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1. Wstep

Substancje z grupy szikoniny posiadajgce antybakteryjng aktywno$¢ sg stosowane jako
banAmiki oraz w kosmetyce i przy leczeniu ran i oparzen. Otrzymywane sg one gtéwnie z korzeni
Lithospermum erythrorhizon oraz od szeregu lat réwniez z hodowli kaluséw i zawiesin komor-
kowych tej rosliny (1,2,3). Krélikowska i Swigtek wykryli obecno$é pochodnych szikoniny w
korzeniach rosnacego w Polsce Lithospermum arvense (4). Barwniki szikoninowe o
wiasciwosciach antybakteryjnych otrzymano réwniez z Alkanna tinctoria, rosliny z rodziny Bora-
ginaceae, podobnie jak z Lithospermum sp. (5).

Celem pracy byto otrzymanie hodowli korzeni, kaluséw i zawiesin komorkowych L. arvense
i A. tinctoria oraz zbadanie ich zdolnosci do wytwarzania barwnikéw - pochodnych szikoniny.

2. Materiaty i metody

Do badan jako materiatu uzyto korzeni, tkanki kalusowej i zawiesiny komoérkowej Lithosper-
mum arvense oraz Alkanna tinctoria. Korzenie A. tinctoria uzyskano w hodowli in vitro z kalusa
rosnacego na agarowym podiozu B-5 (6) z dodatkiem 2 mg/l kwasu indolilo-3-octowego
i 0,1 mgl/l kinetyny. Korzenie przybyszowe tworzace sie u nasady lisci L. arvense na podiozu B-
5 wykorzystano jako materiat wyjsciowy do ich hodowli. Odciete korzenie umieszczano w
ptynnym podtozu B-5 z dodatkiem kwasu indolilo-3-mastowego (IBA) w ilosci 2 mg/l. Hodowle
prowadzono na wytrzasarce. Po 4 tygodniach oznaczano biomase i zawartos¢ barwnikéw szi-
koninowych. Kalus otrzymano z peddw L. arvense i A. tinctoria, stosujac podtoze B-5 zawieraja-
ce jako regulatory wzrostu &-benzyloaminopuryne (BAP) i IAA odpowiednio w ilosci 0,2 i 1 mgl/l.
Na tym podtozu nagromadzano réwniez biomase kalusa prowadzac hodowle na skosach aga-
rowych. W celu otrzymania barwnikéw tkanke kalusowg przenoszono na zmodyfikowane, aga-
rowe podtoze B-5 (tab. 1). Zawarto$¢ barwnikow szikoninowych okreslano w tkance kalusowej
po trzech tygodniach hodowli. Dla zwiesiny komdrkowej jako podtoze produkcujne stosowano
pozywke M-9 wg Y. Fujita (2) ze zwiekszong iloscig fosforu i z dodatkiem 0, 2 mg/l \AA i 2 mgl/l
kinetyny (tab. 1). Zawiesiny hodowano w kolbach o pojemnnosci 250 ml, zawierajgcych 30 ml
pozywki. Do kazdej kolby wprowadzano 2,5 g Swiezej, rozdrobnionej masy kalusa. Hodowle
kontynuowano na wytrzgsarkach rotacyjnych; zawarto$¢ barwnika oznaczano po 8 dniach.
Wszystkie hodowle prowadzono w ciemnosci w temp. 25"C.

W celu oznaczenia zawartosci barwnikéw szikoninowych biomase korzeni kalusa i zawiesin
komorkowych po oddzieleniu od podioza zalewano metanolem i poddawano homogenizacii
przez 5 min. Nastepnie komorki umieszczano w temp. -10°C na 24 godz. Tak przygotowany
materiat ponownie wirowano przez 20 min przy 4000 obrotéw na min. Zebrany supernatant
odparowywano do sucha na wyparce prézniowej w temperaturze 40°C, Osad rozpuszczano
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Tabelal
Skiad pozywek do produkcji barwnikéw szikoninowych
Skiadniki Bg-zmodyfikowana M-9
(mgll) (mall)
NaH2P04 X H20 40 40
KNO3 1500 80
(NH4)2S04 - _
MgS04X 7H20 250 750
Na2S04 - 1480
Ca(N03)2X 4H20 - 694
KOI - 65
FeNaEDTA 43 18
CaCl2 115 -
MnS04X HjO 10 -
H3BO3 3 45
ZnS04X 7H20 2 3
CUSO4X 5H20 0,8 0,8
COCI2X 6H20 0,025 -
Na2Mo04X 2HgO 0,250 -
KJ 0,75 -
Myo-inositol 100 -
IAA 0,2 0,2
BAP 2 -
Kinetyna - 2
Agar 7549 -
Sacharoza 209 309

ph pozywki - 5,6 - przed autoklawowaniem

w I ml chloroformu. Zawarto$¢ barwnikdw oznaczano wg metody Mizukami (7). Pobierano 0,1
ml chloroformowego ekstraktu i odparowywano do sucha. Do pozostatosci dodawano 5 ml
2,5% KOH i wytrzgsano 10 min. Absorbancje mierzono przy diugosci fali 622 nm. Szikonine sto-
sowano jako wzorzec.

W celu identyfikacji barwnikéw szikoninowych prowadzono rozdziat za pomocag TLC. Sto-
sowano plytki DC-Alufolien Kieselgel 60 (MERCK), uzywajgc do rozwijania chloroform oraz
mieszanine chloroform:benzen, 1:1. Réwnoczesnie prowadzono rozdziat nastepujgcych sub-
stancji wzorcowych: acetyloszikoniny (AS), szikoniny (S), /~f,/"-dwumetylo-akrylo-szikoniny
(DMAS), /(f-hydroksyizowaleryloszikoniny (HIVS), alkaniny (A). Przyblizony skiad procentowy
banwnikéw w badanym materiale okreslano na podstawie pomiaru powierzchni szczytow uzy-
skanych po odczycie densytometrycznym chromatograméw. Za 100% przyjeto catkowitg
zawartos¢ wszystkich pochodnych szikoninowych.

Substancje wzorcowe pochodnych szikoniny otrzymano od T. Morimoto z Mitsui Petroche-
mical Industries w Yamaguchi-Ken.
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3. Wyniki i dyskusja

Najlepsze wyniki w hodowli sterylnej korzeni uzyskano, gdy otrzymano je z kalusa A. tincto-
ria i z lisci L arvense. Po 3 tygodniach hodowli na podtozu B-5 w obecnosci IBA 2 mg/l bioma-
sa w obydwu przypadkach zwiekszata sie ponad 5-krotnie. Zawarto$¢ natomiast barwnikéw szi-
koninowych wynosita 2,12% w stosunku do suchej masy w korzeniach A. tinctoria i 0,93% w
korzeniach L an/ense (tab. 2). Zaréwno dla otrzymania barwnikéw z zawiesiny komorkowej, jak i
z kalusa, namnazano biomase na agarowym podtozu B-5 z dodatkiem \AA i BAP w ilosci odpo-
wiednio 1 i 0,2 mg/l. Na podtozu tym po 3 tygodniach wzrostu biomasa zwiekszata sie ponad
12-krotnie, ale tkanka nie wykazywata czerwonego zabarwienia. Przeniesienie tkanki kalusowej
na agarowe podioze B-5 z zawartoscig \AA i BAP w ilosci odpowiednio 0,2 i 2 mg/l powodowato
intensywne zabarwienie tkanki na czerwono przy znacznie powolniejszym namnazaniu biomasy,
2-3 krotne w ciggu trzech tygodni. Zawarto$¢ barwnikdw szikoninowych wynosita po tym czasie
3,25% suchej masy w kalusie A. tinctoria i 0,78% suchej masy w kalusie L. arvense. W hodowli
zawiesin komorkowych uzyskiwano wiekszg wydajnosé barwnikéw, gdy do ptynnego podtoza
produkcyjnego wprowadzano rozdrobniong tkanke kalusowg ze skoséw agarowych niz
biomase komdrkowg namnazang uprzednio w hodowli wglebnej. Po 8 dniach hodowli
zawartosé barwnikéw wynosita 1,38% suchej masy w zawiesinie komaérkowej A. tinctoria i 0,70%
suchej masy w zawiesinie komérkowej L arvense. Wydaje sie intrygujace, ze nie uzyskiwano
wiekszej wydajnosci tych zwiazkéw w kalusach i zawiesinach komérkowych otrzymanych z ko-
rzeni zamiast z pedéw badanych roslin.

Tabela2

Zawartos¢ barwnikoéw szikoninowych w korzeniach, kalusach
| zawiesinach komérkowych L. an/ense i A. tinctoria

Zawarto$¢ barwnikéw w mg/g suchej masy

Materiat ) )
L. arvense A. tinctoria
korzen 9,3 21,2
kalus 7.8 32,5
zawiesina 7,0 13,8

Tabela3

Przyblizony sktad procentowy barwnikéw szikoninowych w korzeniach, kalusach

. L. arvense A. tinctoria
Barwnik
korzen kalus zawiesina korzen kalus zawiesina
DMAS 60 60 25 65 55 30
AS 25 10 45 35 45 70
S 0 10 15 0 0 0
HIVS 15 20 15 0 0 0

Szybkos¢ namnazania biomasy w stosowanych w pracy warunkach byta podobna dla obu
roslin. Wykorzystanie tkanek kalusowych i zawiesin komoérkowych do otrzymywania barwnikow
szikoninowych moze by¢ bardziej korzystne niz korzeni, ze wzgledu na szybsze namnazanie
biomasy. W L. arvense zidentyfikowano cztery barwniki szikoninowe: DMAS, AS, HIVS, S
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(tab. 3). Wystepowaly one zaréwno w korzeniach jak i w kalusie oraz w zawiesinie. Nie wykryto
jedynie szikoniny w korzeniach. Zaréwno w korzeniach jak i w kalusie wykryto najwieksze ilosci
DMAS, a w zawiesinie AS. W A. tinctoria stwierdzono obecno$¢ dwéch banwnikéw DMAS i AS.
Analogicznie jak u L. arvense wykryto najwieksze ilosci DMAS w korzeniach i w kalusie, a w
zawiesinie byto ponad dwukrotnie wigecej AS niz DMAS. Podobnie w zawiesinie komorkowej
Lithospermum erythrorhizon wg Fujita i wsp. (8) w najwiekszych iloSciach wytwarzana byta AS,
natomiast szikonina tylko w $ladowych. Nie wykryto obecnosci alkaniny ani u A. tinctoria ani
u L an/ense.
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Production of shikonin derivatives by root, callus and suspension cultures
of Lithospermum arvense and Alkanna tinctoria

Summary

Root, callus and suspension cultures of L. arvense and A. tinctoria were obtained. Ail the above men-
tioned cultures were able to produce shikonin derivatives. The qualitative composition of the shikonin
derivatives in callus and suspension cultures was similar to that of root culture, but it differed quantitatively.

Total content of shikonin compounds under the same culture conditions was higher in A. tinctoria than in
L. arvense.

Adres dla korespondenciji:
Henryk Urbanek, Katedra Fizjologii i Biochemii Roslin, Uniwersytet todzki,
ul. Banacha 12/16, 90-237 £04dz.
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