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Summary

In this study, we examined the effect of; coconut water (CW), plant growth
regulators NAA - a-naphthaleneacetic acid, IBA - indole-3-butyric acid,
2,4-D-2,4-dichlorophenoxyacetic acid as well as 6-BAP - 6-benzyl amintpurine
and steroidal hormones (progesterone, estriol, estrone, 17-p-estradiol, andro.terone,
androstendione) on callus of Polygonatum verticillatum (L.) All. induction

The best callus formation was obtained from the hypocotyl part ol plants
cultivated from the seeds after their stratification (two weeks in 4°C)on the
Murashige and Skoog (MS) medium, which contained: 100 mg/cm” of
myoinositol, 30 g/dm”~ of sucrose, 2 mg/dm”™ of 2,4-D and ! pM/Im™ of
17-p-estradiol. Additionally, the efforts to obtain the callus from underground
parts of P. verticillatum were made. It was done on MS medium conaining:
1 mg/dm~” 2,4-D, | pM/dm” 17-p-estradiol and 2 ing/dm”™O - BAP. The callu; grown
in in vitro conditions was used for the fitochemical analysis to determne the
presence of diosgenin.

Key words:
callus growth, in vitro, 2,4-D, 6-BAP, 17-p-estradiol, auxins, cytdcinins,
Polygonatum verticillatum.

1. Wstep
Gatunki rodzaju Polygonatum wystepujace na terenie Pol:ki za-

wierajg w catej rostinie, a szczeg6lnie w czesciach podziennych,
saponozydy steroidowe. Gtownym aglikonem tych zwiagzkow jest
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diosgenina, ktéra stosowana jest w pétsyntezie 80% produkowanych na $wiecie hor-
monéw steroidowych. Gltownym zrédtem wykorzystywanym do izolacji tego
zwigzku sg gatunki rodzaju Dioscorea rosngce w strefie klimatu tropikalnego, zawie-
rajgce w kigczach srednio od 2 do 8% diosgeniny (1,2).

W tkankach gatunkéw wystepujacych w Polsce obecnos¢ diosgeniny zostata
stwierdzona: w nasionach Trigonello coerulea Ser. - kozieradka btekitna (0,2-0,8%)
(3), w nasionach Trigonella foenum-graecum L. - kozieradka pospolita (0,2-0,8%) (3),
w tkance kalusowej Trigonella foenum-graecum L. (0,1-0,16") (4), w zielu i kigczach
Maianthenuim bifolium L. - konwalijka dwulistna (5), w podziemnych i nadziemnych
organach wegetatywnych Polygonatiim multiflorum (L.) Ali. - kokoryczka wielokwia-
towa i Polygonatiim odoratum (Mili.) Druce - kokoryczka wonna (w obu gatunkach
znikoma zawarto$¢ diosgeniny) oraz w Polygonatiim verticillatum (L.) Ali. - koko-
ryczka okotkowa (1,4-3,17%) (6,7).

Gatunek Polygonatum verticillatum (L) Ali. zawierajacy w czeSciach podziemnych
ponad 3% diosgeniny (7) Jest dotychczas Jedyna, rosnaca w strefie klimatu umiarko-
wanego, rosling o tak wysokiej zawartosci tego aglikonu.

Wysoka zawarto$¢ diosgeniny w kokoryczce okotkowej daje mozliwo$¢ wyko-
rzystania tego gatunku w produkcji hormonéw piciowych i kortykosteroidow.

2. Cel badan

Celem badan Jest optymalizacja zaktadania i prowadzenia hodowli in vitro, a tak-
ze opracowanie metod indukcji tkanki kalusowej z czesci podziemnych oraz z na-
sion tego cennego, ze wzgledu na mozliwos¢ wykorzystania diosgeniny w medycy-
nie, gatunku kokoryczki.

3. Materiat i metody

Materiat do badan pozyskano ze stanowisk naturalnych kokoryczki okétkowej
znajdujacych sie na obrzezach aglomeracji krakowskiej, na terenie Tatr i Pienin oraz
z ogrodoéw botanicznych Wroctawia, Warszawy, Berna, Zurichu, Innsbrucku, Gene-
wy i Wiednia.

W Katedrze Farmakognozji CM UJ przetestowano 21 wariantéw odkazania, kilku
metod stratyfikacji i skaryflkacji nasion oraz 30 r6znych podtozy ptynnych i agaro-
wych. Podstawowy wariant stanowita pozywka MS zawierajgca 100 mg/dm” mezo-
inozytolu, 30 g/dm” sacharozy, doprowadzona do pH 5,6-5,8, zestalona 0,6% aga-
rem, wyjatowiona w autoklawie pod cisnieniem 0,1 MPa, w temperaturze 120°C
przez. 20 minut. Podtoza uzupetniano regulatorami wzrostu: kwasem 2,4-dichlorofe-
noksyoctowym (2,4-D), kwasem naftylo-1-octowym (NAA), kwasem indolilo-3-mas-
towym (IBA) oraz 6-benzyloaminopuryng (6-BAP), wodg kokosowa (CW), a takze hor-
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monami steroidowymi (progesteronem, estriolem, estronem, 17-(3-estradiolem
(17(3-E), androsteronem, androstendionem) w réznych proporcjach (8-10).

Podczas doswiadczenia utrzymywano temperature; 22°C (noc) i 26°C (dzien),
16-godzinny fotoperiod z promiennikiem FLUORA® firmy OSRAM emitujacym gtow-
nie promieniowanie z niebieskiego i czerwonego obszaru widma, o natezeniu okoto
2000 luksow i 60% wzgledng wilgotnos¢ powietrza (11-13).

Do analizy fltochemicznej wykorzystano ekstrakty otrzymane z wysuszonego,
zmielonego i przesianego przez sito 1,6 mm surowca (ktgcza, pedy, kalus). Nawazki
(trzy prébki po 0,5 g) badanych surowcéw zwilzano wodg destylowang (pH 6) i inku-
bowano w cieplarce w temperaturze 40°C przez 24 godziny. Z wilgotnych prébek
umieszczonych w kolbkach okrggtodennych po dodaniu 50 ml metanolu ekstraho-
wano saponozydy w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez | godzing. Eks-
trakcje powtarzano trzykrotnie, a potagczone ekstrakty metanolowe zageszczano do
sucha. Do zageszczonych ekstraktéw dodano po 20 ml 3 M metanolowego roztwo-
ru chlorowodoru i prowadzono hydrolize w temp. wrzenia przez 3 godziny. Hydroli-
zaty rozcienczano dwukrotnie woda, odparowywano metanol i wytrzasano piecio-
krotnie po 3 minuty w rozdzielaczu z 15 ml eteru etylowego w celu eluowania agli-
konéw. Warstwa eterowa po odparowaniu i rozpuszczeniu suchej pozostatosci
w chloroformie oraz po przeniesieniu do kolbek miarowych o pojemnosci 10 ml, zo-
stata uzyta do analizy chromatograficznej (7).

Chromatografie cienkowarstwowa (TLC) prowadzono na ptytkach firmy Merck
(Alufolien Kieselgel 60 bez wskaZnika fluorescencyjnego, art. nr 1.05553.). Na phytki
chromatograficzne nanoszono aplikatorem LINOMAT IV firmy CAMAG (Mutenz -
Szwajcaria) wzorcowy 0,05% chloroformowy roztwér diosgeniny w ilosci od 2 do
4 pl oraz od 2 do 30 pl probek badanych. Chromatogramy rozwijano technika wste-
pujacg na drodze 10 cm w fazie ruchomej: n-heksan : aceton (4 : 2) w komorze chro-
matograficznej firmy Merck (22 x 12x4 cm). Po rozwinieciu suszono strumieniem
powietrza, spryskiwano 16% roztworem kwasu siarkowego i ogrzewano w tempera-
turze 100-105°C przez 2 minuty.

Analizy wykonywano na densytometrze firmy CAMAG (Mutenz - Szwajcaria)
przy dtugosci fali A = 500 nm.

4. Wyniki i dyskusja

Najkorzystniejszg metodg odkazania nasion bylo mechaniczne oczyszczenie
i przeptukanie ich w wodzie redestylowanej, a nastepnie poddanie chemicznej ste-
rylizacji 70° alkoholem etylowym przez 60 sekund w celu odtluszczenia i odpo-
wietrzenia powierzchni odkazanej. Umozliwito to lepszg penetracje wiasciwego
roztworu odkazajgcego, czyli 0,1% roztworu HgCl2, przez 30 minut. Jako zwilzacz
zmniejszajacy napiecie powierzchniowe zastosowano Tween 20 (roztwor 0,05%).
Dezynfekcje zakonczyto trzykrotne ptlukanie odkazonych nasion w sterylnej wo-
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dzie redestylowanej. Pierwsze ptukanie trwato 60 sekund, a nastepne dwa po
5 minut.

Kietkowato $rednio 34% z wysianych nasion, inkubowanych w temperaturze
26°C.

Tkanka kalusowa proliferowata z czesci hipokotylowej siewek po 7 tygodniach
od poczatku inkubacji nasion, a w przypadku fragmentdw kigczy, po okoto 12 tygo-
dniach. Wyniki wptywu regutatorow wzrostu, hormonu steroidowego oraz wody ko-
kosowej na indukcje tkanki kalusowej Polygonatum verticillatum (L)) Ali. przestawio-
no w tabeli.

Tabela

Wplyw wspétdziatania regulatoréw wzrostu, hormonu steroidowego i wody kokosowej na indukcje tkanki
kalusowej Polygonatum verticillatum (L.) Ali. na pozywce MS

Dodatki do podtoza MS (mg/dm~*)* Kalus z siewek (%)

24-D 17p - E 6-B4P 20,5
1 Wy |

24-D 17p - E 6-BAP 49,5
t 2 [im 1

2,4-D 17p - E 6-BAP 36,6
2 1 Jum 2

24-D 17p - E 6-BAP 419
4 2 pM 4

24-D 17p - E - 55,7
2 1 "M -

NAA 17P - E 6-bap 195
2 [ ]im 6

cw NAA 6-BAP 14,4
1% { !

cw NAA 6-B.AP 10,2
2% 1 1

cw 2,4-D 6-BAP 15,4
20% 2 2

(z 30 wariantéw wybrano 9 najlepiej indukujacych powstawanie kalusa);
* - stosujac inne jednostki podano ich oznaczenie.

Analizujac uzyskane wyniki nalezy stwierdzi¢, ze najlepszy wptyw na indukcje
rozwoju kalusa z czesci hipokotylowej siewek, rozwijajgcych sie z nasion (55,7%),
miato state podioze Murashige i Skooga (MS) uzupetnione 2 mg/dm” 2,4-D
i | pM/dm” 17-p-estradiolu.

Korzystne efekty uzyskano po dodaniu do podtoza regulatorow wzrostu i hor-
monu steroidowego w ilosciach: | mg/dm” 2,4-D, 2 pM/dm” 17-p-estradiolu
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i 1 mg/dm” 6-BAP (49,5%) oraz 4 mg/dm” 2,4-D 2 |aM/dm” 17-(3-estradiolu i 4 mg/dm”
6-BAP (41,9%), a takze 2 mg/dm” 2,4-D, | |aM/dm” 17-(3-estradiolu i 2 mg/dm” 6-BAP
(36,6%).

Zadowalajacy wynik przyniosto zastosowanie: | mg/dm” 2,4-D, | pM/dm~
17-p-estradiolu i | mg/dm” 6-BAP (20,5%) oraz 2 mg/dm” 2,4-D, | pM/dm” 17-(3-estra-
diolu i 6 mg/dm” 6-BAP (19,5%).

Stabsze wyniki w tworzeniu sie tkanki kalusowej (14,4 i 10,2%) uzyskano po do-
daniu do podtoza hodowlanego ! i 2% roztworu wody kokosowej facznie z | mg/dm”
kwasu naftylo-1-octowego (NAA) oraz z | mg/dm” 6-benzyloaminopuryny (6-BAP).
Podobne wyniki (15,4%), niezbyt zadowalajgce, otrzymano stosujac 20% roztwor
wody kokosowej z dodatkiem 2 mg/dm” kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego
(2,4-D) oraz 2 mg/dm” 6-benzyloaminopuryny (6-BAP).

Pozostate 21 wariantéw pozywek dawaty wyniki mierne, najwyzej rzedu kilku
procent.

Reasumujac, nalezy podkresli¢, ze najlepszy wptyw na indukcje tkanki kaluso-
wej, z czesci hipokotylowej siewek, uzyskiwano dodajac do pozywki 2,4-D oraz
17-p-estradiol.

Indukcje tkanki kalusowej z fragmentéw kiaczy odnotowano u 14,7% eksplanta-
téw, przy zastosowaniu dodatku do pozywki MS: | mg/dm” kwasu 2, 4-dichlorofe-
noksyoctowego (2,4-D), | pM/dm” 17-p-estradiolu (17P-E) i 2 mg/dm” 6-benzyloami-
nopuryny (6-BAP).

Na podstawie ilosciowej analizy densytometrycznej ekstraktow z tkanki kaluso-
wej oraz z kigczy Polygonatum verticillatum (L.) Ali. potwierdzono wystepowanie
diosgeniny zaréwno w tkance kalusowej ($rednio 0,55%), w kiaczach (Srednio
1,22%), owocach ($rednio 0,015%), jak i w pedach (Srednio 0,014%).

5. Wnioski

1. Przygotowane metody odkazania, stratyfikacji i skaryfikacji nasion oraz eks-
plantatow z klaczy moga by¢ wykorzystane do zaktadania hodowli in vitro Polygonatum
verticillatum (L) All.

2. Zoptymalizowano skfad pozywki najtepiej nadajgcej sie do indukcji tkanki ka-
lusowej kokoryczki okotkowej.

3. Na podstawie przeprowadzonych badan dowiedziono, ze mozliwy jest wzrost
w hodowli in vitro tkanki kalusowej Polygonatum verticillatum (L) Ali.

4. Opracowana metoda analizy densytometrycznej moze by¢ wykorzystana do
iloSciowego oznaczania diosgeniny w ekstraktach z materiatu roslinnego pocho-
dzacego zaréwno z hodowli sztucznej, jak i ze stanowisk naturalnych.

5. Wyniki ilosciowej analizy densytometrycznej zachecajg do zbadania wptywu
sktadu pozywki i warunkéw hodowli na rozw6j oraz na zawarto$¢ diosgeniny
w tkance kalusowej kokoryczki okdétkowe;j.
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6. Wiasciwie dobrane warunki oznaczania pozwalajg uzyska¢ zadowalajaca po-
wtarzalno$¢ wynikow.

6. Podsumowanie

Kalusowanie tkanki zalezne jest nie tylko od gatunku rosliny, ale takze od wpro-
wadzenia modyfikacji w sktadzie pozywki indukujacej rozwdéj kalusa. Szczegdlnie
trudne do osiagniecia jest to w przypadku roslin jednolisciennych, do ktérych nale-
zy kokoryczka okétkowa Polygonatum verticillatum (L.) Ali. (rodzina Liliaceae), m.in. ze
wzgledu na brak przyrostu wtérnego.

Dalsze badania nad oceng wptywu $cisle okreslonych proporcji regulatoréw roz-
woju roslin, hormondw steroidowych oraz czynnikéw fizycznych na przyrost bioma-
sy tkanki kalusowej oraz na zawarto$¢ saponin w tkance kalusowej kokoryczki
okotkowej, a szczegOlnie na ilos¢, interesujacego ze wzgledéw praktycznych, agli-
konu diosgeniny sa kontynuowane. Podejmowane sg takze proby inicjowania proce-
su organogenezy w tkance kalusowej, w celu otrzymania roslin potomnych na-
dajacych sie do aklimatyzacji w uprawach glebowych.
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