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Streszczenie

Wistep. Rosliny wyzsze reaguja na stres Srodowiskowy produkcja metabolitéw wtornych o szerokim spektrum
aktywnosci biologicznej w ramach adaptacji. Wiele z tych substancji znajduje zastosowanie w farmacji, kosmetologii
czy przemysle spozywczym. Komercyjna produkcja tych zwigzkow przez roélinne kultury in vitro stanowi jedno
z najwazniejszych zastosowan biotechnologii roslin. Kontrolowana ekspozycja rosliny na stresor zwana elicytacja
stosowana jest jako wydajna technika biotechnologiczna w celu zwigkszenia biosyntezy cennych metabolitow.
Materiat i metody. Kultury in vitro Lychnis flos-cuculi elicytowano promieniowaniem UV-B przez 5-30 minut na
dobe przez okres 7 dni. Ekstrakty metanolowe z zebranej biomasy poddano wstepnej polilosciowej analizie fitoche-
micznej metodg chromatografii cienkowarstwowej w potaczeniu z densytometrig. Oceniono wzgledng zawarto$é
typowych dla gatunku metabolitéw, jak polifenole, ekdysteroidy i saponiny triterpenowe. Oznaczono catkowita
zawartos$¢ zwigzkow fenolowych metoda spektrofotometryczng z uzyciem odczynnika Folina-Ciocalteau. Wyniki.
Wraz ze wzrostem ekspozycji na UV-B zaobserwowano proporcjonalny wzrost poziomu kwaséw fenolowych i jed-
noczesnie spadek pozostalych grup metabolitéw wtdrnych. Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych jest podwyzszona
w roélinach elicytowanych wzgledem proby kontrolnej. Wnioski. Zastosowana technika elicytacji przedstawia
metode zwiekszenia biosyntezy kwasoéw fenolowych w badanym gatunku. Opracowany model elicytacji UV-B
moze by¢ stosowany do elicytacji innych taksonéw, zaréwno jako pojedynczy stresor lub w polgczeniu z elicytorami
biotycznymi. (Farm Wspét 2021; 14: 175-185), doi: 10.53139/FW.20211422

Stowa kluczowe: elicytacja, roslinne kultury in vitro, metabolity wtérne, kwasy fenolowe, UV-B, Lychnis flos-cuculi

Abstract

Introduction. Higher plants respond to environmental stress by production of secondary metabolites with wide
spectrum of biological activity, as a means of adaptation. Many of these substances find application in pharmaceu-
tical, cosmetic or food industry. Commercial production of these compounds by plant in vitro cultures constitutes
one of major branches of plant biotechnology. Controlled exposure of a plant to a stressor, called elicitation, is
used as an efficient biotechnological technique to increase the biosynthesis of valuable metabolites. Materials and
methods. In vitro cultures of Lychnis flos-cuculi were elicited by UV-B radiation, for 5-30 minutes per day during
a 7-day period. Methanolic extracts of gathered biomass were subjected to preliminary phytochemical analysis by
thin-layer chromatography coupled with densitometry. Levels of secondary metabolites typical to the species were
evaluated, such as polyphenols, ecdysteroids and triterpenoid saponins. Using spectrophotometric method based
on Folin-Ciocalteau reagent, total phenolic content was measured in the samples. Results. Increased exposure to
UV-B radiation resulted in proportionally elevated content of phenolic acids and decreased levels of other metabolite
classes. The total phenolic content is higher in elicited plants compared to control group. Conclusions. The applied
elicitation technique constitutes a method to increase the phenolic acid biosynthesis in the presented species. The
developed model of UV-B elicitation can be applied to other taxons either as a single stressor or combined with
biotic elicitors. (Farm Wspét 2021; 14: 175-185), doi: 10.53139/FW.20211422
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Wstep

Rosliny produkuja liczne metabolity wtérne
o specyficznych funkcjach i ré6znorodnej aktywnosci
biologicznej. Substancje te s3 bardzo zréznicowane
pod wzgledem chemicznym i znajduja zastosowanie
miedzy innymi w farmacji, przemysle kosmetycznym,
spozywczym i perfumeryjnym. Metabolity wtorne to
zwigzki gatunkowo specyficzne, majace istotne zna-
czenie w sferze wzajemnych oddzialywan pomiedzy
ro$ling a jej czesto zmiennym $rodowiskiem. Rosliny
sg organizmami wrazliwymi na liczne czynniki §rodo-
wiskowe, a brak mozliwo$ci unikniecia niekorzystnych
warunkow wymusza na nich szereg reakeji adaptacyj-
nych, od ktérych zalezy ich przetrwanie. Typowym
dla roslin mechanizmem obronnym jest akumulacja
zwiazkow chemicznych o aktywnosci biologicznej,
przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej i przeciwwi-
rusowej, zwiekszajacych szanse na przezywalnos¢.
Zwiazki te maja przewaznie charakter metabolitow
wtornych, wykazujacych czesto wartoéciowe dziatanie
farmakologiczne, a przez to szczegélnie pozadanych ze
wzgledow komercyjnych [1-3].

Aspekt przemystowej produkcji szczegdlnie cen-
nych metabolitéw wtérnych przez roélinne kultury
in vitro stanowi jedno z podstawowych zastosowan
biotechnologii roslin. Ma to szczegdlne znaczenie
w przypadku kultur taksonéw produkujacych zwigzki
chemiczne o wysokiej aktywnosci biologicznej
i farmakologicznej, zwlaszcza zlozone strukturalnie
itrudne do pozyskania drogg konwencjonalnej syntezy
chemicznej [4,5]. Przykltadem moga by¢ cenne z tera-
peutycznego punktu widzenia terpenoidy i alkaloidy
terpenowe, jak paklitaksel [6], winkrystyna, winbla-
styna i katarantyna [7,8] czy artemizynina [9]. Wéréd
réznych metod biotechnologicznych majacych na
celu podwyzszenie akumulacji metabolitow wtornych
w kulturach in vitro znaczaca role odgrywa elicytacja
biomasy roslinnej. Jest to ekspozycja roslinnego sys-
temu in vitro na czynnik stresowy o odpowiednim
natezeniu, zwykle niskim, ktéra skutkuje wywolaniem
odpowiedzi stresowej i w rezultacie moze prowadzi¢
do zwiekszenia biosyntezy metabolitéw. Dotyczy to
szczegolnie zwiazkow pelnigcych role fitoaleksyn,
wytwarzanych w odpowiedzi na stres i poprzez
odpowiedz obronng lub adaptacyjna zwigkszajacych
szanse roéliny na przetrwanie zagrozenia ze strony
mikroorganizméw lub niekorzystnych warunkow
$rodowiskowych [1,3,10].
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Wsrdd czynnikéw stresowych mozna wyrdznié
elicytory biotyczne i abiotyczne. Elicytory biotyczne
stanowia zwigzki chemiczne produkowane przez
organizmy zywe (grzyby, bakterie, owady), np. biatka
i produkty ich hydrolizy, makroczasteczki w rodzaju
chityny czy cale fragmenty struktur komérkowych.
Czynniki te wprowadzane sg do kultury w celu symu-
lacji ataku danego organizmu. Druga grupa obejmuje
czynniki chemiczne, np. kationy metali cigzkich, oraz
fizyczne, w tym stres termiczny, stres osmotyczny
i promieniowanie UV. Niekiedy jako odrebng grupe
wyrodznia sie endogenne czasteczki sygnalowe cha-
rakterystyczne dla roélin, odpowiedzialne za przekaz
sygnalu stresowego (jasmoniany, salicylany) [4,7].

Spektrum emisyjne stonica obejmuje, poza
zakresem $wiatta widzialnego odpowiedzialnego za
przebieg fotosyntezy, niewidoczne promieniowanie
podczerwone (IR) i nadfioletowe (UV). Najbardziej
destruktywne dla biomolekut promieniowanie UV-C
(10-280 nm) jest zatrzymywane niemal catkowicie
przez warstwe ozonowa. Wzglednie niskoenergetyczny
zakres UV-A (320-400 nm) dociera do powierzchni
ziemi wywolujac u organizmoéw zZywych proste reakcje
obronne, zwlaszcza zmiany w pigmentacji sprzyjajace
jego absorpcji (zaréwno u roélin i zwierzat). Zakres
UV-B (280-320 nm) jest pochlaniany przez atmos-
fere jedynie czesciowo i przez to jest, w warunkach
naturalnych, w najwigkszej mierze odpowiedzialny
za zmiany fizjologiczne w organizmach zywych [11].
Emisja wysokoenergetycznych kwantéw ultrafioletu
przez stonce doprowadzita do powstania u roslin
omawianego mechanizmu obronnego. Najprostsza
strukturalnie grupa metabolitéw wtérnych zdolng do
absorpcji UV sg kwasy fenolowe i flawonoidy, a takze
inne polifenole. Odpowiedz wywolana przez ekspo-
zycje na promieniowanie UV jest zlozona. Wzrasta
poziom stresu oksydacyjnego, aktywacji podlegaja
wewnatrzkomdrkowe szlaki sygnalizacyjne oraz liczne
czynniki transkrypcyjne. To z kolei skutkuje zmiang
profilu syntetyzowanych metabolitéw wtdrnych [3,7]
i moze zwigksza¢ poziom fitoaleksyn - polifenoli, ter-
penoidow, alkaloidow, steroli oraz innych zwigzkow
zawierajacych odpowiedni chromofor (umozliwiajacy
absorpcje promieniowania UV) lub redukujacych stres
oksydacyjny.

Celem podwyzszenia akumulacji metabolitow
wtornych w roélinach, w procesie elicytacji sto-
suje sie 2 zakresy promieniowania: UV-B i UV-C,
zaréwno w modelu in vivo, jak réwniez in vitro [3,12].
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Wykorzystanie promieniowania UV-B i UV-C jako
elicytorow w roélinnych kulturach in vitro jest szeroko
opisywane w literaturze naukowej jako efektywna
metoda zwiekszenia produkcji metabolitéw wtornych
o charakterze fitoaleksyn [5-7,13].

Firletka poszarpana (Lychnis flos-cuculi L., ang.
Ragged Robin) jest byling z rodziny Caryophyllaceae.
Badany gatunek charakteryzuje si¢ obecnos$cig znacz-
nych ilosci strukturalnie zréznicowanych saponozy-
déw triterpenowych z grupy oleananu, wyrézniajaca
sie zawartoscig ekdysteroidow, C-glikozyli flawonoido-
wych i kwaséw fenolowych, co zostato opisane w pracy
przegladowej na temat tego taksonu [14]. Chociaz
omawiany gatunek nie ma zastosowania leczniczego
poza nielicznymi doniesieniami z medycyny trady-
cyjnej, stanowi on potencjalne Zrédlo wymienionych
metabolitow wtdérnych o znanych aktywnosciach biolo-
gicznych i farmakologicznych. Wszystkie wymienione
grupy zwigzkow pelnia role w obronie roélin przed
stresorami. Saponozydy stanowig naturalng obrone
ro$liny przed infekcjami grzybiczymi, odstraszaja tez
ro$linozerne ssaki [15]. Ekdysteroidy jako analogi owa-
dzich hormonéw rozwoju powoduja szereg zaburzen
hormonalnych u owadéw i innych bezkregowcow [16].
Flawonoidy i kwasy fenolowe chronig rosline przed
infekcjami bakteryjnymi, pochtaniaja promieniowanie
UV, ponadto przeciwdzialaja stresowi oksydacyjnemu
zmiatajac wolne rodniki [17,18].

Niniejsza praca przedstawia efekty ekspozycji
mikrorozmnazanych Lychnis flos-cuculi L. na promie-
niowanie z zakresu UV-B, w warunkach kultury in
vitro. Celem pracy byla ocena wptywu promieniowania
UV-B jako elicytora abiotycznego na akumulacje meta-
bolitéw wtornych charakterystycznych dla gatunku.

Materialy i metody
Kultury in vitro

Material badawczy stanowily rozmnazane klo-
nalnie rosliny L. flos-cuculi, z zastosowaniem wcze-
$niej opisanej metody mikrorozmnazania poprzez
pobudzanie rozwoju pakéw bocznych [19]. Kultury
utrzymywano w pokoju hodowlanym (fitotronie),
w temperaturze 21+1°C i fotoperiodzie 16/8 godz.
z fluorescencyjnym o$wietleniem o natezeniu 55 pmol
x s x cm™. Kultury pedowe wyprowadzono z nasion,
na pozywce Murashige i Skooga (MS) [20] bez dodatku
regulatoréw wzrostu. Zrédlem eksplantatow byty
wierzchotki pedéw 30-dniowych siewek wyktadanych
na agarowa pozywke MS, suplementowana cytokining
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- benzyloaminopuryng (BAP, 1,0 mg x I'") i auksyna
- kwasem indolilo-3-octowym (IAA, 0,1 mg x 1.
Uzyskane potomne pedy ukorzeniono na pozywce MS
uzupelnionej auksyng IAA (0,2 mg x I"'). W wyniku
wczeéniej opracowanej, wydajnej metody klonalnego
rozmnazania in vitro otrzymano rosliny potomne
wyrdéwnane fenotypowo, o stalej wielkosci genomu [18].
Tak otrzymane kultury poddano elicytacji promienio-
waniem UV-B w warunkach aseptycznych (komora
laminarna). Do doswiadczenia pobrano wyréwnane
roéliny o dtugosci pedéw ok. 3 cm, w jednakowym
stadium rozwoju. Po 7-dniowym cyklu naswietlania
przez 30, 15, 10 lub 5 minut na dob¢ oceniano mor-
fologie roslin.

Przygotowanie aparatury do elicytacji promieniami
UV-B

Na potrzeby eksperymentu skonstruowano
aparature do elicytacji kultur. Zestaw skladat sig
z umocowanej na metalowym statywie lampy z odbty-
$nikiem umozliwiajacej emisje promieniowania
UV bezposrednio na roéliny i przeznaczony byl do
zainstalowania w komorze laminarnej. Jako Zrédto
promieniowania UV-B zastosowano specjalistyczna
lampe Philips Broadband TL/12 RS o mocy 20 W,
o spektrum emisyjnym w zakresie 290-315 nm, z mak-
simum przypadajacym na dlugo$¢ fali 305 nm. Lampa
zostata zawieszona na statywie w odleglosci 30 cm od
naswietlanych roélin (zdjecie 1).

Proces elicytacji roslinnych kultur

Na podstawie pismiennictwa opracowano model
elicytacji mlodych roslin L. flos-cuculi w warunkach
in vitro. Rozmnozone klonalnie rosliny podzielono na
sze$¢ grup: cztery grupy badane: UV30, UV15, UV10,
UV5 - czas elicytacji promieniami UV-B, odpowiednio
30, 15,101 5 minut na dobe, przez 7 kolejnych dni oraz
dwie grupy kontrolne: PK30 - kultury nienaswietlane,
otwierane na 30 minut (préba negatywna) i PKO -
kultury nienaswietlane, pozostawione w zamknietym
naczyniu, w fitotronie.

Naczynia z kulturami umieszczano w warun-
kach sterylnych w komorze laminarnej i traktowano
promieniowaniem UV wedlug powyzszego schematu
przez 7 kolejnych dni. Jedng z grup kontrolnych (PKO0)
pozostawiono w warunkach pokoju hodowlanego.
Druga grupa stanowila kontrole negatywna (PK30),
wystawiana w kabinie laminarnej na 30 min./dobe bez
ekspozycji na UV-B. Po ostatnim naswietlaniu rosliny
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Zdjecie 1. Aparatura do elicytacji kultur in vitro promieniami UV-B (konstrukcja wlasna)

Photo 1.

przeniesiono do fitotronu na 24 godz., na czas poten-
cjalnych zdarzen komérkowych w roélinach (reakcja na
elicytor, kaskada sygnatowa, ekspresja gendw i synteza
metabolitéw) przed zbiorem biomasy. Eksperyment
przeprowadzono w dwdch powtérzeniach; uzyto 108
roélinek namnozonych wczesniej w kulturze in vitro.

Ekstrakcja biomasy roslinnej

Po zakonczonym eksperymencie, czesci pedowe
rodlin z kazdej grupy badanej zebrano i oczyszczono.
Biomase wysuszono w 40°C, rozdrobniono, a nastep-
nie poddano trzykrotnej, 1-godzinnej ekstrakcji
metanolem w temperaturze 85°C. Uzyskane wyciagi
2agesZCZoNo na wyparce rotacyjnej i rozpuszczono
w metanolu. Prébki o jednolitym stezeniu 0,1 g x ml”
przeznaczono do poétilosciowych analiz chromatogra-
ficznych, w zwigzku z czym naktadano je na ptytki
chromatograficzne w jednakowej objetosci 2 pl.

Wstepna analiza fitochemiczna metoda chromato-
grafii cienkowarstwowej z analiza densytometryczna

Do badan metabolitéw wtérnych wanalizowanych
probach zastosowano chromatografie cienkowar-
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Equipment for UV-B elicitation of in vitro cultures (self-made)

stwowa (TLC) na zelu krzemionkowym, w réznych
uktadach chromatograficznych. Chromatogramy
wywolywano odczynnikami charakterystycznymi
dla poszczegélnych grup zwiazkéw. Do wizualiza-
cji zwiazkow fenolowych uzyto 0,1% roztworu NA
(Naturstoffreagenz A, difenyloboran 2-etanoloaminy).
Triterpenoidy, w tym saponiny, wywotano 1% roz-
tworem waniliny i 5% H,SO, w temperaturze 105°C.
Obecnos¢ i tozsamos¢ ekdysteroidow stwierdzono na
podstawie Rf wzorcéw i absorpcji promieniowania
UV na plytkach TLC z indykatorem fluorescencji
F,s,. Analizy polifenoli i ekdysteroidéw oparto na
metodyce zastosowanej w poprzednich pracach [19,21].
Chromatogramy w $wietle widzialnym oraz UV 254
i 366 nm udokumentowano skanerem Reprostar
(CAMAG) z funkcja densytometru, z zastosowaniem
pakietu oprogramowania WinCATS (CAMAG).
Wybrane chromatogramy TLC poddano pélilosciowej
analizie densytometrycznej przy pomocy programu
VideoScan (CAMAQG), co bylo mozliwe dzieki uzyciu
tych samych rozcienczen ekstraktéw i identycznej
objetosci probek naktadanych na ptytke.



FARMACJA WSPOLCZESNA 2021; 14: 175-185

Spektrofotometryczne oznaczanie calkowitej zawar-
tosci zwiazkow fenolowych

Oznaczenia catkowitej zawartosci zwiazkow
fenolowych (ang. total phenolic content) w badanych
ekstraktach przeprowadzono metoda spektrofoto-
metryczng, z wykorzystaniem odczynnika Folina-
Ciocalteau [22]. Jako wzorzec kwasow fenolowych
przyjeto kwas galusowy i przy pomocy jego rozcien-
czen wyznaczono krzywa wzorcowa o réwnaniu
Abs = 5,3676 x ¢ - 0,0008. Oznaczenia prowadzono
z uzyciem spektrofotometru Metertech SP-830 przy
dtugosci fali 760 nm. Dla kazdej prébki wykonano
6 powtoérzen. Wyniki wyrazono w mg ekwiwalentu
kwasu galusowego (GAE) na g masy wyciagu.

Analiza statystyczna

Wryniki spektrofotometrycznego oznaczania cal-
kowitej zawartosci zwiazkow fenolowych poddano
analizie statystycznej - jednokierunkowej analizie
wariancji (ANOVA) oraz testowi post-hoc Duncana. Do
ustalenia istotnosci statystycznej zastosowano warto$é
P = 0,05. Obliczenia przeprowadzono przy pomocy
pakietu oprogramowania Statistica 13 (Statsoft).

Wyniki

Skuteczna metoda biotechnologiczng stosowana
w celu zwigkszania biosyntezy metabolitéw wtérnych
w roznych systemach roslinnych jest elicytacja czyn-
nikami stresowymi, w tym ultrafioletem. Niniejsze

badania dotycza oceny wplywu promieniowania UV-B
na kultury in vitro L. flos-cuculi.

Ocena morfologiczna elicytowanych roélin wyka-
zala, ze dlugos¢ ekspozycji i moc promieniowania
UV-B nie wplynely negatywnie na ich zywotno$¢ i pra-
widlowg budowe peddéw. Nie stwierdzono istotnych
roznic miedzy roélinami traktowanymi promieniami
UV-B, a roslinami z préb kontrolnych (zdjecie 2).

Odmiennie przedstawiajg si¢ wyniki poétiloscio-
wych analiz TLC oraz analizy densytometrycznej,
ktore wykazaly wyrazne réznice w poziomie metabo-
litow wtérnych w badanych wyciggach. Poréwnanie
chromatogramoéw rozwinietych w kilku ukladach
wskazuje na zréznicowang intensywnos¢ wiekszosci
plam odpowiadajacych kwasom fenolowym, wska-
zujac na ich wyzsza zawarto$¢ w ekstraktach z roélin
poddanych elicytacji UV-B, proporcjonalnie do czasu
ekspozycji (ryciny 1 i 2). Natomiast, pasma flawono-
idow sa mniej intensywne w wyciagach z elicytowanych
roélin, co sugeruje negatywny wplyw irradiacji UV-B
na biosynteze tej grupy zwiazkow (rycina 1).

Chromatogram i densytogram przedstawione na
rycinie 2 wyraznie wskazujg na zwiekszong zawarto$¢é
kwaséw fenolowych o nastepujacych wspodtczynnikach
opéznienia: Rf,= 0,8; Rf,= 0,62; Rf.= 0,45; Rf,= 0,37
w probkach z roslin elicytowanych w poréwnaniu do
proby kontrolnej. Ponadto zauwazono pasmo kwasu
fenolowego o Rf = 0,62 w prébie negatywnej (PK30),
bardziej intensywne niz w prébie kontrolnej (PKO0)
i probie poddanej wzglednie krotkiej ekspozycji

Zdjecie 2. Morfologia roélin po zakonczeniu eksperymentu: a) proba kontrolna (PK0), w warunkach pokoju
hodowlanego; b) roéliny elicytowane 15 minut na dobe przez 7 kolejnych dni (UV15); ¢) rosliny
elicytowane 30 minut na dobe przez 7 kolejnych dni (UV30).

Photo 2.

Plant morphology after the experiment: a) control group (PKO0), left undisturbed in phytotron

conditions; b) plants elicited for 15 minutes daily, for 7 consecutive days (UV15); ¢) plants elicited
for 30 minutes daily, for 7 consecutive days (UV30).
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Rycina 1.

Figure 1.

Rycina 2.

Figure 2.

Uv30o UVl5 UvV1o UVs PK30 PKO

UV30 UV15 UV10 UV5 PK30 PKO

Chromatogramy TLC przedstawiajace obecnos¢ zwigzkéw fenolowych. Faza stacjonarna: zel
krzemionkowy. Fazy rozwijajace: octan etylu — metanol — woda (77:15:8); octan etylu — kwas
mréwkowy — woda (4:1:1). Obserwacja po wywotaniu 0,1% NA w UV 366 nm. Strzatkami oznaczono
pasma fenolokwasow (KF) i flawonoidéw (F). Probki: ekstrakty z kultur elicytowanych przez 30, 15,
1015 min (UV30, UV15, UV10, UV5); kontrola negatywna, nienaswietlana, naczynie otwarte przez
30 min (PK30); préba kontrolna rosnaca w warunkach pokoju hodowlanego (PKO0).

TLC plates demonstrating the presence of the phenolic compounds. Stationary phase: silica gel.
Mobile phases: ethyl acetate — methanol — water (77:15:8); ethyl acetate — formic acid — water (4:1:1).
Observed after derivatization in 0,1% NA under UV 366 nm. Arrows point to phenolic acid (KF) and
flavonoid (F) bands. Samples: extracts from cultures elicited for 30, 15, 10 and 5 min (UV30, UV15,
UV10, UV5); negative control unexposed to ultraviolet but open for 30 min (PK30); control group left
undisturbed in phytotron conditions (PKO0).
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Chromatogram TLC na obecnos¢ kwaséw fenolowych, wraz z densytogramem dla préb UV30i UV15

wzgledem proby kontrolnej UVO. Faza stacjonarna: zel krzemionkowy. Faza rozwijajaca: butanol — kwas
octowy — woda (4:1:5). Obserwacja w UV 366 nm. Probki: ekstrakty z kultur elicytowanych przez 30, 15, 10
i5min (UV30, UV15, UV10, UV5); kontrola negatywna, nienaswietlana, naczynie otwarte przez 30 min
(PK30); proba kontrolna rosngca w warunkach pokoju hodowlanego (PKO0). Literami oznaczono pasma
fenolokwasow najbardziej rdznigce si¢ intensywnoscia: a (Rf = 0,37), b (Rf = 0,45), ¢ (Rf = 0,62), d (Rf=0,8).
TLC plate demonstrating phenolic acids, with densitogram showing UV30 and UV 15 samples
compared to PKO control group. Stationary phase: silica gel. Mobile phase: n-butanol - glacial acetic
acid — water (4:1:5). Observed under UV 366 nm. Samples: extracts from cultures elicited for 30, 15,

10 and 5 min (UV30, UV15, UV10, UV5); negative control unexposed to ultraviolet but open for 30
min (PK30); control group left undisturbed in phytotron conditions (PKO0). Letters denote bands of
phenolic acids most differing in intensity: a (Rf = 0.37), b (Rf = 0.45), ¢ (Rf = 0.62), d (Rf=0.8).
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Rycina 3.
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Chromatogram TLC na obecno$¢ ekdysteroidéw wraz z densytogramem dla préb UV30i UV15
wzgledem proby kontrolnej UVO. Faza stacjonarna: zel krzemionkowy z indykatorem fluorescencji
F254. Faza rozwijajaca: dichlorometan-metanol (5:1). Obserwacja w UV 254 nm. Prébki: ekstrakty

z kultur elicytowanych przez 30, 15, 10 i 5 min (UV30, UV15, UV10, UV5); kontrola negatywna,
niena$wietlana, naczynie otwarte przez 30 min (PK30); proba kontrolna rosngca w warunkach pokoju
hodowlanego (PKO). Ekdysteroidy: a — 20-hydroksyekdyson (Rf = 0,33), b — polipodyna B (Rf = 0,43).
Thin-layer chromatogram demonstrating ecdysteroid content, with densitogram showing UV30 and
UV15 samples compared to PKO control group. Stationary phase: silica gel with F254 fluorescence
indicator. Mobile phase: dichloromethane — methanol (5:1). Observed under UV 254 nm. Samples:
extracts from cultures elicited for 30, 15, 10 and 5 min (UV30, UV15, UV10, UV5); negative control
unexposed to ultraviolet but open for 30 min (PK30); control group left undisturbed in phytotron
conditions (PKO). Ecdysteroids: a — 20-hydroxyecdysone (Rf = 0.33), b - polypodine B (Rf = 0.43).

ol

=

> =
—>

— -

qgao LW15 l!YlO

* . ‘ ‘ ‘ Rycina 4. Chromatogram TLC na obecno$¢ saponin
: - ' 1

triterpenowych. Faza stacjonarna: zel

3 : 47 krzemionkowy. Faza rozwijajaca: butanol
- kwas octowy — woda (4:1:5). Obserwacja
w $wietle widzialnym po wywotaniu 1%
waniling i 5% H,SO,. Probki: ekstrakty
z kultur elicytowanych przez 30, 15, 10
i 5 min (UV30, UV15, UV10, UV5);
kontrola negatywna, niena$wietlana,
naczynie otwarte przez 30 min (PK30);
proba kontrolna rosnaca w warunkach

- pokoju hodowlanego (PKO).
- . . Figure 4. Thin-layer chromatogram demonstrating
triterpenoid saponins. Stationary phase:
silica gel. Mobile phase: n-butanol - glacial
acetic acid — water (4:1:5). Observed in
visible light after derivatization with 1%
vanillin and 5% H,SO,. Samples: extracts
from cultures elicited for 30, 15, 10 and
5 min (UV30, UV15, UV10, UV5); negative
control unexposed to ultraviolet but open
for 30 min (PK30); control group left
undisturbed in phytotron conditions (PKO0).
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Rycina 5. Calkowita zawartos¢ zwigzkéw fenolowych w badanych ekstraktach, wyrazona jako ekwiwalent kwasu
galusowego (GAE) w mg na g suchego wyciagu. Probki: ekstrakty z kultur elicytowanych przez 30,
15,1015 min (UV30, UV15, UV10, UV5); kontrola negatywna, nienaswietlana, naczynie otwarte
przez 30 min (PK30); préba kontrolna rosngca w warunkach pokoju hodowlanego (PK0). Miedzy
warto$ciami §rednimi oznaczonymi tg sama litera nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic przy P
= 0,05 z uzyciem testu Duncana.
Figure 5. Total phenolic content in tested samples, expressed as gallic acid equivalent (GAE) in mg per gram

of dry extract. Samples: extracts from cultures elicited for 30, 15, 10 and 5 min (UV30, UV15, UV10,
UV5); negative control unexposed to ultraviolet but open for 30 min (PK30); control group left
undisturbed in phytotron conditions (PK0). Mean values with the same letter are not significantly
different at P = 0.05 using Duncan’s Multiple Range test.

(UV5). Utrata wilgotno$ci w PK30 prowadzi do zmian
w poziomie metabolitéw wtérnych poréwnywalnych
do efektow elicytacji UV-B przez 10 minut. Ma to praw-
dopodobnie zwiazek z wysoka wrazliwo$cig roélin in
vivo i kultur pedowych firletki na zmiany wilgotnosci.

Negatywny wplyw elicytacji UV-B na zawartos$¢
ekdysteroidéow przedstawia rycina 3. Densytogram
ukazuje znacznie nizszy poziom 20-hydroksyekdysonu
i polipodyny B w ekstraktach z elicytowanych kultur
wzgledem proby kontrolnej. Spadek zawartosci obu
zwigzkow jest proporcjonalny do ekspozycji na ultra-
fiolet. Podobng zalezno$¢ dotyczaca saponin triterpeno-
idowych obrazuje rycina 4. Szarogranatowe i purpurowe
pasma triterpenoidow sa mniej intensywne na chromato-
gramach w probkach ekstraktow z dluzej elicytowanych
kultur. Waskie, réznobarwne pasma o wspotczynniku Rf
< 0,5 s3 rowniez bardziej wyrazne w probie kontrolnej
niz w probkach elicytowanych roslin.

Oznaczanie calkowitej zawartosci zwiazkow feno-
lowych

Wyniki oznaczen spektrofotometrycznych catko-
witej zawarto$ci zwigzkéow fenolowych przedstawia

182

rycina 5. Zawartos$¢ tych zwiazkéw jest wyraznie
zwigkszona o okoto 20% w préobkach sporzadzonych
z kultur elicytowanych 15 i 30 minut wzgledem préb
kontrolnych. Wzrost ten jest istotny statystycznie.
Widoczna jest réwniez niewielka réznica miedzy pré-
bami kontrolnymi - kontrola negatywna PK30 (brak
ekspozycji na UV z jednoczesna utratg wilgotnosci)
wskazuje na istotny statystycznie wzrost zawartosci
polifenoli wzgledem kontroli PKO.

Dyskusja

Rézne czynniki stresowe, aktywujac szlaki
biosyntetyczne metabolizmu wtérnego, powoduja
wiekszg produkeje i akumulacje obronnych zwigzkéw
chemicznych (fitoaleksyn) w komdrkach roslinnych.
Przy wzglednie niskim natezeniu stresora urucho-
mione zostajg mechanizmy adaptacyjne polegajace na
aktywacji ekspresji gendw i biosyntezie metabolitow
wtornych. Zbyt silny czynnik stresowy, przewyzsza-
jacy mozliwos$ci adaptacyjne rosliny, prowadzi do
uszkodzen makromolekut i struktur komérkowych,
zwigzane z tym zalamanie metabolizmu i zaburzenia
morfologii, do obumarcia wlacznie [3,7].
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Elicytacja promieniowaniem UV-B szeregu rolin-
nych systemow in vivo i in vitro, opisywana w licznych
pracach, wykazata wzrost biosyntezy metabolitow
wtornych z réznych grup chemicznych, zwykle propor-
cjonalny do czasu ekspozycji w zakresie eustresu. Przy
bardzo intensywnej irradiacji (dystres) odnotowywano
postepujacy spadek zawarto$ci metabolitow i zabu-
rzong morfologie roélin, co wskazuje na konieczno$¢
dobrania odpowiedniego natezenia elicytora i czasu
ekspozycji w celu uzyskania optymalnego zwigksze-
nia biosyntezy metabolitéw wtérnych i parametréw
wzrostu [2,11].

W przedstawionym badaniu, dobdr odpowiedniej
mocy lampy oraz jej ustawienie zostal oparty o dane
z pracy Felipe i wsp. [12]. Ponadto, wstepne badania
wlasne kultur L. flos-cuculi, pozwolily wyznaczy¢
optymalne parametry do§wiadczenia: dlugos¢ czasu
nas$wietlania, odlegto$¢ lampy od naswietlanych
ro$lin, ocene morfologiczng préob. Na tej podstawie
do eksperymentu uzyto lampy o mocy 20 W, o spek-
trum emisyjnym obejmujacym wickszo$¢ zakresu
UV-B, ustawionej nad roslinkami w odleglosci 30 cm.
Przeglad prac opisujacych zastosowanie ultrafioletu
w procesie elicytacji kultur in vitro pozwolil zaplano-
wacé schemat i przebieg doswiadczenia [2,13,23].

Spektrum absorpcyjne zwigzkéw fenolowych,
takich jak kwasy fenolowe i flawonoidy, obejmuje
zakres ultrafioletu. Najczestszg odpowiedzig obronng
ro$liny na wysoka ekspozycje UV jest wzrost syntezy tej
grupy zwiazkow [4]. Elicytacje ultrafioletem, zaréwno
z zakresu UV-B jak i UV-C, zastosowano z powodze-
niem w licznych eksperymentach biotechnologicznych
majacych na celu zwigkszenie produkcji metabolitéw
wtdérnych z réznych klas zwigzkdéw. Naswietlanie
UV-B kultur kalusa i kultur zawiesinowych Echinacea
purpurea doprowadzilo do zwigkszenia parametrow
wzrostu biomasy, zwieckszonej akumulacji zwigzkow
fenolowych, gléwnie pochodnych kwasu kawowego,
oraz wzrostu aktywnosci antyoksydacyjnej wyciagu
z kalusa [23]. Irradiacja roslin z rodzaju Alternanthera
spowodowala wzrost biosyntezy flawonoidow, beta-
cyjanin i betaksantyn, zwiazkéw zaangazowanych
w absorpcje promieniowania UV-B [24]. Znaczny,
nawet 3-krotny wzrost akumulacji zwigzkow fenolo-
wych zaobserwowano w elicytowanych UV-B kultu-
rach Deschampsia antarctica, jedynego gatunku trawy
endemicznego dla Antarktyki, a wiec obszaru o zubo-
zonej ozonosferze i wiekszej ekspozycji na ultrafiolet
[25]. Réwniez w niniejszej pracy skutkiem elicytacji
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UV-B byl proporcjonalny do ekspozycji wzrost akumu-
lacji kilku kwasow fenolowych. Jednoczesnie odnoto-
wano spadek poziomu flawonoidéw, jednak oznaczona
w elicytowanych roélinach catkowita zawarto$¢ zwigz-
kow fenolowych jest wyzsza niz w prébie kontrolne;.

Przykladem skutecznej elicytacji zwigkszajacej
poziom innej grupy metabolitow sg kultury pedowe
Physalis peruviana, traktowane UV-B, w wyniku ktorej
wykazano zwiekszong aktywno$¢ syntazy skwalenu,
enzymu niezbednego dla syntezy triterpenoidow
i steroidow. Krétka, 15-minutowa ekspozycja skut-
kowata 7-krotnym wzrostem biosyntezy zwigzkow
steroidowych z grupy witanolidéw [26]. Korzystny
wplyw promieniowania UV-B na produkcje ekdy-
steroidow, hydrofilowych zwigzkow steroidowych,
przedstawia praca dotyczaca Pfaffia glomerata [12].
W elicytowanych roslinach osiaggnieto podwyzszona
akumulacje ekdysteroidéw, udowodniono réwniez
wplyw UV-B na ekspresje genéw odpowiedzialnych
za ich biosynteze. W badaniach wtasnych nad L. flos-
-cuculi, gatunkiem réwniez bogatym w ekdysteroidy,
nie udato si¢ doprowadzi¢ do zwigkszenia ich akumu-
lacji. Wykazano odwrotng zaleznos¢ miedzy czasem
ekspozycji na ultrafiolet a ich poziomem w biomasie
(rycina 3). Elicytacja promieniowaniem UV-B réznych
systemow kultur in vitro Catharanthus roseus, skutko-
wata znacznym zwiekszeniem produkcji winblastyny,
winblastyny i katarantyny, cennych terapeutycznie
alkaloidow indolowo-terpenowych [7,8].

Gléwnym szlakiem sygnalizacji odpowiedzialnym
za reakcje na promieniowanie UV jest szlak receptora
UVRS (ang. ultraviolet receptor 8). Bialko to wyste-
puje w cytozolu komorki roélinnej jako homodimer,
ktéry absorbujac ultrafiolet rozpada si¢ na monomery.
Ulegaja one reakcji z ligazg ubikwityny COP1 (ang.
constitutively photomorphogenic 1) prowadzac do
transdukcji sygnatu i aktywacji czynnikéw transkryp-
cyjnych HY5 (ang. elongated hypocotyl 5) oraz HYH
(ang. HY5 homologue), ktére z kolei doprowadzaja do
ekspresji licznych genéw kontrolujacych biosynteze
metabolitéw wtérnych [22]. Wazna role w sygnalizacji
stresowej odgrywajg réwniez jony Ca®* i reagujace na
nie kalmoduliny oraz ich analogi (CML, ang. calmo-
dulin-like proteins), a takze kinazy klasy CDPK (ang.
calcium-dependent protein kinase) [8].

W pracy zwrdcono uwage na kwestie techniczna
dotyczaca elicytacji kultur promieniowaniem UV
w warunkach aseptycznych, ktéra wymagata odpo-
wiedniego podejscia metodologicznego. Z uwagi na
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silne pochlanianie promieniowania UV przez szklo,
konieczne jest zaréwno dobranie wlasciwego naczy-
nia hodowlanego (np. stoika z szerokim otworem),
jak i jego otwarcie podczas ekspozycji na ultrafiolet.
Wskutek tego wraz z czasem ekspozycji spada wil-
gotnos$¢ panujaca w naczyniu hodowlanym, czego
nastepstwem moze by¢ uszkodzenie rosliny np. przez
jej odwodnienie prowadzace do stresu osmotycznego.
Dodatkowo proces ten jest przyspieszony przez ciagly
przeptyw powietrza w komorze laminarnej. Nagte
zmniejszenie wilgotnosci stanowi zatem dodatkowy
czynnik stresowy i potencjalny elicytor. Z tego wzgledu
do badan opisywanych w niniejszej pracy wlaczono
grupe kontrolng majaca na celu okreslenie wptywu
utraty wilgotnoéci przez najdluzszy czas przezna-
czony na napromieniowanie UV, lecz bez samej irra-
diacji. Uzyskane wyniki sugeruja wzrost zawarto$ci
niektérych metabolitéw wtérnych spowodowany
samym spadkiem wilgotnosci (ryciny 1,2,5). Znang
w biotechnologii roslin reakcjg na spadek wilgotnosci
lub powodujaca stres osmotyczny elicytacje glikolem
polietylenowym czy mannitolem jest wzrost syntezy
zwigzkow fenolowych [4].

Elicytacje przeprowadza si¢ czesto uzywajac kom-
binacji réznych elicytoréw, aby wzmocnic¢ intensyw-
no$¢ zabiegu biotechnologicznego. Promieniowanie
UV-B stosowano m.in. w polgczeniu z jasmonianem
metylu [13] lub okresowym podwyzszaniem tempe-
ratury [26]. Wysoka efektywno$cig odznacza si¢ row-
niez faczenie elicytoréw abiotycznych z biotycznymi,
wykazujgcymi zréznicowana aktywnosé wobec tkanek
roélinnych i prowokujacych reakcje obronne zwigzane
z okre$long grupa metabolitéw wtdrnych. Ostateczny
efekt dziatania elicytoréw jest $cisle powigzany z fazg
wzrostu i wiekiem kultury [1].

Podobne lub nawet wyzsze czasy ekspozycji
réznych systeméw in vitro na ultrafiolet stosowano
w innych eksperymentach elicytacji, przy poréwny-
walnej mocy lampy (20 W) i umiejscowieniu Zrédta
promieniowania w odlegloéci 30 cm od elicytowanych
kultur. Kalus Echinacea purpurea naswietlano dziennie
przez 2-6 godz. [23]. Kultury korzeni wlo$nikowych
Salvia miltiorrhiza poddawano ekspozycji na UV-B
przez 40 minut dziennie przez 9 dni [13].
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Na tle podobnych eksperymentdw, rezultaty eli-
cytacji UV-B kultur L. flos-cuculi sugeruja znaczna
wrazliwo$¢ badanego gatunku na czynniki stresowe.
Wryniki analiz TLC wskazuja, ze poziom wielu meta-
bolitow wtornych charakterystycznych dla firletki
poszarpanej (ekdysteroidy, flawonoidy, triterpenoidy)
maleje wraz z dlugo$cia ekspozycji na promieniowa-
nie UV-B. Wyjatek stanowig kwasy fenolowe, ktorych
akumulacja w elicytowanych kulturach jest wyraznie
wyzsza, proporcjonalnie do ekspozycji, w stopniu
statystycznie istotnym.

Stres fotooksydacyjny wystepujacy w komérkach
elicytowanych roslin stwarza zagrozenie dla integral-
nosci materiatu genetycznego i stanowi obcigzenie
dla metabolizmu, wyczerpujac rezerwy endogennych
antyoksydantow. Biorac pod uwage role kwasow
fenolowych jako strukturalnie prostych metabolitow
wtérnych o silnych wlasciwos$ciach antyoksydacyjnych,
zdolnych do zmiatania wolnych rodnikéw i jedno-
cze$nie absorbujacych ultrafiolet w zakresie bliskim
UV-B, zwiekszenie biosyntezy tej grupy zwigzkow jest
zrozumiale [2,27]. Ponadto, jednym z nastepstw elicy-
tacji UV-B jest wzrost aktywnoéci enzymu PAL (amo-
niakoliaza fenyloalaniny, ang. phenylalanine-ammonia
lyase), istotnego w syntezie kwasow fenolowych [7].

Przedstawiona technika elicytacji opisuje metode
zwigkszenia biosyntezy kwaséw fenolowych w bada-
nym gatunku. Metoda nie prowadzi do zwickszenia
akumulacji ekdysteroidéw i saponin triterpenoidowych
w badanym taksonie. Opracowany model elicytacji
UV-B moze by¢ jednak zastosowany do elicytacji
innych taksonéw, zaréwno jako pojedynczy stresor lub
w pofaczeniu z elicytorami biotycznymi.
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