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Composition of essential oil from Elsholtzia cristata Willd. shoots
cultured in vitro

Summary

in this work, we studied the composition of essential oil from Elsholtzia
cristata shoot proliferating cultures grown on agar-solidified Murashige and
Skoog medium supplemented with indole-3-acetic acid (0,1 mg/l) and
6-benzyloaminopurine (0,5 mg/l) for 4 weeks. The essential oils from shoots
E. cristata and flowers of regenerated in vitro plants grown in the soil were also
studied. The essential oil was obtained by hydrodistillation and analysed by
GC-MS method. It was found that the essential oils from the shoot cultures,
shoots and flowers of plants were at 0,1, 0,2 and 0,67% (v/w), respectively. The
main component of essential oils isolated from these materials was estragol
(80-90%) in contrast to intact plants and callus tissue with were reported in the
literature to contain mainly elsholtzia ketones.
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1. Wstep

Rodzaj Elsholtzia - marzymieta (Lamiaceae) jest reprezento-
wany przez okoto 20 gatunkdéw wystepujacych w Azji, Afryce
i Europie. Liczne gatunki z tego rodzaju s wykorzystywane
w medycynie ludowej, szczegodlnie w Chinach. W literaturze do-
nosi sie o dziataniu przeciwgrzybowym (1), przeciwwirusowym
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(np. w zakazeniach wirusem Cytomegalovirus hominis) (2) oraz o wtasciwosciach prze-
ciwbakteryjnych (np. w zwalczaniu zakazen przecinkowcem cholery) (3), diuretycz-
nych i Sciggajacych (4) wyciggow z ziela marzymiety. Ziele tej rosliny stosowane jest
rowniez jako srodek przeciwprzeziebieniowy i przeciwbiegunkowy (5).

Za dzialanie lecznicze surowca odpowiedzialne sg gtownie olejki eteryczne,
a takze kwasy fenolowe i sterole (6). W zielu badanego przez nas gatunku E. cristata
Willd. (syn. E. ciliata (Thunb.) Hyl., E. patrini Garcke) - marzymieta grzebieniasta
(syn. elszolcja orzesiona) stwierdzono obecnos$¢ kwasow ttuszczowych: palmityno-
wego, linolowego, linolenowego oraz kwasu ursolowego i steroli m.in. p-sitosterolu
(7). Surowiec ten zawiera réwniez szereg zwigzkéw flawonoidowych (8), grupe
zwigzkow pochodnych furanu okreslanych jako, elsholtzia ketony (9,10) oraz olejek
eteryczny (11).

Celem pracy byto okres$lenie zawartosci i skltadu olejku eterycznego w pedach
E. cristata namnozonych metoda in vitro i w zregenerowanych roslinach hodowanych
w glebie.

2. Materiat i metody

Materiatem wyjsciowym byty nasiona Elsholtzia cristata otrzymane z Ogrodu Ros-
lin Leczniczych Akademii Medycznej we Wroctawiu. Nasiona sterylizowano w roz-
tworze ACE (preparat handlowy) rozcienczonym wodg destylowanag 1:1 (v/v) przez
20 minut. Nastepnie ptukano je trzykrotnie w wodzie destylowanej i umieszczano
w ciemnosci, na agarowym podtozu Murashige i Skooga (MS) bez regulatoréw wzro-
stu. Po 2 tygodniach z nasion pozyskano siewki, ktére stanowity zrédio eksplanta-
téw dla kultury pedéw. W tym celu wierzchotki pedéw (dt. 0,5 cm) umieszczano na
agarowym (0,7%) podtozu MS z regulatorami wzrostu. Podloze zawierato cytokinine
BAP (6-benzyloaminopuryna) lub zeatyne w stezeniu 0,5 i 1| mg/l oraz auksyne |IAA
(kwas indolilo-3-octowy) w stezeniu 0,1 mg/l. Po 4 tygodniach okreslano liczbe pe-
dow uzyskanych z jednego eksplantatu (wspoétczynnik proliferacji) oraz ich $rednig
diugos¢. Namnazanie pedéw prowadzono przez trzy kolejne 4-tygodniowe pasaze.
W celu ukorzeniania, pedy po 4-tygodniowym okresie wzrostu, przenoszono poje-
dynczo na agarowe podioze MS bez regulatoréw wzrostu lub zawierajace jedng
z nastepujgcych auksyn: NAA (kwas a-naftylo-1-octowy), IBA (kwas indolilo-3-mas-
towy) lub \AA, w stezeniach 0,1 lub | mg/l. Dla kazdego wariantu doswiadczenia wy-
korzystano 20 pedow. Po 3 i 4 tygodniu hodowli okreslano procent ukorzenionych
pedow i diugosc¢ korzeni. Namnazanie i ukorzenianie pedéw prowadzono w fitotro-
nie w temperaturze ok. 25°C, wilgotnosci 80-90%, przy ciaglym oswietleniu o nate-
zeniu 40 pM m'\s’’. Ukorzenione in vitro roslinki po 4 tygodniach przenoszono do
doniczek wypetnionych mieszaning: torf, piasek, ziemia ogrodnicza (3:3:4) (v/viv).
Rosliny te hodowano w szklarni przez 6 tygodni. ldentyfikacja roslin zostata prze-
prowadzona przez Witostawskiego (Instytut Biologii Srodowiskowej, Zaktad Botani-
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ki Ut). Egzemplarz E. cristato zdeponowano w zielniku Zaktadu Biologii i Botaniki
UM w todzi.

W namnozonych in vitro pedach oraz w pedach zregenerowanych in vitro ro$lin
hodowanych w doniczkach okreslano zawartosc¢ i sktad olejku eterycznego. Osobno
analizowano cze$¢ kwiatostanowsg i czes¢ dolng pedoéw (liscie + todyga). Materiat
roslinny suszono na powietrzu. Olejki eteryczne pozyskiwano metodg destylacji
z parg wodng z uzyciem aparatu Derynga. Skiadniki olejku byly rozdzielane metodag
chromatografii gazowej. Do analizy uzyto chromatografu gazowego firmy Carlo-
-Erba HRGC 5300 MEGA, kolumna kapilarna CP Sil 5 GB o dtugosci 30 m, Srednicy
wewnetrznej 0,25 mm, grubosci filmu 0,25 )am. Programowana temperatura kolum-
ny 60-300°C, przyrost temperatury 4°C/min, temperatura dozownika 320°C, tempe-
ratura detektora 310°C, predkos¢ przeptywu gazu (azotu) 0,8 cm”/min. Dla analizy
sktadnikow olejku zastosowano metode chromatografii gazowej potgczonej ze spek-
trometrig masowa. Uzyto spektometru masowego MD 800 sprzezonego z chroma-
tografem gazowym firmy Eisons GC 3000 z kolumng kapilarng CP Sil 5 GB. Gaz nos-
ny: hel, energia jonizacji 70eV, temperatura zrédta jonéw 250°C. Skfadniki identyfi-
kowano poréwnujac indeksy retencji (Rl) i widma MS z wzorcami zgromadzonymi
w bibliotece wlasnej IPCHZ Pt i literaturg (12). Obecno$¢ estragolu (indeks retenciji
Rl 1196) potwierdzano poréwnujac z substancjg wzorcowa, gtdbwnym sktadnikiem
olejku estragonowego francuskiego Artemisia dracunculus L. oraz analizg "H-NMR,
250 MHz, 5 (ppm): 7,14 i 6,84 (dwa d, j = 8,7 Hz, 4 H), 5,94 (m, | H), 5,06 (m, 2 H),
3,79 (s, 3 H), 3,33 (d,j = 6,7 Hz, 2 H); zgodne z (13).

3. Wyniki i dyskusja

Z przeprowadzonych badan wynika, ze Elslioltzia cristata Willd. posiada duzag
zdolno$¢ do proliferacji pedéw bocznych, gdy eksplantatami sg szczytowe czesci
pedu hodowane na statym podtozu MS w obecnosci auksyny i cytokininy. W tabe-
li | przedstawiono zmiany wspoéiczynnika proliferacji pedéw podczas 4-tygodnio-
wego okresu hodowli. Stwierdzono, ze obie zastosowane cytokininy BAP i zeatyna
sg odpowiednie dla namnazania pedéw E. cristata. Po 4 tygodniach z jednego eks-
plantatu (wierzchotkowa cze$¢ pedu) otrzymano Srednio 14-17 peddéw o Sredniej
dtugosci od 1,7 do 2,3 cm. Najwyzszy wspoiczynnik proliferacji (17 pedow/eks-
plantat) uzyskano na podiozu zawierajagcym BAP w stezeniu 0,5 mg/l (fot. 1). Na
podtozach z zeatyna (0,5 lub Img/1) uzyskano réwniez wysokie wspotczynniki pro-
liferacji (ponad 16 pedow z | eksplantatu). W obecnosci tej cytokininy obserwo-
wano najpierw rozwo6j pedu gltdwnego, ktdry rozwijat sie z pgka szczytowego
i osiggat dlugosc¢ 5-6 cm. Nastepnie u podstawy tego pedu tworzyly sie nowe, pedy
boczne nie przekraczajgce 2 cm dlugosci. Biorgc pod uwage wzgledy ekonomicz-
ne (wysoka cena zeatyny) do dalszego namnazania peddéw uzyto podioza zawie-
rajacego BAP w stezeniu 0,5 mg/l.
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Tabela !
Naninazanie pedéw Elsholtzia cristata i wierzchotkowych czesci pedu na podiozu MS z dodatkiem tAA w
stezeniu 0,1 mgl/i

Srednia liczba peds ki .
rechia ficzha pecow Lizyskana Srednia dtugo$¢ pedu (cm)

Cytokinina Liczba z jednego eksplantatu
mg/l eksplantatow

3 4 2 3 4
B,\P
0,5 30 42 13,2 171 13 19 19
1,0 30 31 12,4 145 16 2,1 23
zeatyna
05 30 45 16,1 16,2 17 2,1 2,1
1,0 30 2,1 10,2 16,5 14 17 17

2, 3, 4 - czas trwania hodowli (tygodnie).

Otrzymane pedy E. cristata ukorzeniano na podtozu MS z auksyng lub bez regula-
toréw wzrostu. Pedy wytwarzaly korzenie w 3-4 tygodniu hodowli. Najczesciej
z pedu wyrastaly ! lub 2 korzenie. W tabeli 2 przedstawiono procent ukorzenionych
pedoéw, srednig ich dlugos¢ oraz dlugosé powstatych korzeni po 3 i 4 tygodniach ho-
dowli. Stwierdzono, ze dodatek auksyny w pozywce ma korzystny wptyw na ukorze-
nianie. Najwiecej ukorzenionych pedéw, uzyskano na podtozu MS zawierajgcym
NAA (1 mg/l); po 4 tygodniach hodowli ukorzenito sie 98% peddéw. W tym samym
czasie na podtozu agarowym nie zawierajacym regulatoréw wzrostu tylko 40% pe-
dow tworzyto korzenie. Zaobserwowano, ze na podtozu bez regulatoréw wzrostu
korzenie byly znacznie dtuzsze (Srednio do 5 cm) niz na pozywkach z auksyna ($red-
nio 1-1,8 cm). Ukorzenione pedy (fot. 2) dobrze rozwijaly sie po przeniesieniu do
doniczek ze sterylng ziemia (wspoétczynnik przezywalnosci 100%). Po 6-tygodnio-
wym okresie hodowli osiggaty one wysokos¢ 15-25 cm. Wiekszos¢ roslin zakwitata
po trzech tygodniach wzrostu (fot. 3).
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Fot. 1. Namnazanie peddw Elsholtzia cristata. Kultury prowadzono na podtozu MS z dodatkiem BAP
(0,5 mg/l) oraz IAA (0,1 mgll).

Tabela 2

Ukorzenianie pedéw Elsholtzia cristata na podtozu MS z dodatkiem auksyny i bez regulatoréw wzrostu

Aiiksyna Liczba (%) pedéw ukorzenionych ~ Srednia diugo$¢ pedu (cm) — Srednia diugos¢ korzeni (cm)
(mafl) eksplantatéw 3 4 3 4 3 4
NM
0,1 20 66,7 69,7 25 39 11 13
10 20 93,3 98,2 30 42 08 12
IBA
0,1 20 69,0 723 2,2 3,6 12 15
10 20 86,7 89,3 4.4 4.8 09 11
.AA
0,1 20 80,0 83,4 2,2 35 14 18
1,0 20 76,6 80,1 41 4,6 09 12
0 20 36,6 42,0 34 36 4,2 51

3, 4 - czas trwania hodowli (tygodnie).
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Fot. 2. Ukorzeniony ped Elsholtzia cristata po 4 tygodniach
hodowli na podtozu MS z dodatkiem IM (0,1 mg/l).

Fot. 3. Elsholtzia cristata zregenerowana in vitro po 4 tygodniach wzrostu w glebie.
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W pedach E. cristata hodowanych na podiozu MS zawierajgcym IAA w stezeniu
0,1 mg/l oraz BAP w stezeniu 0,5 mg/l i w wyhodowanych in vitro roslinach okreslano
zawartos¢ olejku eterycznego. Stwierdzono, ze pedy z kultury in vitro zawieraly
0,\% olejku. Ta ilos¢ byta dwukrotnie nizsza niz w pedach catych roslin. Najwieksza
zawartos¢ olejku eterycznego (0,67%) stwierdzono w kwiatostanach zregenerowa-
nych in vitro roslin rosnacych w doniczkach przez 6 tygodni. W przeprowadzonej
analizie GC-MS wykazano, ze w olejku dominujgcym sktadnikiem byt estragol. W pe-
dach namnozonych in vitro i w pedach roslin hodowanych w doniczkach stanowit on
ok. 80% olejku eterycznego. Natomiast olejek eteryczny wyizolowany z kwiatosta-
néw zawierat az 97% estragolu. Z danych literaturowych wynika, ze estragol jest
skladnikiem olejku eterycznego ziela E.flava (40,5%) (14). Nie wykryto go natomiast
w olejku eterycznym pochodzagcym z innych gatunkéw Elsholtzia. W badaniach
sktadu olejku eterycznego ziela E. cristata wykazano, ze dominujacym sktadnikiem
jest elsholtzia keton (11). Sktad olejku eterycznego byt analizowany réwniez w kalu-
sach marzymiety grzebieniastej (15). Olejek ten nie zawierat estragolu, a gldwnym
jego skitadnikiem byly pochodne furanu (elsholtzia ketony). Na podstawie naszych
badann mozna przyja¢, ze zrgenerowane in vitro rosliny moga stanowi¢ nowy chemo-
typ w obrebie gatunku £. cristata. Z uwagi na duzg ilos¢ estragolu olejek eteryczny
tych roslin moze by¢ wykorzystywany jako zrodto tego zwigzku.

Obecnie prowadzone sg badania zawartosci i sktadu olejku eterycznego w roslinach
E. cristata wyhodowanych metodg konwencjonalng (z nasion), rosngcych w gruncie.

Praca finansowana przez UM w todzi w ramach dziatalnosci statutowej nr 503-312-1.
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