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Summary

In this study, we examined the effect of plant growth regulators (2, 4-D,
6-BAP) and steroidal hormone (17-p-estradiol) on a quantity of diosgenin in cal-
lus tissue of Polygonatum verticillatum (L.) All.

The callus grown in in vitro conditions on MS medium with; 1/1, 2/2, 5/5,
10/10 (Img/dm31 2,4-D/Img/dm3] 6-BAP) and 1/1/1,2/2/2, 5/5/5, 10/10/10 ([mg/dm31
2,4-D/(pM/dm3j 17-p-estradiol/(mg/dm3) 6-BAP) was used for the densitometric
analysis to determine the presence of diosgenin. The content of diosgenin
ranged from 0,0642 to 1,1458%. An increase in diosgenin content due to addi-
tion of 6-BAP and 2,4-D was observed. The developed procedure was estimated
by statistical analysis which indicates that it can be used for routine analysis.

Key words:
callus, in vitro culture, diosgenin, 2,4-D, 6-BAP, 17-p-estradiol, auxins,
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1. Wstep

W badaniach przeprowadzonych w Katedrze Farmakognozji
CM U (1) stwierdzono, ze Polygonatum verticillatum (L.) Ali. -
kokoryczka okétkowa oraz inne wystepujace na terenie Polski
gatunki rodzaju Polygonatum zawierajg saponozydy steroidowe.
Zwiazki te, a w zasadzie ich aglikon - diosgenine, wykorzystuje sie
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w potsyntezie hormonéw steroidowych. Przeksztalcenie diosgeniny w progesteron
jest wynikiem acetylacji, utleniania, hydrolizy alkalicznej i utleniania Oppenauera
(2,3). Dotychczas, do izolacji tego zwigzku na skale przemystowg wykorzystywane
sgq najczesciej gatunki rodzaju Dioscorea rosngce w strefie klimatu tropikalnego.

Nalezy podkresli¢, ze zawarto$¢ diosgeniny w ktgczach gatunkéw rodzaju Dioscoreo,
gdzie wystepuje ona Srednio w ilosci od 2 do 8% (4,5), jest znacznie wyzsza niz
w tkankach gatunkéw wystepujacych lub uprawianych w Polsce.

W krajowych roslinach lub w Polsce uprawianych, obecnos¢ diosgeniny stwier-
dzona zostata: w nasionach Trigonello coeruleo Ser. - kozieradka btekitna (0,2-0,8%)
(6), w nasionach Trigonella foenum-graecum L. - kozieradka pospolita (0,2-0,8") (6),
w tkance kalusowej Trigonella foenum-graecum L. (0,1-0,16%) (7), w zielu i kigczach
Maianthemum bifolium L. - konwalijka dwulistna (8), w podziemnych i nadziemnych
organach wegetatywnych Polygonatum multiflorum (L.) Ali. - kokoryczka wielokwia-
towa i Polygonatum odoratum (Mili.) Druce - kokoryczka wonna (w obu gatunkach
znikoma zawarto$¢ diosgeniny) (1,9) oraz w Polygonatum verticillatum (L.) Ali. - ko-
koryczka okétkowa (1,4-3,17%) (1).

Podobieristwo budowy diosgeniny do progesteronu uzasadnia pozyskiwanie jej
z ro$lin w celu produkcji hormondw piciowych i kortykosteroidéw. Z przebadanych
do tej pory krajowych gatunkoéw najwyzszg zawartos¢ tego zwigzku wykazuje koko-
ryczka okotkowa - Polygonatum verticillatum (L.) Ali. Ro$lina ta, jak dotychczas, jest
jedyna rosnaca w strefie klimatu umiarkowanego, o tak wysokiej zawartosci diosge-
niny, stwarzajagca mozliwosci wykorzystania tego gatunku do produkcji hormonéw
steroidowych.

2. Cel badan

Gtownym celem badan jest okreslenie wplywu, zastosowanych w réznych pro-
porcjach, regulatoréw rozwoju roslin (tj. kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D),
6-benzyloaminopuryny (6-BAP)) (10) oraz hormonu steroidowego (tj. 17-p-estradiolu
(17P-E)) (11) na zawartos¢ diosgeniny w tkance kalusowej Polygonatum verticillatum
(L.) Ali. (12) oraz opracowanie metody densytometrycznego oznaczania zawartosci
diosgeniny w ekstraktach roslinnych.

Oznaczenie ilosci diosgeniny w tkance kalusowej w hodowli in vitro umozliwi po-
réwnanie jej z zawartoscig diosgeniny w roslinie rosnacej w stanie naturalnym.

3. Materiat i metody
Do analizy wykorzystana zostata tkanka kalusowa Polygonatum verticillatum (L.)

Ali. Tkanke kalusowa otrzymano z czesci hipokotylowej kietkujacych z nasion sie-
wek. Nasiona pozyskano ze stanowisk naturalnych kokoryczki okétkowej znajdu-
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jacych sie na obrzezach aglomeracji krakowskiej, na terenie Tatr i Pienin oraz
z ogrodéw botanicznych Wroctawia, Warszawy, Berna, Ztirichu, Innsbrucka, Gene-
wy i Wiednia.

Nasiona odkazano przez mechaniczne oczyszczenie i przeptukanie ich w wodzie
redestylowanej, a nastepnie poddanie chemicznej sterylizacji 70° alkoholem etylo-
wym przez 60 sekund w celu odtluszczenia i odpowietrzenia powierzchni odka-
zanej. Umozliwito to lepsza penetracje wtasciwego roztworu odkazajacego, jako
gtowny srodek sterylizujgcy zastosowano 0,]% roztwoér HgCl2 przez 30 minut z do-
datkiem zwilzacza zmniejszajgcego napiecie powierzchniowe w postaci preparatu
Tween 20 (roztwor 0,05%). Dezynfekcje kornczyto trzykrotne pilukanie odkazonych
nasion w sterylnej wodzie redestylowanej. Pierwsze ptukanie trwato 60 sekund,
a nastepne dwa ptukania po 5 minut.

W celu indukcji rozwoju tkanki kalusowej z czesci hipokotylowej siewek, rozwi-
jajacych sie z nasion, najlepsze wyniki uzyskiwano stosujgc state podtoze Murashige
| Skooga (MS) zawierajace 100 mg/dm” mezo-inozytolu, 30 g/dm” sacharozy,
2 mg/dm” 2,4-D i | pM/dm” 17-p-estradiolu, doprowadzone do pH 5,6-5,8, zestalone
0,6% agarem. Podloze wyjatawiano w autoklawie pod cisnieniem 0,1 MPa, w tempe-
raturze 120°C przez 20 minut. Podczas doswiadczenia utrzymywano temperature:
22°C (noc) i 26°C (dzien), 16-godzinny fotoperiod (promiennik FLUORA® firmy OSRAM
emitujgcy gtdwnie promieniowanie z niebieskiego i czerwonego obszaru widma)
0 natezeniu Swiatta okoto 1500 lukséw i 60% wzgledna wilgotnos¢ powietrza (13,14).
W opisanych warunkach tkanka kalusowa powstajgca z hipokotylowej czesci siewek
byta mozliwa do uzyskania po 7 tygodniach od poczatku inkubacji nasion.

W celu sprawdzenia wplywu regulatoréw wzrostu roslin oraz hormonu steroido-
wego na zawartosé diosgeniny w badanej tkance kalusowej zastosowano 9 warian-
tzéylv S}a’;ej pozywki MS. Do poi}/wki dodano odpowiednio: 1/1,2/2, ?/5, 10/10 i[mlv?/dm;‘\]

,4-D/[mg/dm3] 6-BAP) oraz 1/1/1, 2/2/2, 5/5/5, 10/10/10 ([mg/dm”] 2,4-D / [pM/dm*}
17-p-estradiolu/[mg/dm”] 6-BAP). Zastosowano takze pozywke MS bez dodatku re-
gulatoréw wzrostu roslin oraz hormonu steroidowego. Tkanke kalusowg (podzie-
long na 3 grupy) pasazowano co 3 tygodnie oraz co 6 tygodni stosujgc opisany
16-godzinny fotoperiod, a takze co 3 tygodnie hodujac badang tkanke w ciemnosci).

Hodowana w ten sposéb tkanka kalusowa po 18 miesigcach stanowita podstawe
do dalszej analizy ilosciowej.

Do analizy densytometrycznej wykorzystano ekstrakty otrzymane z rozdrobnio-
nej i przesianej przez sito 1,6 mm tkanki kalusowej. Nawazki badanych surowcow
(0,5 g w 3 probkach tkanki kalusowej dla kazdego z 9 wariantow pozywki MS) zwil-
zano woda destylowang (pH 6) i inkubowano w cieplarce w temperaturze 40°C
przez 24 godziny. Z wilgotnych prébek umieszczonych w kolbkach okragtodennych
po dodaniu 50 ml metanolu ekstrahowano saponozydy w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika przez | godzine. Ekstrakcje powtarzano trzykrotnie, a potaczone
ekstrakty metanolowe zageszczano do sucha. Do zageszczonych ekstraktow doda-
no po 20 ml 3 M metanolowego roztworu chlorowodoru i prowadzono hydrolize
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W temperaturze wrzenia przez 3 godziny. Hydrolizaty rozcieficzano dwukrotnie
wodg, odparowywano metanol i wytrzasano pieciokrotnie po 3 minuty w rozdziela-
czu z 15 ml eteru etylowego w celu eluowania aglikonéw. Warstwa eterowa po od-
parowaniu i rozpuszczeniu suchej pozostatosci w chloroformie oraz po przeniesie-
niu do kolbek miarowych o pojemnosci 10 ml, zostata uzyta do analizy chromato-
graficznej (1).

Chromatografie cienkowarstwowg (TLC) prowadzono na ptytkach firmy Merck (Alu-
folien Kieselgel 60 bez wskaznika fluorescencyjnego, art. nr 1.05553.). Na plytki chro-
matograficzne nanoszono aplikatorem LINOMATIV firmy CAMAG (Mutenz - Szwajca-
ria) wzorcowy 0,05% chloroformowy roztwoér diosgeniny (227 Ih Diosgenin pure
KOCH-LIGHT LABORATORIES LTD) w ilosci 2 pl oraz od 10 do 30 pl prébek badanych.
Chromatogramy rozwijano technikg wstepujaca na drodze 10 cm w fazie ruchome;j:
n-heksan : aceton (4 : 2) w komorze chromatograficznej firmy Merck (22 x 12 x 4
cm). Po rozwinieciu suszono strumieniem powietrza, spryskiwano 16% wodnym roz-
tworem kwasu siarkowego i ogrzewano w temperaturze 100-105°C przez 2 minuty.

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

4. Wyniki i dyskusja

Wyniki eksperymentdw mozna podsumowac¢ w nastepujacych punktach:

1) opracowano skuteczng metode dezynfekcji nasion; kietkowato Srednio 34%
z wysianych nasion, inkubowanych w temperaturze 26°C,

2) dzieki zastosowaniu podtoza MS z dodatkiem 2 mg/dm™ 2,4-D i | pM/dm”
17-p-estradiolu uzyskano tkanke kalusowag z hipokotylowej czesci siewek,

3) zoptymalizowano metode przygotowywania ekstraktéw z materiatu roslinne-
go stuzacych do poOzniejszej analizy ilosciowej poprzez zwielokrotnienie procesu
eluowania aglikonéw, co w efekcie dato zwiekszenie wydajnosci pozyskiwania dios-
geniny z surowca, w porownaniu do metody zastosowanej w pracy (1),

4) opracowano densytometryczng metode oznaczania diosgeniny w ekstraktach
z tkanki kalusowej Polygonatum verticillatum (L.) AlK,

5) przy zastosowaniu ptytek chromatograficznych pokrytych zelem krzemionko-
wym 60 i fazy ruchomej: n-heksan : aceton (4 : 2) uzyskano dobry rozdziat zwigzkow
umozliwiajgcy densytometryczne oznaczenie diosgeniny,

6) dla poszczegodlnych plam zwigzkéw zarejestrowano widma absorpcji w zakre-
sie 350-600 nm i ustalono analityczng dtugos¢ fali dla diosgeniny przy X = 500 nm,

7) oznaczono procentowg zawartos¢ diosgeniny w badanych prébkach (tab.),

8) w analizie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze zastosowang metode cechuje
czuto$¢ rzedu 5 x 10™ mg x ml ~

9) wyznaczona krzywa kalibracji zachowuje liniowos¢ w szerokim zakresie ste-
zeh od 0,5 [mg x m"l x 10" do 40 [mg x mf’| x O™ (rys.).
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10) w ustalonych warunkach uzyskano powtarzalne wyniki. Mieszczg sie one
w granicach od 0,0642 do 1,1458%.

Tabela

Zawarto$¢ diosgeniny w probkach tkanki kalusowej Polygonatum verticillatum (L.) Ali. uzyskanych na
ré6znych wariantach pozywki MS

Dodatki do pozywki MS Srednia arytm. Odchylenie Wsp6tczynnik
2,4-D 17p-E 6-BAP zawart. diosg. standardowe zmienno$ci
[mg/dm5] [liM/dmA] [mg/dm3] X 1ol S v
- - - 0,1590 0,000204 12,8476
1 - 1 0,1670 0,000131 7,8504
A 1 1 1 0,0642 7,15E-05 11,1492
a 2 - 2 0,1629 4,51E-05 2,7665
i 2 2 2 0,1168 9,91E-05 8,4836
B 5 - 5 0,1875 0,000105 5,5881
5 5 5 0,1515 6,43E-05 4,2460
10 - 10 0,1353 0,000151 11,1367
10 10 10 0,2524 0,000169 6,7079
_ _ - 0,2154 0,000154 7,1665
1 - 1 0,2121 9.91E-05 4,6704
1 1 1 0,1374 0,00011 7,9994
° 2 - 2 0,2644 0,000143 5,4203
2 2 2 0,1203 0,000192 15,9394
5 - 5 0,2095 0,000172 8,1967
5 5 5 0,2217 8,18E-05 3,6879
10 - 10 0,1952 0,000198 10,1196
10 10 10 0,1982 0,000197 9,9527
*G - - - 0,1487 0,0001.38 9,2643
1 - 1 0,1276 0,000113 8,8841
1 1 1 0,6465 0,000439 6,7833
2 - 2 1,1458 0,000832 7,2583
c 2 2 2 0,5122 0,000257 5,0219
& 5 - 5 01834 0,000159 8,6458
5 5 5 0,1434 0,000151 10,5595
orsj 10 - 10 0,8850 0,000753 8,5125
o. 10 10 10 0,1541 0,000123 7,9868
Srednia arytmetyczna z oznaczen x = 0,26.36%, odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej  — 0,002495%, przedziat

ufnosci $éredniej arytmetycznej dla przyjetego prawdopodobieristwa 95% (a = 0,05) wynosi od 0,2626 do 0,2646%;
Tl = 0,2636 = 0,001).
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diosgenina
y = 378,28 + 375,75 x x

y Regresja

p "
10 20 30 40 95% p. ufnosci

C[mg mil~ 107

Rys. 1. Krzywa kalibraciji.

Informacje dotyczgce wplywu 17-p-estradiolu na procesy fizjologiczne roslin
przedstawione w (9) stanowity przestanke do podjecia badah wplywu tego zwigzku
na zawartos¢ w niej diosgeniny. Wyniki badan przedstawione w tabeli wskazuja, ze
wplyw 17-p-estradiolu nie ma istotnego znaczenia na zawartos¢ diosgeniny. Jedyne
odstepstwo mozna byto zaobserwowaé w tkance kalusowej pasazowanej co 6 tygod-
ni po dodaniu duzej ilosci (10 pM/ dm”) tego zwigzku, ale réwniez w tej samej prob-
ce dodano po 10 mg/dm” 2,4-D oraz 6-BAP. W tej sytuacji przedwczesne byloby
stwierdzenie, ze przyrost ten jest skutkiem dodania 17-p-estradiolu.

Natomiast oceniajgc wptyw zwigzku 6-BAP, ktéry dodawany tgcznie ze zwiagz-
kiem 2,4-D w jednakowych iloSciach w sposéb nieznaczny, ale widoczny wykazuje
dodatnig korelacje z zawartoscig procentowg diosgeniny w badanej tkance pasa-
zowanej co 3 i co 6 tygodni, w warunkach 16-godzinnego fotoperiodu. Uwagi te do-
tycza usrednionych wartosci wynikéw procentowej zawartosci diosgeniny (dla tych
samych iloéci dodawanych zwigzkéw: 6-BAP i 2,4-D). Eksperyment przeprowadzony
na tkance pasazowanej co 3 tygodnie, hodowanej w warunkach braku dostepu
Swiatta nie potwierdza ww. oceny.

5. Wnioski

1. Stwierdzono korzystny wplyw 6-benzyloaminopuryny (6-BAP) oraz kwasu
2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D) na zawartos¢ diosgeniny w tkance kalusowej.
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2. Wiasciwie dobrane warunki oznaczania pozwalajg uzyska¢ zadowalajacg po-
wtarzalnos¢ wynikéw, a metode cechuje szeroki zakres liniowosci, czutos¢ rzedu
5 x 10 mg x ml ' oraz krotki czas wykonywania oznaczenia (okoto | godz.).

3. 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.
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