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THE EFFECT OF MEDICAGO SPP. ON GROWTH OF TRICHOPHYTON
MENTAGROPHYTES IN MICROCULTURE

A bstract The study aimed at assessing effect of dried root and aerial parts of Medicago spp.
on growth of Trichophtyton mentagrophytes. Fungus strains were inoculated onto microcultures
with Sabouraud agar supplemented each with 1 g of dried and pulverised roots or aerial parts of
3 species: Medicago arabica, M. sativa, and M. murex. The strongest inhibitory effect on
I. mentagrophytes growth was that of aerial parts of M. arabica (median diameter 6 mm
compared to 13 mm of control), followed by root of M. arabica (10 mm) and root of M. murex

(10.5 mm) - in all cases p < 0.001. Slight inhibitory effect was also found in the case of aerial
parts of M. murex (median diameter 12 mm, p = 0.03). In contrast, M. sativa has shown

stimulating effect on growth of T. mentagrophytes (15 mm for root and 16.5 mm for aerial part,
p < 0.001).

WSTEP

~Saponiny sa substancjami majacymi chroni¢ ro$line przed infekcja
grzybicza a aktywnos¢ niektérych z nich wobec patogenow roslinnych zostata
dobrze udokumentowana (LEVY 1 wsp. 1989). Fungitoksyczne dziatanie
saponin lucerny wynika z ich interakcji ze zwiazkami sterolowymi komorki
grzybicze] (GESTETNER i wsp. 1972). Zwiazki te budza zainteresowanie jako
potencjalne leki przeciw zakazeniom grzybiczym u ludzi. Do tej pory
wykazano in vitro dziatanie saponin lucerny na patogenne dla cztowieka grzyby
drozdzopodobne (POLACHECK i wsp. 1986a, b). Udokumentowano réwniez in
vitro hamujace dzialanie jednej z saponin lucerny — oczyszczonego glukozydu
kwasu medikagenowego na wzrost ludzkiego dermatofita Trichophyton
mentagrophytes (SPIEWAK i wsp. 1999) oraz patogennego grzyba plesniowego
Scopulariopsis brevicaulis (SPIEWAK I WSP. 2000). Nie
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ma jednak pewnosci czy ten wiasnie glikozyd jest jedyna saponing lucerny
o dziataniu przeciwgrzybicznym. Ponadto, nawet w przypadku potwierdzenia
tego efektu in vivo, wdrozenie glukozydu kwasu medikagenowego do leczenia
napotkatoby na. trudnosci wynikajace z wysokich kosztow uzyskania te
substancji w postaci oczyszczonej. Celem niniejszych badan byfa ocena
wplywu na wzrost grzyba surowca znacznie tanszego i zawierajagcego rowniez
inne saponiny o potencjalnym dzialaniu przeciwgrzybiczym — sproszkowanych
korzeni oraz czesci nadziemnych wybranych gatunkow lucerny.

MATERIAL I METODY

Nasiona lucerny siewnej (Medicago sativa L.) cv. Radius (odmiana
polska), M. murex Willd. cv. Zodiak (odmiana australiyjska) 1 M. arabica SA
7746 (Australian Medicago Genetic Resource, Centre, Adelaide) wysiano
17.05.1999 r. na polu doswiadczalnym Ke¢pa w Pulawach. Rosliny zebrano
w poczatkowym stadium kwitnienia, wysuszono w 60°C 1 zmielono.

Badanie efektu biologicznego uzyskanego materialu przeprowadzono
na szczepach dermatofita Trichophyton mentagrophytes wyizolowanych od
ludzi chorych na grzybice. Szczepy posiewano w mikrohodowli za pomoca
sztancy o Srednicy 3 mm. Ogoélem wykonano 44 posiewy, kazdy na
7 podtozach: na czystym agarze Sabourauda (kontrola) oraz podiozach
z dodatkiem po 1 g sproszkowanych suchych korzeni i cz¢sci nadziemnych
Medicago arabica, M. sativa oraz M. murex w 100 ml agaru Sabourauda.
Inokulowane hodowle inkubowano w temperaturze 27°C. Czas 1nkubacji
zalezal od tempa wzrostu danego szczepu — hodowle mierzono gdy brzeg
najszybciej rosnacej kolonii zblizat si¢ do krawedzi bloczka agarowego,
zazwyczaj po 6 — 7 dniach. Analizie statystycznej poddano srednice kolonii.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki badania przedstawia szczegétowo tabela 1. Najsilniejsze
zahamowanie wzrostu 7. mentagrophytes spowodowata sproszkowana czesC
nadziemna gatunku M. arabica (mediana 6 mm w porOwnaniu do 13 mm
kontroli), nastepnie korzen M. arabica (10 mm) oraz korzen M. murex
(10,5 mm) - stwierdzone réznice w stosunku do kontroli byly istotne
statystycznie przy p < 0,001. Niewielkie dzialanie hamujace wywierata rowniez
czes¢ nadziemna M. murex (mediana 12 mm, p = 0,03). Natomiast dodatek do
podtoza sproszkowanego suszu lucerny siewne) (M. sativa) spowodowat
przyspieszenie wzrostu T. mentagrophytes — mediana dla srednic kolonii
hodowanych z dodatkiem korzenia tej rosliny wyniosta 15 mm a z dodatkiem
czesci nadziemnej — 16,5 mm (w obu przypadkach p <0,001).



WPLYW LUCERNY NA WZROST TRICHOPHYTON 841

Rozwazenia wymaga pytanie, jakie zwiazki zawarte w badanym
materiale roslinnym odpowiadaja za stwierdzony efekt hamujacy lub
stymulujacy wzrost dermatofita 7. mentagrophytes. Interesujacych informac;:
dostarczy¢ moze tutaj zestawienie danych wilasnych z wynikami badan
JURZYSTY i WALLERA (1996) nad efektami biologicznymi oraz charakterystyka
chemiczna saponin w nadziemnych cz¢sSciach poszczegdlnych gatunkow
lucerny (Tabela 2). Otéz obydwa gatunki, ktére w niniejszej pracy wykazaty
dziatanie przeciwgrzybicze, cechuja si¢ wysokim indeksem hemolitycznym (M.
murex: 1778, M. arabica: 1464) oraz silnym dzialaniem hamujacym wzrost
grzyba Trichoderma viride (zahamowanie wzrostu przy stezeniu 0,1 g roztworu
wodnego/100 ml podtoza wyniosto dla M. murex oraz M. arabica po 69%).
Tymczasem gatunek M. sativa, ktérego dodatek do podioza wykazat dziatanie
stymulujace wzrost T. mentagrophytes, cechuje si¢ niskim indeksem
hemolitycznym (150) oraz brakiem dziatania hamujacego na wzrost 7. viride.
Jeszcze ciekawszych danych dostarcza zestawienie dziatania porownywanych 3
gatunkéw na T. mentagrophytes z podanymi w tej samej pracy JURZYSTY 1
WALLERA (1996) stezeniami saponin: M. murex i M. arabica zawieraja bardzo
wysokie stezenia glikozydéw hederageniny a nie zawierajg wykrywalnych
ilosci glikozyddw kwasu medikagenowego 1 sojasapogenolu A. Natomiast cz¢s¢
nadziemna M. sativa, ktérej dodatek stymulowal wzrost T. mentagrophytes, nie
zawierala wykrywalnych ilosci glikozydéw hederageniny, za to zawierala
srednie ilosci glikozydéw sojasapogenolu A oraz kwasu medikagenowego.
Obecnos$¢ glikozydéw kwasu medikagenowego w gatunku sprzyjajacym
wzrostowi T. mentagrophytes jest zaskakujaca w swietle wczesniejszych badan
wlasnych wykazujacych wyrazny wplyw hamujacy tej saponiny w postaci
czystej na wzrost 7. mentagrophytes (SPIEWAK i wsp. 1999). Byé moze M.
sativa zawiera inne zwiazki na tyle silnie stymulujace wzrost dermatofita, ze
znosza one dziatanie kwasu medikagenowego. Ponadto, pozostate gatunki moga
zawieraé inne substancje o jeszcze silniejszym dziataniu przeciwgrzybiczym. W
swietle uzyskanych danych substancjg takq mogtaby by¢ hederagenina.

Podsumowujac, poszczegdlne gatunki lucerny roznig si¢ wptywem na
wzrost grzyba Trichophyton mentagrophytes — najsilniejsze dziatanie hamujace
wykazuje Medicago arabica, nieco stabsze — M. murex, natomiast dodatek
M. sativa wykazuje dziatanie przyspieszajace wzrost dermatofita.
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TABELA 1

Wplyw dodania 1g sproszkowanych czegsci lucerny do 100 ml podtoza Saborauda na
wzrost dermatofita Trichophyton mentagrophytes. Wartosci liczbowe odpowiadaja
srednicy kolonii grzybow w chwili zakonczenia badania

TABLE 1
Eftect of addition of 1 g of pulverised Medicago per 100 ml of Sabouraud medium on
growth of dermatophyte Trichophyton mentagrophytes. Numerical values represent
diameter of colonies at the end of observation

‘ :

Medicago arabica Medicago murex
nadz. nadz.
aerial root aerial root aerial

10 lio |10 [120 |30
150 fuas  [s0  |no

so Juo o |10 lso
<000 <000

n — liczna wykonanych posiewdw, min — najmniejsza odnotowana wartos¢, Q1
— 25. percentyl, M - mediana, Q3 - 75. percentyl, max — najwieksza
odnotowana wartos¢, nadz. — cz¢$¢ nadziemna rosliny. Poziom istotnosci p dla
roznic miedzy srednicami kolonii hodowanych na podiozu Sabourauda
z dodatkiem badanych surowcow a srednicami kolonii kontrolnych zostal
obliczony testem kolejnosci par Wilcoxona.

Kontrola

Control

korzen

root

20,0
15,0
13,0
12,0

12,0

¢
1

-

I

0

@
7,0
< 0,001

n — number of cultures, min — the minimal value observed, Q1 — the 25"
percentile, M — median, Q3 — the 75" percentile, max — the maximal value
observed. The significance level p for differences between diameters of colonies
grown on Sabouraud agar supplemented with the plant material tested and
diameters of control colonies was calculated using Wilcoxon rank test for pairs.
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TABELA 2
Zestawienie wynikow wiasnych w odniesieniu do cz¢$ci nadziemnych poszczeg6linych
gatunkéw lucerny (pierwszy szereg) z danymi z pracy JURZYSTY 1 WALLERA (1996) na
temat wptywu na wzrost Trichoderma viride, zawarto$ci wybranych sapogenin, oraz
aktywnosci hemolitycznej

TABLE 2

Compilation of own results for aerial parts of the 3 Medicago species (first row) with
data on inhibition of Trichoderma viride, sapogenin content, and hemolytic activity
available from the work by JURZYSTA and WALLER (1996)

M. arabica M. murex M. sativa

silne hamowanie

dziatanie na / effect on hamowanie stymulacja

o inhibition inhibition stimulation

T. mentagrophytes stron

brak wptywu

silne hamowanie

dzialanie na / effect on silne hamowanie

strong 1nhibition strong inhibition no influence

-
- B -

Ocena potilosciowa: niewykrywalne (=), st¢zenie niskie (+), Srednie (++), wysokie (+++), bardzo
wysokie (++++)

Trichoderma viride

kwas medikagenowy

medicagenic acid
hederagenina

hederag

indeks hemolityczny

hemolytic index

Semiquantitative scale: not detectable (<), low (+), medium (++), high (+++), and very high
(++++) concentration
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