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ABSTRACT 

 The time profiles for the production of Stemona alkaloid (stemocurtisine, 

stemocurtisinol and oxyprotostemonine, the important insecticidal alkaloids) in root 

cultures were determined. Roots of Stemona curtisii Hook. f. (Thai vernacular, Non 

Tai Yak, Family Stemonaceae) were cultured on semi-solid MS medium containing 1 

mg/L NAA for 24 weeks and harvested every 4 weeks. Root and medium extracts 

were analyzed quantitatively by HPLC. The maximum biomass (411 mg dw) was 

obtained at the end of linear growth phase at week 16, which was also the peak time 

of oxyprotostemonine accumulation (2,713.6 µg/g dw, 5 folds higher than of intact 

root) in the root extract. The highest accumulation amount of stemocurtisinol (366 

µg/g dw, 50% higher than that of intact root) and stemocurtisine (24 µg/g dw) content 

were detected at week 8 and week 12, respectively. However, at week 20 

oxyprotostemonine, stemocurtisine and stemocurtisinol were secreted into the 

medium at 1,166, 11 and 17 µg/g dw, respectively.  

The time profile of root growth and 1′,2′-didehydrostemofoline accumulation 

from root cultures of Stemona sp. showed that the highest 1′,2′-didehydrostemofoline 

production (31.04 mg/g dw) was observed at the end of stationary phase (16th week), 
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which also corresponded to the maximum root dry weight (255 mg dw). However, it 

was found that intact root could produce this alkaloid at 47.46 mg/g dw (53% higher 

than that of cultured root at 16 weeks). Therefore, the effects of precursors, elicitors 

and culture condition will not be investigated for this species.   

The influence of precursors, elicitors and some culture conditions on the 

production of Stemona alkaloids were then studied. Roots of S. curtisii were cultured 

on semi-solid MS medium supplemented with 1 mg/L NAA (control) and/or 

containing different concentrations of precursors  (sodium acetate, sucrose and 

tyrosine), elicitors (jasmonates, salicylates, yeast extract and chitosan) under various 

culture conditions (temperature, illumination and pH of the medium), and harvested 

at week 16. The highest total oxyprotostemonine (7,192±138.2 µg/g dw, 13 folds 

higher than intact root) and stemocurtisine (39±0.4 µg/g dw) contents were obtained 

in cultures treated with 500 mg/L salicylic acid. However, the highest content of 

stemocurtisinol was 1,333±15 µg/g dw (5 folds higher than of intact root) from root 

treated with 20 mg/L tyrosine. Our findings indicate that the application of precursors 

or elicitors can enhance the capacity of S. curtisii root cultures to produce alkaloid 

material with insecticidal activities. 
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บทคัดยอ 

 การเพาะเล้ียงรากของหนอนตายหยาก (Stemona curtisii Hook. f) เพื่อศึกษาชวงเวลาใน
การผลิตสารอัลคาลอยด ไดแก oxyprotostemonine stemocurtisine และ stemocurtisinol ซ่ึงเปนสาร
ท่ีมีฤทธ์ิในการกําจัดแมลงศัตรูพืช โดยการเล้ียงช้ินสวนรากบนอาหารวุนสูตร MS ท่ีเติม NAA 
ความเขมขน 1 มก/ล เปนเวลา 24 สัปดาห ทําการเก็บตัวอยางรากทุกๆ 4 สัปดาห สกัดสารจากราก 
และอาหารเพาะเล้ียงแลวนําไปวิเคราะหโดยเทคนิค HPLC พบวารากมีการเจริญเติบโตสูงสุด (411 
มก น้ําหนกัแหง) หลังจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา 16 สัปดาหซ่ึงเปนชวงปลายของระยะ linear phase 
อีกทั้งยังเปนชวงเวลาท่ีรากมีการสรางสาร oxyprotostemonine  สูงท่ีสุด 2,713.6 ไมโครกรัมตอกรัม
น้ําหนกัแหง (มากกวาปริมาณท่ีพบในรากธรรมชาติ 5 เทา) สวนการสรางสาร stemocurtisinol 366 
ไมโครกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหง (มากกวาปริมาณท่ีพบในรากธรรมชาติ 50%) และ stemocurtisine 
24 ไมโครกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง สะสมในรากปริมาณสูงท่ีสุด พบในสัปดาหท่ี 8 และสัปดาหท่ี 
12 ตามลําดบั นอกจากนั้นยังพบวาในสัปดาหท่ี 20 มีการปลอยสาร oxyprotostemonine 
stemocurtisine และ stemocurtisinol ลงในอาหารเพาะเล้ียงปริมาณ 1,166, 11 และ 17 ไมโครกรัม
ตอกรัมน้ําหนกัแหง ตามลําดับ  

การศึกษาชวงระยะเวลาการเติบโตของราก และการผลิตสาร 1′,2′-didehydrostemofoline 
จากการเพาะเล้ียงรากของ Stemona sp. พบวารากมีการผลิตสาร 1′,2′-didehydrostemofoline 
ปริมาณสูงท่ีสุด 31.04 มก/ก น้ําหนกัแหง ในสัปดาหท่ี 16 ซ่ึงเปนชวงปลายของระยะ stationary
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phase และมีปริมาณนํ้าหนักแหงของรากสูงท่ีสุดคือ 255 มก อยางไรกต็าม พบวารากในธรรมชาติมี
การผลิตสาร 1′,2′-didehydrostemofoline ปริมาณ 47.46 มก/ก น้ําหนกัแหง (สูงกวาปริมาณสารใน
รากจากการเพาะเล้ียงเปนเวลา 16 สัปดาห 53%) ดังนัน้ผลของสารตั้งตน สารกระตุน และสภาวะใน
การเพาะเล้ียงจึงไมไดนํามาศึกษาในพืชชนิดนี ้

จากนั้นจึงศึกษาผลของสารต้ังตน สารกระตุน หรือ สภาวะในการเพาะเล้ียงตอการสราง
สารอัลคาลอยดดังกลาวโดยเพาะเล้ียงรากของ S. curtisii บนอาหารวุนท่ีเติม NAA ความเขมขน 1 
มก/ล (ชุดควบคุม) และเติมสารต้ังตน ไดแก sodium acetate, sucrose และ tyrosine หรือสารกระตุน
ไดแก jasmonates, salicylates, yeast extract และ chitosan ความเขมขนตางๆ หรือ เพาะเล้ียงใน
สภาวะท่ีแตกตางกัน เชน อุณหภูมิ การใหแสง และคา pH ของอาหารเพาะเล้ียง เปนเวลา 16 
สัปดาห พบวาชุดการทดลองที่เติม salicylic acid ความเขมขน 500 มก/ล สารจากราก และอาหารมี
ปริมาณรวมท้ังหมดของ oxyprotostemonine (7,192 ไมโครกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหง ซ่ึงมากกวา
ปริมาณในรากธรรมชาติ 13 เทา) และ stemocurtisine (39 ไมโครกรัมตอกรัมน้ําหนักแหง หรือ
มากกวาปริมาณในชุดควบคุม 39 เทา) สูงท่ีสุด อยางไรก็ตามในชุดการทดลองท่ีเติม tyrosine ความ
เขมขน 20 มก/ล พบวาปริมาณของ stemocurtisinol สูงสุดคือ 1,333 ไมโครกรัมตอกรัมน้ําหนกัแหง 
(มากกวาปริมาณในรากธรรมชาติ 5 เทา) จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวาการเพาะเล้ียงรากของ
หนอนตายหยากรวมกับการเติมสารต้ังตน หรือสารกระตุน สามารถนํามาประยุกตใชในการผลิต
สารอัลคาลอยด เพื่อใชเปนสารในการกําจดัแมลงศัตรูพชืได 
 


