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Vliv slouc¢enin vanadu na rast a produkci
kumarinua v suspenzni kultufe Angelica
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SOUHRN

Vliv sloucenin vanadu na rist a produkei kumarint v suspenzni kultufe

Angelica archangelica L.

Rostlinné tkaniové kultury pfedstavuji nadéjny zdroj latek ptrirodniho ptivodu. Hlavnim problé-
mem jejich vyuZiti je nizka produkce vétSiny sekundarnich metaboliti. Jednou z metod pro zvy-
Seni tvorby téchto latek je elicitace, protoZe biosyntéza mnoha sekundarnich metaboliti v rost-
linnych buiikdch je soucdsti obranné reakce vici biologickym nebo abiotickym stresovym
vliviim. V praci byly testovany slouceniny vanadu jako potencidlni elicitory produkce kumari-
nl: vanadi¢nan sodny (0,2; 1; 10; 100 a 1000 uM/l média) a siran vanadylu (10; 20; 50; 100;
200 a 500 uM/l média). Soucasné byla sledovana toxicita téchto slouc¢enin pro kulturu hodno-
cenim vlivu na rast (charakterizovan Cerstvou a suchou hmotnosti biomasy na konci ¢trnacti-
denni kultivace). Kultury byly kultivovany na svétle a ve tmé. Rist kultur neni ovlivnén vana-
di¢nanem sodnym v koncentracich 0,2-100 uM. Koncentrace vanadi¢nanu 1000 uM piisobi jiz
toxicky (ve srovndni s kontrolni kulturou jsou sniZeny Cerstvd hmotnost o 28 % a suchd hmot-
nost 0 41 % pii kultivaci na svétle; Cerstvd hmotnost 0 69 % a suchd hmotnost o 66 % pfi kulti-
vaci ve tmé). Siran vanadylu v koncentracich 10-50 uM neovliviiuje rist kultury, ve vyssich
koncentracich ho postupné sniZuje; koncentrace 500 uM pusobi jiz toxicky, opét vyraznéji pii
kultivaci na svétle (ve srovndni s kontrolni kulturou jsou sniZeny cerstvd hmotnost o 27 %
a suchd hmotnost o 38 % pii kultivaci na svétle; Cerstvd hmotnost o 65 % a suchid hmotnost
0 61 % pfi kultivaci ve tmé). Produkce kumarind byla stimulovdna vanadi¢nanem sodnym v kon-
centraci 0,2 a 1 uM pfi kultivaci na svétle. Obsah kumarinl ve srovnani s kontrolni kulturou
vzrostl pfedev§im v médiu, a to 0 46 % a 25 % pfi koncentraci vanadi¢nanu 0,2 a 1 uM. Siran
vanadylu tvorbu kumarinti nezvysoval.
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SUMMARY

Effect of vanadium compounds on the growth and production of coumarins in the suspension
culture of Angelica archangelica L.

Plant tissue cultures represent a promising source of substances of natural origin. The main
problem of their use is a low production of the majority of secondary metabolites. One of
the methods of increasing the production of these substances is elicitation, because the
biosynthesis of many secondary metabolites in plant cells is part of the defensive reaction
against biological or abiotic stress influences. The paper tested vanadium compounds as
potential elicitors of the production of coumarins: sodium vanadate (0.2; 1; 10; 100 and
1000 uM/1 of medium) and vanadyl sulfate (10; 20; 50; 100; 200 and 500 uM/I of medium). The
toxicity of these substances for the culture was simultaneously monitored by means of the
evaluation of the effects on growth (characterized by fresh and dry weights of biomass at the end
of two-week cultivation). The cultures were grown both in the light and dark. The growth of the
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cultures was not influenced by sodium vanadate at concentrations of 0.2 to 100 uM. A vanadate
concentration of 1000 uM acted already toxically (in comparison with the control culture, the
fresh weight was decreased by 28 % and the dry weight by 41 % when cultivated in the light;
the fresh weight by 69 % and the dry weight by 66 % when cultivated in the dark). Vanadyl
sulfate in concentrations of 10 to 50 uM did not affect the growth of the culture, at higher
concentrations it decreased it gradually; a concentration of 500 uM acted already toxically,
again more markedly when cultivated in the light (in comparison with the control culture, the
fresh weight was decreased by 27 % and dry weight by 38 % when cultivated in the light; the
fresh weight by 65 % and the dry weight by 61 % when cultivated in the dark). The production
of coumarins was stimulated by sodium vanadate in a concentration of 0.2 and 1 uM when
cultivated in the light. The content of coumarins increased in comparison with the control
culture mainly in the medium by 46 % and by 25 % at vanadate concentrations of 0.2 and 1 uM,
respectively. Vanadyl sulfate did not increase the production of coumarins.

Key words: Angelica archangelica L. — suspension culture — growth — coumarins production —
vanadium — toxicity — vanadate —vanadyl sulfate
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Uvod

Rostlinné tkanové kultury predstavuji nadéjny zdroj
pro ziskavani latek pfirodniho ptivodu. Hlavnim problé-
mem, ktery brani jejich vyuZiti, je nizkd produkce vét-
Siny sekunddrnich metabolitd rostlinnymi buikami
v podminkach in vitro V. Proto jsou $iroce zkoumany
rizné moznosti zvySeni této produkce *9. Jednou
z metod je elicitace, zaloZena na poznatku, Ze akumula-
ce mnoha sekundarnich latek v rostlinach a rostlinnych
tkanovych kulturach je soucasti jejich obranné reakce
vaci pusobeni patogentl nebo stresovych vlivl prostie-
di nebiologického puvodu (fyzikalnich nebo chemic-
kych) 719, Faktory vyvoldvajici obranné reakce se
obecné oznacuji jako elicitory. Mechanizmus ucinku
biotickych a abiotickych elicitori neni zcela znam.
Stejn¢ tak mnohdy chybi detailni znalost biosyntetic-
kych drah sekundarniho metabolizmu. Vliv elicitoru na
rostlinnou tkanovou kulturu nelze tedy jednoduse pred-
povédét a musi byt empiricky zkousSen.

V této praci je sledovano pilisobeni dvou sloucenin
vanadu, vanadi¢nanu sodného a siranu vanadylu, jako
potencidlnich elicitort v suspenzni kultufe andéliky
lékarské.

POKUSNA CAST

Chemikdlie

Chlorid thiaminia puriss., chlorid pyridoxinia puriss.
Koch-Light Laboratories, Colnbrook; skopoletin ¢. Fluka,
Buchs; myoinositol, kyselina 2.4-dichlorfenoxyoctova Sigma,
St. Louis; 6-benzylaminopurin reinst Serva, Heidelberg; glycin
¢., dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., hydrogenfosfore¢nan
sodny p.a., kyselina nikotinové ¢., siran vanadylu p.a., vana-
di¢nanu sodny p.a., metanol p.a., sacharéza p.a. Lachema,
Brno.

Pristroje

Autoklav PS 20A, Chirana, Brno; roler, Vyvojové dilny AV
CR, Praha; analytické vahy A 2008, Sartorius, Gottingen; labo-
ratorni odstfedivka MPW 342, Med-Instruments, VarSava;
laboratorni tfepacka, IKA, Staufen; pistovd pumpa, Alitea
Instruments, Seattle; osmicestny selekéni ventil, Vici Valco
Instruments, Brockville; spektrofluorimetr FS 970, Spectra-
Physics, Darmstadt.

Suspenzni kultura andéliky lékarské

K pokusim byla pouzita jedenictiletd suspenzni kultura
Angelica archangelica L., kterd byla kultivovdna na roleru
v tekutém Zivném médiu podle Murashigeho a Skooga 'V (MS)
s pridavkem 2 mg/l kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové
a 0,4 mg/l 6-benzylaminopurinu ve tmé a na svétle (svételnd
perioda 16 hod. svétlo/8 hod. tma). PasdZovana byla ve ¢trnéc-
tidennim intervalu.

Ucinek slou¢enin vanadu byl sledovan po piepasaZovani na
MS média s riznym obsahem zkousSené latky: u vanadi¢nanu
sodného byly testovany koncentrace 0; 0,2; 1; 10; 100;
1000 wmol/l, u siranu vanadylu koncentrace 0; 10; 20; 50; 100;
200; 500 wmol/l média. Po ¢trnactidenni kultivaci byly buriky
oddéleny od média odsatim za sniZzeného tlaku, promyty desti-
lovanou vodou a zvaZeny pro zjisténi Cerstvé hmotnosti, poté
byly usuSeny a zvdZeny pro uréeni suché hmotnosti. Cerstva
a suchd hmotnost slouZzily k hodnoceni rastu kultur. V ususe-
nych buiikdch a v médiu byl stanoven obsah kumarinii. Statis-
tické vyhodnoceni ziskanych vysledki bylo provedeno pomoci
t-testu pro miniméalné 3 ¢leny souboru a hladinu vyznamnosti
p=0,05.

Stanoveni kumarinii

Obsah kumarind byl stanovovan fluorimetricky technikou
sekvenéni injekéni analyzy '». Podminky stanoveni byly
nésledujici: nosny proud — voda, pratokovd rychlost
3 ml/min, misici civka 1,5 ml, ddvkovany objem vzorku
40 ul, davkovany objem fosfore¢nanového tlumivého rozto-
ku o koncentraci 0,066 mol/l a pH6 100 ul, excitacni vinova
délka 345 nm, emisni vlnova délka 390 nm. Jako standard
byl pouZit skopoletin. Obsah kumarin® v burikach byl vyjad-
fovan v mg skopoletinu na g susiny, v médiu v mg skopole-
tinu na litr média.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Moznost vyuZziti chemickych sloucenin jako abiotic-
kych elicitort ke stimulaci produkce sekundarnich meta-
bolitl v rostlinnych tkanovych kulturdch poskytuje ve
srovnani s biotickymi elicitory nékteré vyhody jako
naptiklad snadnou dostupnost, relativné niz$i cenu, defi-
nované sloZeni. Vanadi¢nan sodny stimuluje naptiklad

e

tvorbu isoflavonoidtl v kli¢nich rostlinich Cicer arieti-
num ' nebo benzofenantridinovych alkaloidd v sus-
penznich kulturdch Eschscholtzia californica '9; siran
vanadylu vykézal stimulacni t¢inek na produkci indolo-
vych alkaloidi v suspenznich kulturdch Catharanthus
roseus ' nebo taxant v suspenznich kulturach Taxus
media '®. Vzhledem k pozorovanému pozitivnimu vlivu
sloucenin vanadu na sekundarni metabolizmus byly
vanadi¢nan sodny a siran vanadylu testovany jako poten-
cialni elicitory produkce kumarind v suspenzni kultufe
andéliky lékarské. Obé latky byly zkouSeny v Sirokém

6
svétlo tma

| hdmh s
C
7 4 {, (1 = +
2 i
kS
€ 3¢
e
©
=
Qo2
9]
O

1

0

0 0,2 1 10 100 1000 0 0,2 1 10 100 1000

koncentrace NaVO, (umol/l)

Obr. 1a. Viiv vanadiénanu sodného na ndrust cerstvé hmotnosti suspenzni kultury andéliky lékarské
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Obr. 1b. Viiv vanadi¢nanu sodného na nariist suché hmotnosti suspenzni kultury andéliky lékarské

Tab. 1. Vliv vanadiénanu sodného na produkci kumarini v suspenzni kulture andéliky lékarské

Koncentrace NaVO, (umol/l) obsah kumarini
kultivace ve tmé kultivace za svétla
bunky médium bunky médium
(mg/g susiny) (mg/1) (mg/g susiny) (mg/1)
0 0,77+0,01 2,29+0,07 0,78+0,02 1,67+0,09
0,2 0,69+0,04 2,39+0,16 0,82+0,05 2,44+0,33
1 0,69+0,05 2,55+0,09 0,84+0,03 2,08+0,07
10 0,69+0,08 2,60+0,05 0,78+0,01 1,17+0,04
100 0,72+0,05 2,43+0,07 0,70+0,02 2,02+0,24
1000 0,15+0,02 1,71£0,03 0,32+0,03 0,24+0,04
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Obr. 2a. Vliv siranu vanadylu na ndrust éerstvé hmotnosti suspenzni kultury andéliky lékarské
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Obr. 2b. Viiv siranu vanadylu na ndritist suché hmotnosti suspenzni kultury andéliky lékarské

Tab. 2. Vliv siranu vanadylu na produkci kumarinit v suspenzni kulture andéliky lékarské

Koncentrace VOSO, (umol/l)
kultivace ve tmé

obsah kumarint
kultivace za svétla

bunky médium buriky médium
(mg/g susiny) (mg/l) (mg/g susiny) (mg/1)

0 0,51+0,02 2,60+0,15 0,91+0,03 3,42+0,09
10 0,54+0,03 2,52+0,16 0,85+0,02 3,15+0,06
20 0,51+0,03 2,5+0,13 0,81+0,02 2,90+0,09
50 0,51+0,01 2,41+0,16 0,71+0,02 2,50+0,09
100 0,47+0,02 2,07+0,24 0,56+0,04 1,92+0,35
200 0,37+0,01 1,55+0,09 0,43+0,02 1,23+0,06
500 0,12+0,00 1,99+0,03 0,39+0,02 0,95+0,08

rozmezi koncentraci; byla sledovana i jejich ptipadna
toxicita pro kulturu, a to hodnocenim vlivu na rast, ktery
byl charakterizovan ¢erstvou a suchou hmotnosti bioma-
sy na konci ¢trnictidenni kultivace. Kultury byly kulti-
vovany ve tmé a na svétle, protoZe svételné podminky
mohou vyrazné ovlivnit rast rostlinnych kultur i tvorbu
sekundérnich metabolitd 719,

Vliv vanadi¢nanu sodného na rust ukazuje obrazek la
a 1b. Rust kultury andé€liky 1ékaiské neni v rozmezi kon-
centraci 0,2 aZz 100 wmol/l ovlivnén. Koncentrace
1000 umol/l vanadi¢nanu sodného pusobi jiz toxicky —

pri kultivaci na svétle je narast Cerstvé hmotnosti kultury
0 28 % a suché hmotnosti 0 41 % niZ§i ve srovnani s kon-
trolou, pfi kultivaci ve tmé je Cerstvd hmotnost kultury
snizena o 69 %, sucha o 66 %. Obsah kumarint (tab. 1)
v kulturach kultivovanych za svétla i ve tmé nebyl ve vét-
Siné piipadd plsobenim vanadi¢nanu sodného v kon-
centraci 0,2 az 100 wmol/l vyrazné ovlivnén; zvySené
mnozstvi kumarinti bylo nalezeno v médiu kultury kulti-
vované za svétla pti koncentraci 0,2 a 1 wmol/l vanadic-
nanu (statisticky vyznamné zvySeni o 46 % a 25 % ve
srovnani s kontrolni kulturou), souc¢asné s mirnym zvy-
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Senim obsahu kumarind v burikach téchto kultur. Podob-
ny jev byl pozorovan pfi elicitaci isoflavonoidd v kli¢-
nich rostlinach Cicer arietinum '¥, pfi niZ byla vanadic-
nanem mnohem vice stimulovdna exkrece metabolitll
nez jejich akumulace v butikach; je to davano do souvis-
losti s inhibi¢nim ptisobenim vanadi¢nanu na H*-ATPasu
v plazmatické membrané, ¢imz je nejen vyvolana induk-
ce tvorby sekundarnich metabolitd, ale také ovlivnén
jejich transport. RovnéZ rozdilna reaktivita rostlinnych
bunék vuci elicitoru v zavislosti na svételnych podmin-
kach byla zaznamendna napiiklad v suspenzni kultuie
Digitalis lanata **. Koncentrace 1000 umol/l vanadi¢na-
nu sodného zpisobila vedle vySe zminéné inhibice ristu
téZ vyrazny pokles tvorby kumarind, coZ potvrzuje toxic-
ky vliv této koncentrace na metabolizmus kultur.
Utinek siranu vanadylu na rist suspenzni kultury
andéliky lékaiské je zobrazen na obrazku 2a a 2b. Rust
kultur nebyl ovlivnén koncentracemi 10 az 50 umol/l,
poté dochézi k jeho postupnému poklesu se zvySujici se
koncentraci siranu vanadylu v médiu, vyraznéji opét pfi
kultivaci ve tmé — pifi koncentraci 500 wmol/I €ini pii
kultivaci na svétle sniZeni nartistu erstvé hmotnosti kul-
tury 27 % a suché hmotnosti 38 % ve srovnani s kontro-
lou, pfi kultivaci ve tmé je Cerstva hmotnost biomasy sni-
Zena o 65 %, suchd o 61 % a lze tedy jiz hovorit
o vyrazné negativnim plsobeni na kulturu. Ovlivnéni
produkce kumarint siranem vanadylu je shrnuto v tabul-
ce 2. Z4adni z pouzitych koncentraci siranu vanadylu
nevedla ke stimulaci produkce kumarint v kultufe andé-
liky; naopak s jeho rostouci koncentraci v médiu docha-
zelo postupné k poklesu obsahu kumarint. Nepotvrdil se
tedy pfiznivy Gcinek siranu vanadylu na sekundérni
metabolizmus, pozorovany napiiklad v suspenznich kul-
turdch Catharanthus roseus ' nebo Taxus media ®.

Tato prace vznikla diky finanéni podpofe vyzkumného
zaméru ¢. MSM 0021620822.
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