji primér + smérodatna odchylka
(n = 3); hodnoty oznacené¢ hvézdickou jsou statisticky
vyznamné vyssi v porovnani s kontrolni kulturou bez elici-
toru (o = 0,05)

kace elicitoru do média, coz se u sledovaného elicitoru
potvrdilo zvySenim produkce flavonoida a isoflavonoidl
a to shodné vzdy po jeho 48hodinové aplikaci.

Také u jinych nové syntetizovanych chemickych latek
byl prokdzan silny elicitacni Gcinek a bylo zjisténo, ze
vyvolavaji obranné rostlinné reakce, vcetné zvyseni kon-
centrace peroxidu vodiku a v mensi mife i ostatnich aktiv-
nich forem kysliku a aktivace enzymu fenylalaninamoni-
aklyasy. Naprtiklad v suspenzni kultufe Taxus chinensis
substituované benzothiodiazoly zptlsobily téméf 40% na-
rust produkce taxinu C v porovnani s dfive Casto pouziva-
nym elicitorem methyljasmonatem'®. Podobné také fluoro-
vané derivaty kyseliny jasmonové®' a chlorované pyridino-
vé derivaty lze hodnotit jako vhodné chemické indukéni
signaly biosyntézy taxini'®. Dal§i nové syntetizované latky
typu substituovanych pyrazin-2-karboxamidt pouzité jako
elicitory u kalusovych a suspenznich kultur Ononis arven-
sis, Silybum marianum a Genista tinctoria vyznamné
ovlivnily produkci flavonoidd, isoflavonoidii a flavoligna-
nd. Nejvyssi zvySeni produkce flavonoidd o 900 % bylo
zjisténo u kalusové kultury Ononis arvensis'™*.
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Zavér

Ze vsech dosazenych vysledki je ziejmé, Ze testovana
latka 2-(2-fluor-6-nitrobenzylsulfanyl)pyridin-4-karbo-
thioamid se projevila jako ucinny elicitor fenylpropanové-
ho metabolismu. Potvrdilo se, Ze nové syntetizované che-
mické latky mohou pisobit jako slibné elicitory pro induk-
ci sekundarniho metabolismu v rostlinnych explantatovych
kulturach.

Tato prace vznikla diky financni podpore vyzkumného
zaméru MSMT CR reg. ¢. MSM 0021620822.
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pension cultures was investigated. The maximum content
of flavonoids and isoflavonoids increased by 438 % and
180 %, compared with control, on 48-h application of the
tested substance at concentrations 10 pmol 1"'and 1 pumol 17!,
respectively.
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