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Proces ten wykorzystaé mozna w celu pobudzenia 1 zwigkszenia biosyntezy metabolitow w roslinnych kulturach in vitro. W przypadku kultur gatunku o bardzo bogatym sktadzie
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Szlaki metabolizmu wtornego roslin moga by¢ stymulowane przez rozne czynniki pochodzenia egzo- i endogennego. Jednymi z nich sa czynniki stresowe, tzw. elicytory.

chemicznym, jak dziurawiec zwyczajny (Hypericum perforatum L.), mozna tez stymulowa¢ biosynteze wybranej grupy metabolitow.

Ziele dziurawca zawiera przede wszystkim flawonoidy, oraz naftodiantronowe zwiazki antrachinonowe (np. hyperycyneg). Waznymi sktadnikami sa rowniez zwiazki
fenolowe - taniny (polimery katechiny) i kwasy fenolowe, a takze ksantony. Swieze kwiaty roliny zawieraja hyperforyne (pochodna florglucyny). Wymienionym sktadnikom
towarzyszy ponadto olejek eteryczny. Bogaty sktad chemiczny decyduje o bardzo szerokim spektrum aplikacji terapeutycznych rosliny. Znane jest dzialanie przeciwdepresyjne,
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne, antyoksydacyjne, przeciwnowotworowe, zolciopedne, spazmolityczne oraz $ciggajace dziurawca. Obecno$¢ hyperycyny, uczulajacej
skore ludzka na promieniowanie UV, wykorzystuje si¢ w kontrolowanych ilosciach w przemysle kosmetycznym [1,2].

Celem pracy byla elicytacja jasmonianem metylu wytrzgsanych kultur pedowych trzech odmian hodowlanych Elixir, Helos, Topas, Hypericum perforatum. Kultury
prowadzono przez okres 3 tygodni, a nastgpnie podioze suplementowano jasmonianem metylu (50 uM). Po uplywie 2, 4 lub 7 dni biomasg¢ zebrano i poddano analizie HPLC

w celu oznaczenia zawartosci kwasow fenolowych [3].

Material i metody:

Kultury in vitro:
- typ kultur: wytrzgsane kultury mikropedowe
odmian hodowlanych Hypericum perforatum -
Elixir, Helos, Topas
- podioze wg. Murashige-Skoog’a (MS) [3]
- regulatory wzrostu i rozwoju roslin:
6-benzyloaminopuryna (BAP) - 0,1 mg/1
kwas 1-naftylooctowy (NAA) - 0,1 mg/l
- temperatura: 25 +£2° C
- cykl hodowlany: 3 tygodnie
- stezenie jasmonianu metylu (JaMe) - 50 uM
Ekstrakcja:
- metanolowe ekstrakty z biomasy zebranej po
2,417 dniach od dodania elicytora
Warunki analizy HPLC: [4, zmod.]
- chromatograf: Merck-Hitachi
- kolumna Purospher® RP-18e (250x4 mm,
5pm)
- detektor DAD: L-2455
- pompa z degazerem: L-2130
- termostat: L-2350
- autosampler: L-2200
- uklad rozwijajacy: gradient, metanol : 0,5%
kwas octowy, 20:80% do 100:0% (v/v)
- detekcja: dhugosc fali A=254 nm
(zakres rejestracji widma A=200-400 nm)
- objetos¢ nastrzyku: 10 ul
- szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1ml/min
- czas analizy: 90 minut
- temperatura: 25°C
Substancje wzorcowe:
- kwasy fenolowe (25), kwas benzoesowy, kwas
cynamonowy, kwas fenylooctowy

Podsumowanie:

1. Zastosowane warunki eksperymentu tj., stezenie jasmonianu metylu oraz czas hodowli ktéry uptynat od suplementacji pozywki elicytorem, nie wptywaly negatywnie

na przyrosty biomasy [ryc.1A],

2. We wszystkich metanolowych ekstraktach z biomasy potwierdzono obecno$¢ szesciu kwasoéw fenolowych (kwasu protokatechowego, kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego,

Wyniki:

Tabela 1. Zawarto$¢ kwasow fenolowych [mg/100 g s.m.] w ekstraktach z biomasy kultur in vifro trzech odmian hodowlanych dziurawca zwyczajnego
—elicytacja jasmonianem metylu (JaMe)
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. 1. Przyrost suchej biomasy (A) oraz calkkowita zawartos¢ kwasow fenolowych (B) w ekstraktach z biomasy kultur in vifro trzech odmian hodowlanych
dziurawca zwyczajnego — elicytacja jasmonianem metylu (JaMe)

kwasu wanilinowego, kwasu chlorogenowego, kwasu neoochlorogenowego oraz kwasu kryptochlorogenowego),

3. Metabolitami, ktérych biosynteza byta stymulowana najintensywniej byly kwas chlorogenowy i neochlorogenowy (maksymalna zawarto$¢ odpowiednio — 75,78 oraz 174,59

mg/100 g suchej masy) [tab.1],

4. Maksymalna catkowita zawarto§¢ kwasow fenolowych wyniosta 518 mg/100g s.m. dla odmiany Elixir, 545 mg/100g s.m. dla odmiany Helos oraz 454 mg/100g s.m. dla

odmiany Topas [ryc.1B],

5. Wykazano, ze elicytacja kultur in vitro jasmonianem metylu wplywa na zwigkszenie akumulacji kwaséw fenolowych w rézny sposob, zaleznie od odmiany hodowlane;

dziurawca.
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