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Antifungal (Gaeumannomyces graminis var. tritici)
activity of various glycosides of medicagenic acid
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Summary

Different concentrations of medicagenic acid and five glycosides of this acid
isolated from alfalfa (Medicago sativa) were added to agar medium (corn meal agar,
CMA) inoculated with cultures of Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt). After 7
days of incubation at 25°C colony radius was measured and % of inhibition calculated
in relation to the control medium (CMA enriched with the solvent of the tested compo-
unds). Within the tested concentrations, only 3-O-f -D -glucopiranoside medicagenate
(monoglucoside) significantly reduced the growth of Ggt on CMA medium. This com-
pound at 0.05 mM concentration completely inhibited the development of the fungus
and the effect was shown to be fungi-toxic.
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WSTEP

Gaeumannomyces graminis (Sacc.) Arx & Olivier varietas tritici Walker jest
grzybem workowym (Ascomycotina) powodujacym gnicie (czernienie) korzeni i dol-
nej czescei zdzbta zbdz (z wyjatkiem owsa), a jednostka chorobowa wywotywana przez
tego grzyba okreslana jest jako zgorzel podstawy zdzbta zbéz (Dratéwna, 1959;
Martyniuk, 1986; Korbas, 1998). Omawiany patogen moze by¢ przyczyna du-
zych strat w plonie zb6oz uprawianych w uproszczonych zmianowaniach, a zwlaszcza
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w monokulturze M artyniuk, 1986; Weber, 2003). Fungicydy stosowane w for-
mie opryskdéw nie sg skuteczne w ochronie zboz przed G. graminis var. tritici (Ggt),
a jedynie niektore zaprawy nasienne ograniczaja w niewielkim stopniu porazanie roslin
zbozowych przez Ggt (Weber, 2003). Brak efektywnych metod chemicznej ochro-
ny zb6z przed zgorzela podstawy zdzbta powoduje, ze poszukiwane sa inne sposoby
ograniczania tej choroby, takie jak wykorzystywanie drobnoustrojow antagonistycz-
nych (ochrona biologiczna), czy biologicznie czynnych (antygrzybowych) substancji
pochodzenia roslinnego (Waller, 1983; Martyniuk i My$§koéw, 1984, Mroz
iin., 1996; Martyniuk iin., 2002). Saponiny sa wtasnie grupa zwiazkow chemicz-
nych (metabolity wtorne) szeroko rozpowszechnionych w $wiecie ros$linnym i znanych
nie tylko z ich aktywno$ci antygrzybowej, ale rowniez z wlasciwosci allelopatycznych
i antyzywieniowych (Oleszek, 1990; Jurzysta i Waller, 1996; Osborn iin.,
1996, Saniewska i in., 2003). Wyniki naszych wcze$niejszych badan wykazaty,
ze zmielone czgsci nadziemne réznych gatunkéw lucerny oraz mieszaniny saponin
wyekstrahowane z tych roslin hamowaty wzrost wybranych patogenow grzybowych
zb6z na pozywkach agarowych z dodatkiem tych substancji(M artyniuk iin., 1999;
Martyniuk iin., 2002). Pod wzgledem chemicznym saponiny sa glikozydami troj-
terpendw pigciocyklicznych lub steroidow (Oleszek, 1990; Osborn iin., 1996).
W tkankach lucerny siewnej (Medicago sativa L.) dominuja glikozydy kwasu medika-
genowego, zroéznicowane zarowno pod wzglgdem budowy chemicznej jak i aktywno-
$ci biologicznej (Oleszek, 1990; Biaty iin., 1999).

Celem badan opisanych w niniejszej pracy byto poréwnanie zdolnosci réznych
glikozydow kwasu medikagenowego (KM), wyodrebnionych z korzeni lucerny, do ha-
mowania wzrostu G. graminis var. tritici na poZywce agarowe;.

MATERIAL I METODY

Zwiqzki chemiczne. Badano aktywno$¢ antygrzybowa nastepujacych zwiazkow:
1. Kwas medikagenowy (KM),

2. 3-O-B-D glukopiranozyd KM,

3. 3-0-B-D glukopiranozylo-28-O-3-D glukopiranozyd KM,

4

. 3-O-B-D-glukopiranozylo, 28-O-[3-D-ksylopiranozylo(1—4)-o-L-ramnopira-
nozylo (1—2)-a-L-arabinopiranozyd] KM,

5. 3-O-[B-D-glukopiranozylo (1—2) - B-D-glukopiranozylo], 28-O- [3-D--ksylo-
piranozylo (1—>4)-a-L-ramnopiranozylo(1—2)-a-L-arabinopiranozyd] KM,

6. 3-O-B-D-glukuronopiranozylo, 28-O-[B-D-ksylopiranozylo (1—-4) -o-L-ram-
nopiranozylo (1—2)-o-L-arabinopiranozyd] KM.
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Wzoér strukturalny kwasu medikagenowego oraz nazwy chemiczne jego gliko-
zydoéw podano na rycinie 1. Zwiazki te wyodrgbniono z korzeni lucerny (Medicago
sativa L.) 1 ustalono ich budowe chemiczna zgodnie z metodyka opisana w pracach:
Jurzysta (1982) orazBiaty iin. (1999).
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Ryc.1. Struktura chemiczna kwasu medikagenowego i jego glikozydow
Fig.1. Chemical structure of medicagenic acid and its glycosides

Testowanie wlasciwosci antygrzybowych. Wszystkie testy przeprowadzono
z wykorzystaniem agarowej pozywki kukurydzianej (CMA, Oxoid). Do wyjatowionej
w autoklawie i ostudzonej do okoto 45°C pozywki (po 100 ml) w kolbach stozkowych
dodawano odpowiednie objgtosci roztwordw wyjsciowych (o stezeniu 5 lub 10 mM)
badanych zwiazkéw rozpuszczonych w 75% etanolu, tak aby koncowe stgzenie tych
zwiazkéw w pozywce wynosito od 0,01mM do 0,1mM. Pozywka kontrolna zawierata
taka sama objetos¢ 75% etanolu z jaka dodawano badane substancje saponinowe, czyli
1 ml etanolu/100 ml pozywki. Po doktadnym wymieszaniu zawartosci kolbek, pozywki
rozlewano jatlowymi pipetami po 15 ml do szalek Petriego, a po zestaleniu pozywki
kazda ptytke zaszczepiono w $rodku krazkiem o $red. 5 mm wycigtym z 10-dniowej
kultury G. graminis var. tritici na CMA. Uzyty izolat grzyba pochodzit z kolekcji drob-
noustrojow glebowych Zaktadu Mikrobiologii Rolniczej [UNG, a zostal on wyodreb-
niony w 2002 roku z chorych korzeni pszenicy ozimej. Kazda koncentracja badanych
zwiazkow sktadata si¢ z 6 powtdrzen (szalek). Kultury inkubowano w termostacie
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w temp. 25°C i po 7 dniach inkubacji mierzono promien kolonii badanego grzyba.
Kazdy promien kolonii jest Srednia z dwoch przeciwlegtych pomiaréw wykonanych od
krawedzi krazka (inokulum) do krawedzi kolonii. Uzyskane wyniki poddano analizie
wariancji (ANOVA), a istotno$¢ rdznic testowano potprzedzialem Tuckeya.

W przypadku zwiazku o najwigkszej aktywnos$ci przeciwgrzybowej (3-O--D
glukopiranozyd KM) wyliczono ED,, czyli stgzenie zwiazku, ktore spowodowato
50% zahamowanie wzrostu badanego grzyba. Ponadto, z pozywki, na ktorej stwier-
dzono zupelne zahamowanie wzrostu testowanego patogena, zdejmowano krazki
inokulum za pomoca jatowej ezy i przektadano je na Swieza pozywke CMA bez zad-
nych dodatkéw. Odrastanie grzyba na tej pozywce §wiadczyto o efekcie fungistatycz-
nym, natomiast brak wzrostu wskazywat na fungitoksyczne oddziatywanie badanego
zwiazku.

WYNIKI I DYSKUSJA

W pierwszym doswiadczeniu, ktorego wyniki przedstawiono w tabeli 1, testowa-
no wszystkie badane zwiazki w koncentracjach 0,01 mM, 0,02mM i 0,03 mM. W tych
stezeniach tylko 3-O-B-D glukopiranozyd KM (monoglukozyd KM) istotnie hamowat
wzrost G. graminis var. tritici (Ggt), a w stezeniu najwyzszym (0,03 mM) hamowa-
nie to bylo bardzo silne. Kwas medikagenowy (KM) tylko w najwyzszej koncentra-
cji (0,03mM) istotnie zmniejszat promien kolonii Ggt, natomiast pozostate zwiazki
nieznacznie hamowaly lub stymulowaly wzrost badanego patogena grzybowego
(zwiazki nr 3, 4, 5 1 6). Doswiadczenie drugie miato na celu sprawdzenie powtarzal-
no$ci wynikéw uzyskanych w pierwszym doswiadczeniu oraz znalezienie koncentracji
przy ktorych nastgpowato zupetne zahamowanie wzrost Ggt. W zwiazku z tym uzyto
w tym do$wiadczeniu wyzszych koncentracji, ale tylko tych zwiazkow, ktore w pierw-
szym doswiadczeniu wykazywaty jakikolwiek hamujacy wplyw na rozwdj testowa-
nego grzyba. Monoglukozyd KM badano w koncentracjach od 0,02mM do 0,05mM,
natomiast pozostate zwiazki w stezeniach od 0,04 mM do 0,ImM (ryc. 2). Sposrod
substancji testowanych w drugim doswiadczeniu tylko kwas medikagenowy oraz mo-
noglukozyd KM istotnie hamowaty wzrost kolonii Ggt (ryc. 2). Natomiast pozostate
dwa zwiazki, podobnie jak w pierwszym do$§wiadczeniu, nie powodowaly istotnych
zmian we wzroscie grzyba (danych nie przedstawiono). Oddziatywanie KM i mono-
glukozydu na rozw6j Ggt bylo jednak zupelie odmienne. W przypadku KM nawet
najwigksze stezenie (0,1mM) w pozywce nie spowodowalo silniejszego zmniejszenia
wzrostu grzyba niz najmniejsza (0,04 mM) z testowanych koncentracji tego zwiazku
(ryc. 2). Brak istotnych réznic w oddzialywaniu réznych stgzen KM na wzrost Ggt
wynika prawdopodobnie z bardzo stabej rozpuszczalnos$ci tego zwiazku w roztworach
wodnych (Oleszek, 1990).
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Ryc. 2. Wzrost Gaeumanomyces graminis var. tritici na pozywce kontrolnej (CMA bez dodat-
koéw) oraz na pozywce z dodatkiem roéznych koncentracji kwasu medikagenowego (KM)
i monoglukozydu KM

Fig. 2. Growth of Gaeumanomyces graminis var. tritici on CMA without amendments and CMA

with addition of various concentrations of medicagenic acid (KM) and monoglucoside
KM

Wpltyw monoglukozydu KM na wzrost Ggt byl natomiast wyraznie uzalezniony
od jego koncentracji w pozywce (ryc. 3). Zwiazek ten w stgzeniu 0,04 mM spowo-
dowat ponad 90% redukcj¢ wielkosci kolonii a w st¢zeniu 0,05 mM zupehie zaha-
mowat wzrost testowanego patogena. Na podkreslenie zastuguje ponadto fakt, ze po
przeniesieniu krazkow inokulum Ggt z pozywki zawierajacej 0,05 mM monoglukozy-
du na $wieze podtoze grzyb ten nie rost. Swiadczy to, ze w wymienionej koncentracji
monoglukozyd oddzialywat fungitoksycznie na badanego patogena. W oparciu o dane
uzyskane w drugim doswiadczeniu wykreslono krzywa zaleznosci pomigdzy dawka
monoglukozydu a % zahamowania wzrostu Ggt i na tej podstawie wyliczono ED_, kt6-
ra wyniosta okoto 32 uM, co odpowiada koncentracji okoto 20 pg-ml. Podobne wyniki
uzyskali inni badacze. Na przyktad, Saniewska iin. (2003) testowali wptyw kilku
saponin lucerny na wzrost fitopatogenow grzybowych takich jak Botrytis tulipae oraz
Phoma narcissis. Wykazali oni, ze zwiazkiem najaktywniejszym byt monoglukozyd
KM, przy czym B. tulipae okazat si¢ grzybem bardziej wrazliwym na ten glukozyd
niz Ph. narcissis. W badaniach tych nie wyliczano EDs, ale na podstawie zamiesz-
czonych w publikacji danych mozna oszacowaé, ze warto$¢ ta wynosita okoto 10 uM
dla B. tulipae i okoto 40 uM dla Ph. narcissis. Na podkres$lenie zastuguje takze fakt,
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ze wzrost tych grzybow nie byt hamowany w 100%, nawet przez najwigksza koncen-
tracj¢ monoglukozydu (70 pM) uzyta w tych badaniach (Saniewska 1iin., 2003).
Wskazywatoby to na fungistatyczne oddziatywanie monoglukozydu KM na wzrost B.
tulipae 1 Ph. narcissis.
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Ryc.3. Hamowanie (W % kontroli) wzrostu Gaeumanomyces graminis var. tritici na pozywce
CMA przez rozne koncentracje monoglukozydu KM

Fig. 3. Inhibition (in % of control) of Gaeumanomyces graminis var. tritici growth on CMA by
various concentrations of monoglucoside KM

Znacznie silniejsza aktywno$¢ antygrzybowa monoglukozydu KM wykazali na-
tomiast Levy iin. (1989) oraz Oleszek (1990). W badaniach Oleszka (1990)
warto$¢ EDso dla monoglukozydu KM hamujacego wzrost grzyba Trichoderma viride
wynosita 1,6 ug'ml'. W badaniach tych grzyb 7. viride wykorzystano jako organizm
testowy, czyli bardzo wrazliwy na analizowane zwiazki.

Aktywnos$¢ antygrzybowa saponin zwigzana jest z ich zdolnos$cia do tworzenia
kompleksow ze sterolami i fosfolipidami w membranie komorkowej grzybow, w wyni-
ku czego dochodzi¢ moze do zmian w przepuszczalnosci membran oraz lizy komorek
(Gruiz, 1996). Zwiazkiem najsilniej hamujacym wzrost Ggt, a takze innych grzybow
(Oleszek 1990; Saniewska iin., 2003) byt 3-O-B-D glukopiranozyd KM (mo-
noglukozyd), czyli kwas medikagenowy z czasteczka glukozy przytaczonej w pozycji
3-0O (ryc. 1). Pozostate glikozydy KM analizowane w naszych badaniach posiadaty
czasteczki réznych cukrow potaczonych z dwoma atomami wegla w pozycjach 3-O-
oraz 28-O- (ryc. 1) i zwiazki te w uzytych koncentracjach nie wykazywaly istotnego
wplywu na wzrost Ggt (tab. 1). Nasuwa si¢ wigc pytanie z czego wynikaja roznice
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w aktywno$ci antygrzybowej wymienionych zwiazkdéw? Danych literaturowych na ten
temat jest niewiele, ale z badan Oleszka (1990) wynika, ze aktywnos¢ biologiczna
saponin lucerny zwiazana jest wyraznie z ich strukturg chemiczna, a zasadnicza role
w tym wzgledzie odgrywa wolna, niezestryfikowana grupa karboksylowa przy weglu
C-28- (ryc. 1).

Tabela 1

Wzrost Gaeumannomyces graminis var. tritici na agarowej pozywce kukurydzianej (CMA)
z dodatkiem réznych koncentracji kwasu medikagenowego i jego glikozydow.

Table 1

Growth of Gaeumannomyces graminis var. tritici on corn meal agar (CMA) enriched
with different concentrations of medicagenic acid and its glycosides.

Koncentracja
Concentration
Zwigzek 0,01 mM 0,02 mM 0,03 mM
Compound
Promien kolonii grzyba w mm
Colony radius in mm

Kwas medikagenowy (KM) 31,2 29,8 29,2%
Medicagenic acid (KM)
3-glu KM 29,3* 24,3% 4,7*
3-glu, 28-glu KM 30,0 30,8 30,2
3-glu, 28-ara-rha-xyl KM 30,8 31,2 30,5
3-glu-glu, 28-ara-rha-xyl KM 31,5 30,7 30,8
3-gluA, 28-ara-rha-xyl KM 31,2 30,7 31,7
Kontrola; Control 30,7 30,7 30,7

*Istotne zahamowanie wzrostu grzyba w stosunku do kontroli (o = 0.05)
Significant inhibition of the growth of the fungus in relation to control (a0 = 0.05)

W podsumowaniu przeprowadzonych badan mozna stwierdzié, ze sposrod sapo-
nin kwasu medikagenowego wystepujacych w korzeniach lucerny jedynie monogluko-
zyd tego kwasu wykazuje wyraznie hamujacy wplyw na wzrost Ggt na pozywce aga-
rowej. Potrzebne sa wige dalsze badania nad mozliwoscia wykorzystania tego zwiazku
w praktyce.
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Streszczenie

Rézne koncentracje kwasu medikagenowego (KM) oraz pigciu glikozydow tego
kwasu wyodrgbnionych z lucerny siewnej (Medicago sativa) dodawano do pozywki
agarowej (corn meal agar, CMA) zaszczepionej kultura Gaeumannomyces graminis
var. tritici (Ggt). Po réznych okresach inkubacji mierzono promien kolonii badanego
grzyba i wyliczano % zahamowania jego wzrostu w stosunku do kontroli (CMA z do-
datkiem rozpuszczalnika testowanych zwiazkéw). Sposrdd analizowanych zwiazkow
tylko monoglukozyd KM (3-O-f -D -glukopiranozyd KM) istotnie hamowat wzrost
Ggt w zakresie uzytych koncentracji. Zwiazek ten w st¢zeniu 50 uM spowodowat zu-
petne zahamowanie rozwoju badanego grzyba, a po przelozeniu inokulum na pozywke
czysta, grzyb ten nie byt zdolny do ponownego wzrostu. Wskazuje to, ze w powyzszej
koncentracji monoglukozyd KM wykazuje efekt grzybobdjczy w stosunku do Ggt.
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