Adres do korespondencji

Ewa tojkowska,

Zaktad Ochrony

i Biotechnologii Roslin,
Katedra Biotechnologii,
Miedzyuczelniany WychJal
Biotechnologii UG i AMG,
ul. Kladki 24,

80-822 Gdansk;

e-mail:
lojkowsk(f)'biotech.univ,gda.pl

biotechnologia

4 (51) 112-117 2000

PRACE EKSPERYMENTALNE

Eligtacja metabolitdw wtornych
w kulturach in vitro
roslin z gatunku Ammi visnaga

Aleksandra Krélicka, Ewa tojkowska

Zaktad Ochrony i Biotechnologii Roslin, Katedra Biotechnologii
Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i AMG, Gdarsk

Elicitation of secondary metabolites in in vitro culture of Ammi
visnaga

Summary

Ammi visnaga (Umbelliferae) are subtropical annual plants, which contain two
groups of pharmaceutically important substances: furanochromones and pira-
nocoumarins. In order to check the possibility of the production of secondary
metabolites, in vitro cultures of callus and cell suspension were established. The
study was concentrated on the induction of production of secondary metaboli-
tes by exposing callus and cell suspension cultures to abiotic elicitors: acetylsa-
licylic acid, jasmonic acid and suspension of silicon dioxide and biotic elicitors;
autoclaved lysates of Enterobacter sakazaki and scleroglucan. Thin layer chroma-
tography of methanol extracts of cultures ofA. visnaga did not indicate high in-
duction of secondary metabolites production. Treatment of the callus cultures
ofA. visnaga with acetylsalicylic acid or jasmonic acid induce accumulation of fu-
ranochromone - visnagin and piranocoumarin - samidin. Exposing the callus
and cell suspension cultures to the suspension of silicon dioxide indicated an
induction of accumulation of furanochromone - kelolglucoside. Further rese-
arch will concentrate on quantitative determination of the level of accumulated
compounds.
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Elicytacja metabolitdw wtérnych w kulturach in vitro ros$lin z gatunku Ammi visnaga

1. Wstep

Jednym z wielu interesujgcych pod wzgledem farmakologicznym taksondw jest
rodzaj Ammi z gatunkami: Ammi majus i Ammi visnaga. W nasionach A. visnaga (ami-
nek egipski) gromadzone sg substancje czynne z grupy furanochromonu i piranoku-
maryn, wykorzystywane do produkcji lekéw. Aminek egipski wystepuje w rejonie
od Wysp Kanaryjskich po Iran, w Argentynie, Australii i Nowej Zelandii (1). W Polsce
gatunek ten jest uprawiany, ale wydajnos¢ plonowania jest bardzo niska ze wzgledu
na zbyt krotki okres wegetacji oraz wysokg podatnos¢ na infekcje bakteryjne i grzy-
bowe.

Sposrod zwiazkéw z grupy furanochromonu (benzo-y-pironu) w nasionach amin-
ka egipskiego gromadzone sa: kelina, kelinol, kelol, wisnagina, ammiol i wisamiol.
Obok tej grupy zwigzkéw wystepujg pochodne kumaryny (benzo-a-pironu) - pi-
ranokumaryny: wisnadyna i samidyna (2). Kelina jest najwazniejszym farmakologicz-
nie zwigzkiem pozyskiwanym z nasion A. visnaga. Skutecznie zmniejsza stany skur-
czowe w obrebie drég moczowych, naczyn mézgowych i wiericowych (3).

Hodowle roslinne prowadzone w warunkach in vitro stwarzajg szerokie mozliwo-
&ci produkcji substancji farmakologicznie czynnych (4-8). jedng z mozliwosci pod-
wyzszania zawartosci aktywnych biologicznie metabolitow wtérnych w kulturach in
vitro roslin leczniczych jest indukcja produkcji tych zwigzkéw przez zastosowanie
elicytorow (9-11). Celem badan przedstawianych w tym opracowaniu bylo uzyskanie
odpowiedzi na pytanie czy w kulturach kalusa i zawiesiny komorkowej Ammi visnaga
mozna uzyska¢ akumulacje farmakologicznie czynnych metabolitéw wtérnych pod
wplywem stosowania elicytorow abiotycznych i biotycznych.

2. Materiaty i metody

2.1. Kultury kalusa i zawiesiny komoérkowej

Nasiona Ammi visnaga uzyskano z Ogrodu Roslin Leczniczych Katedry Biologii
i Botaniki Akademii Medycznej we Wroctawiu. Regeneracje kultur in vitro oraz opty-
malny wzrost kalusa A. visnaga uzyskano na pozywce statej Murashige i Skoog (MS)
z dodatkiem regulatoréw wzrostu z grupy auksyn i cytokinin (5,0 mg/l IIVA -f 1,0 mg/l
BAP lub 2,5 mg/l Ny\A + 1,0 mg/l KIN). W przypadku zawiesiny komoérkowej najwiek-
szy przyrost masy uzyskano na pozywce ptynnej MS zawierajgcej auksyny i cytokini-
ny w nastepujacych stezeniach: 0,1 mg/l NAA -- 0,5 mg/l BAP Ilub 0,1 mgll
GA3 -h 1,0 mg/l BAP (12).

BIOTECHNOLOGIA 4 (51) 112-117 2000 113



Aleksandra Krélicka, Ewa tojkowska

2.2. Elicytory zastosowane do indukcji produkcji metabolitow wtérnych
w kulturach kalusa i zawiesiny komérkowej A. visnaga

Elicytory dodawano do pozywek, na ktérych rosty 4-tygodniowe kultury kalusa
lub 3-tygodniowe kultury zawiesiny komorkowe;.

2.2.1. Elicytory abiotyczne

Kwas acetylosalicylowy (Polfa) rozpuszczano w jatowej wodzie destylowanej i do-
dawano do pozywek do kohcowego stezenia 1,0 mg/l pozywki. Kwas jasmonowy
(Sigma) stosowano w stezeniu 1,5 mg/l pozywki. 6 g granulatu Si02 (Silica gel. Sigma)
zawieszano w 100 ml H20 (Millipor), autoklawowano (0,7 atm/20 min) i zawiesine do-
dawano do pozywek tak aby koficowe stezenie wynosito 2,5 ml/l pozywki.

2.2.2. Elicytory biotyczne

48-godzinne kultury bakterii z gatunku Enterobacter sakazaki rosnace na pozywce
LB w temperaturze 37°C lizowano toluenem, a nastepnie autoklawowano (1,0 atm/
/30 min). Uzyskiwano zawiesine zdegradowanych komorek bakteryjnych. | g sklero-
glukanu (P-1,3-glukan) izolowanego ze scian komorkowych grzybow Sclerotina gluco-
nicum rozpuszczano w 100 ml cieptej, jatowej wody. Oba preparaty dodawano do
pozywek, tak aby koncowe stezenie wynosito 2,5%.

2.3. Analiza metabolitéw wtérnych zawartych w tkankach A. visnaga

Ekstrakcje ciggla substancji zawartych w kulturach kalusa i zawiesiny komaérko-
wej A. visnaga prowadzono w aparacie Soxhleta, stosujgc kolejno nastepujgce roz-
puszczalniki: eter, chloroform i metanol. Frakcje metanolowe byly odparowywane
do sucha i rozpuszczane w metanolu (3 g suchej masy/5 ml metanolu). Otrzymane
ekstrakty nanoszono na plytki Kiesel gel 60G (Merck), a nastepnie rozwijano
w uktadzie chloroform: metanol (98 : 2) w pionowej komorze Chropa. Chromatogra-
my odczytywano w Swietle UV przy dlugosci fali 365 nm.
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3. Wyniki

3.1. Wplyw elicytorow na wzrost kultur kalusa i zawiesiny komoérkowej

W pierwszym etapie badan okreslano wptyw stosowanych elicytoréw na tempo
wzrostu kultur kalusa i zawiesiny komorkowej. Elicytory abiotyczne: kwas acetylo-
salicylowy i Jasmonowy stymulowaty okoto dwukrotne tempo wzrostu kalusa. Uzy-
skiwano 120 mg suchej masy kalusa w ciggu osiemnastu dni hodowli w warunkach
kontrolnych i okolo 240 mg w przypadku zastosowania kazdego z wymienionych
elicytoréw. Takze zastosowanie elicytorow biotycznych: zawiesiny autoklawowa-
nych komoérek bakterii E. sakazaki i skleroglukanu indukowato wzrost kalusa. Nato-
miast zastosowanie zawiesiny granulatu Si02 wyraznie hamowato tempo wzrostu
kalusa; uzyskiwano zaledwie okoto 40 mg suchej masy kalusa po osiemnastu dniach
hodowli.

W przypadku zawiesiny komorkowej kwas acetylosalicylowy i jasmonowy indu-
kowat wzrost kultur; srednio obserwowano okoto dwukrotne przyspieszenie tempa
wzrostu. Podobnie jak w przypadku kalusa zawiesina granulatu Si02 wyraznie ha-
mowata wzrost i podzialy kultur komérek.

3.2. Analiza fitochemiczna materiatu roslinnego

Chromatografia cienkowarstwowa wyciggu metanolowego z nasion aminka egip-
skiego, z ktérych wyprowadzono kultury in vitro, pozwolita na stwierdzenie obecnos-
ci w ekstrakcie furanochromonéw: keliny i wisnaginy, oraz piranokumaryn: wisnady-
ny. Poza nimi obserwowano obecnos$¢ 4 innych nie zidentyfikowanych zwigzkéw
o wartosciach Rp odpowiednio: 0,35; 0,45; 0,51; 0,53 i fluorescencji w Swietle UV od-
powiednio: zéttej, biatej, fioletowej oraz biatej. Stwierdzono, ze nasiona wykorzysta-
ne do zatozenia kultur in vitro zawieraly mniejszg ilos¢ zwigzkdéw farmakologicznie
czynnych niz wskazywatyby na to badania Borkowskiego (13).

W ekstraktach z kultur kalusa A. visnaga nie poddanych elicytacji stwierdzono
obecnos$¢ wisnaginy i samidyny, nie wykrywano natomiast keliny. Na uwage za-
stuguje fakt gromadzenia w kalusie w stosunkowo duzych ilosciach nowych, nie zi-
dentyfikowanych w nasionach, zwigzkéw o wartosci Rp 0,20; 0,80 i 0,95, wyka-
zujacych w Swietle UV z6ltg, niebiesky i fioletowa fluorescencije.

Kultury kalusa hodowane z dodatkiem elicytoréw abiotycznych: kwasu acetylo-
salicylowego i jasmonowego akumulowaty wieksze niz hodowla bez elicytoréw ilo-
&ci wisnaginy i samidyny. W przypadku kultur z kwasem acetylosalicylowym stwier-
dzono takze obecnosé w ekstrakcie wisnadyny. W obu ekstraktach stwierdzono po-
jawienie sie kilku nowych, nie obserwowanych wczes$niej i nie zidentyfikowanych
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zwigzkow. Zastosowanie zawiesiny granulatu Si02 indukowato gromadzenie kelo-
glukozydu nieobecnego ani w ekstraktach z nasion, ani w nieelicytowanych kultu-
rach kalusa. Zastosowanie elicytoréw biotycznych nie wptyneto na znaczace zmiany
jakosciowe i ilosciowe w skladzie furanochromondw i piranokumaryn wytwarza-
nych w kulturach kalusa.

Chromatografia cienkowarstwowa ekstraktow metanolowych z komérek zawie-
siny/4. visnago wykazata obecnos¢ wisnaginy i samidyny oraz pieciu nowych, nie zi-
dentyfikowanych zwigzkéw. Dodatek elicytoréw nie wptyngt znaczaco na zdolnos¢
zawiesiny komorkowej do gromadzenia furanochromondéw i piranokumaryn. jedy-
nie w przypadku zastosowania jako elicytora zawiesiny autoklawowanych bakterii
E. sakazaki stwierdzono znaczng indukcje produkcji nie zidentyfikowanego zwigzku
0 wartosci Rp 0,80, wykazujgcego niebieska fluorescencje w Swietle UV. Zwigzek ten
byt obecny w zawiesinie hodowanej bez elicytorow, ale w Sladowych ilosciach.

4. Dyskusja

w zwigzku z trudnosciami w uprawie roslin z gatunku/4. visnaga w Polsce opraco-
wano metode hodowli tkanek tego gatunku w kulturach in vitro. Przetestowano kilka
pozywek i okoto 60 kombinacji regulatoréw-wzrostu. W efekcie uzyskano dobrze
rosnace kultury kalusa i zawiesiny komorkowej. Stwierdzono, ze w uzyskanych kul-
turach gromadzone sg niewielkie ilosci metabolitéw wtérnych z grupy furanochro-
monu i piranokumaryn. Na podstawie danych literaturowych wskazuje sie, ze zawar-
tos¢ metabolitéw wtérnych wytwarzanych w kulturach in vitro moze ulega¢ zmianom
pod wptywem manipulacji sktadem soli mineralnych i regulatoréw wzrostu w pozyw-
ce (14-16). W przedstawianych badaniach gatunku réznice w sktadzie soli i regulato-
réw wzrostu nie wptywaly na istotne zmiany poziomu metabolitéw wtérnych.

Poniewaz uzyskane ilosci metabolitdw wtérnych nie byly zadowalajgce w na-
stepnym etapie zastosowano szereg elicytorow abiotycznych i biotycznych do in-
dukcji akumulacji poszukiwanych zwigzkéw. W wyniku przeprowadzonych badan
w kulturach kalusa, hodowanych z dodatkiem elicytoréw abiotycznych, stwierdzono
indukcje produkcji wisnaginy, samidyny, keloglukozydu i kilku nowych nie zidenty-
fikowanych zwigzkoéw. Elicytory biotyczne tylko nieznacznie modyfikowaty sktad
metabolitéw z grupy furanochromondéw i piranokumaryn uzyskiwanych w kulturach
kalusa. Kultury zawiesin komérkowych, poddane elicytacji akumulowaly mniejsze
ilosci metabolitéw niz kultury kalusa. Spodziewano sie, ze w wyniku elicytacji kul-
tur in vitro uzyskamy znaczacg indukcje produkcji metabolitbw z grupy piranokuma-
ryn i furanochromoéw poniewaz naturalny mechanizm obrony przed stresem abio-
tycznym i patogenami w przypadku roslin z rodziny Umbelliferae zwigzany jest z syn-
tezg fitoaleksyn z grupy kumaryn, hydroksykumaryn i furanokumaryn (17,18).

jakkolwiek kultury kalusa i zawiesiny komaérkowej A. visnago sg zdolne do pro-
dukcji metabolitow wtornych, wykazanie, ze moga one by¢ Zrodtem zwigzkéw far-
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makologicznie czynnych dla przemystu farmaceutycznego wymaga dalszych prac
nad optymalizacjg warunkéw hodowli, tak aby uzyskac¢ wiekszg akumulacje pozada-
nych metabolitéw, a takze zastosowania metod analitycznych takich jak wysoko-
sprawna chromatografia cieczowa i chromatografia gazowa do iloSciowego ozna-
czenia ich zawartosci.
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