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1. Wstep

atunki z rodzaju Gentiana sg powszechnie znanymi roslinami o dekora-
chjnych kwiatach. W stanie naturalnym wystepuja gtownie w gorskieh
rejonaeh Swiata: w Himalajaeh, Alpach, Pirenejach oraz Tatrach. Aklimaty-

zowanie ich do innych warunkéw jest bardzo trudne, a ezesto niemozliwe.
Wszystkie wystepujace w Polsee w stanie naturalnym goryczki objete sg oehro-
na prawng. Niektore gatunki sa zrédiem zwigzkéw aktywnyeh biologicznie.
Stosowane sg zatem w fitoterapii oraz jako skiadniki ponad 100 speeyfikow
ziotowych (1). Problemy zwigzane z ograniezonym dostepem do surowca ro-
$linnego, utrudnionym rozmnazaniem generatywnym i wegetatywnym oraz na-
rastajgee zubazanie stanowisk naturalnych, z ktérych sie go w wiekszosci otrzy-
muje, sklaniajg do zastosowania kultur in vitro do wegetatywnego rozmnazania
tych roslin. Celem przedstawionego opracowania jest przyblizenie, na podsta-
wie dostepnej literatury, probleméw zwigzanych z wykorzystaniem metod biote-
ehnologieznych w ochronie puli genowej roslin nalezacych do rodzaju Gen-
tiancL

W kulturach in vitro goryczek zaobserwowa¢ mozna nastepujgce nurty
badarn:

1) badania zmierzajgee do opisania zdolnosci regeneracyjnych droga orga-
nogenezy (2);

2) badania nad somatyczna embriogeneza prowadzone na bazie kultur
agarowyeh oraz wieloletnich zawiesin komérkowych (3-5);

3) modyfikowanie genomu roslinnego za pomocg Agrobacterium rhizogenes
w kierunku zwiekszenia mozliwosci wykorzystania goryczek na kwiat ciety
lub jako Zrédia metabolitéw wtérnych (6-8);

4) badania nad obecnoscig zwiazkéw aktywnych biologicznie w zregene-
rowanyeh roslinaeh, tkanee kalusowej lub bezposrednio w zawiesinie komor-
kowej (9-12).
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Dzieki rozmnazaniu goryczek w kulturach in vitro, a takze manipulowaniu
ich genomem, by¢ moze uda sie opracowac¢ nowe, alternatywne zrédio me-
tabolitow wtdérnych lub materiatu roslinnego dla przemystu farmaceutyczne-
go czy kwiaciarskiego, co przyczyni¢ by sie mogto jednoczes$nie do ochrony
zasob6w naturalnych roslin nalezacych do rodzaju Gentiana.

2. Charakterystyka botaniczna i fitochemiczna goryczek

Rodzina Gentianaceae obejmuje okoto 45 rodzajow, z czego w Polsce wy-
stepuja trzy: Centaurium Hill., Swertia L. i Gentiana L. (13). W obrebie ro-
dzaju Gentiana okreslono 361 gatunkéw. Wiekszosé, bo 312 pochodzi z Azji,
35 wystepuje w Ameryee Pétnocnej i Srodkowej, a tylko 29 gatunkéw w Eu-
ropie (14). Rozprzestrzenione sg gtéwnie w gorskieh regionach $wiata, w dwadch
centrach. Okoto 190 gatunkéw wystepuje w Himalajach, z czego 98 to en-
demity. Drugim skupiskiem tyeh roslin sg Alpy i Pireneje, w ktérych znajduje
sie 27 gatunkéw, wsréd nich 17 stanowig endemity (15). Goryczki wystepuja
zwykle na wysokosci powyzej 1000 m n.p.m., zdarzajg sie rOwniez gatunki
rosngee w ekstremalnych wamnkach powyzej 4000 do 6000 m n.p.m., np.
G. amoena C.B. Clarke na Mont Everest czy G. urnula L. w Himalajach
(14,16).

W Polsce w stanie naturalnym stwierdzono obecnos$¢ 20 gatunkow gory-
czek. Posiadajg one szereg wspolnych cech. Kwiaty Gentiana sa eutropowe,
przystosowane do zapylania wytgeznie przez owady dtugotrgbkowe — trzmie-
le i motyle. Ich diovonkowata, dtuga korona ($rednio od 2 do 5 em) unie-
mozliwia dostep innym owadom. Potozenie precikéw ponizej znamion stup-
kow zapobiega samozapyleniu. Istnieje poglad, ze z powodu braku Swiatta
u niektérych gatunkéw, np. u G. asclepiadea L. i G. clusii Per & Song do-
chodzi do pseudoklejstogamii, paki kwiatowe nie otwieraja sie i nastepuje
woéwezas zapylenie wlasnym pytkiem (17). Charakterystyczng cechg wielu
goryezek jest szybka reakcja kwiatébw na zmiane temperatury. Jej wahania
w granieaeh 1°C, mogg przyczynia¢ sie u pewnych gatunkoéw do zamykania
kwiatéw. Goryczki reaguja niejednakowo na temperature, przy ktorej otwie-
raja korone, np. G. clusii Per & Song juz przy 8,5°C, podezas gdy G. cru-
ciata L. wymaga 20°C. Niektére z nieh reagujg na wstrzgsy sejsmiezne lub
wiatry (16). Nasiona goryczek przechowywane na sueho zupetnie traeg zdol-
nosci do kietkowania. Kietkujg tylko na Swietle, choeiaz, jak wykazano w ba-
daniach, silne swiatto hamuje wzrost pewnych gatunkéw np. G. punctata L.
(17). Przed wysianiem nasiona wszystkich gatunkéw wymagajg stratyfikacji
na mokro w niskiej temperaturze. W naturze ezesto dochodzi do pekania
torebek i rozsiewania nasion juz w ciggu zimy.

Goryczki u podstawy wyrastajgcych pedéw wyksztatcajg sztywne, skoérza-
ste rozety zimozielonyeh lisci. Odpornos¢ na zimowe i wiosenne przymrozkKi
prawdopodobnie zawdzieezajg duzej ilosei eukréw gromadzageyeh sie w ko-
morkaeh lisci (17). W czesci podziemnej goryezki tworza grube, walcowate
klacza, z niewielkg liezbg drobniejszych korzeni wspoétzyjgeych symbiotyeznie
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z grzybami. Wystepujace zjawisko mikoryzy, duza wrazliwosé roslin na pH
gleby oraz przesuszenie, bardzo utrudniajg uprawe goryczek poza Srodowi-
skiem naturalnym.

tacinska nazwa goryczek pochodzi od ilyryjskiego krola Gentiusa, ktory
odkryt ich leczniczg warto$¢ (18), natomiast polska zwigzana jest z niezwykle
gorzkim smakiem tych roélin. Surowcem leczniczym sg kigcza i korzenie
pozyskiwane z nastepujacych gatunkéw; G. lutea L. (goryczka zoétta), G. asc-
lepiadea L. (trojeSciowa), G. pannonica Scop. (pannoriska), G. punctata L.
(kropkowana), G. purpurea L. (purpurowa) i G, cruciataL. (krzyzowa) (19-21).
Najczesciej, jako sktadnik mieszanek ziotowych, wykorzystywana jest G. lutea
(1). zwiazki wystepujgce w goryczkach wykazujg lecznicze wiasciwosci w scho-
rzeniach ukiadu pokarmowego (20), a wyciagi z korzeni stosowane sg réwniez
do wyrobu win i likieréw (22).

W goryczkach wystepuje zespot zwigzkéw o charakterze glikozydowym i al-
kaloidowym, nalezacych do sekoirydoidéw, tj. gencjopikrozyd i amarogentyna
(23). Gencjopikrozyd (inaczej gencjopikryna C) ulegajac hydrolizie tworzy sil-
ny zwigzek grzybostatyczny — gencjogenol (24). Okoto 5000 razy bardziej
gorzka substancja od gencjopikrozydu i 300 razy bardziej od chininy jest
amarogentyna. Jest ona najbardziej gorzkim zwigzkiem naturalnym z doty-
chczas poznanych. Wyczuwalna jest nawet w rozcienczeniu 1:58 milionéw
(19). Ponadto w goryczkach wystepuja zwigzki o charakterze alkaloidow —
gencjanina i gencjalutyna. Wykazujg one dziatanie uspokajajace i przeciw-
zapalne, hiper- lub hipotensyjne. Obok wymienionych zwigzkéw w korzeniu
goryczek znaleziono rowniez ksantony: gentyzyne i izogentyzyne, substancje
wptywajace na osrodkowy ukitad nerwowy (24), oraz inne zwiazki np. pekty-
ny, tréjcukier gencjanoze, sacharoze, fitosterole oraz w niewielkiej ilosci ole-
jek lotny (19,24). Swiatek i wsp. (25) stwierdzili obecno$é kwasu chinowego
w przechowywanych k#gczach G. lutea L.

Prace nad identyfikowaniem zwigzkdéw wystepujacych w goryczkach, izo-
lacja oraz opisaniem ich struktury prowadzone sg bardzo intensywnie na
catym Swiecie (25-27). Nowe glukozydy irydoidowe opisano u G. alpina Vill.
(28), G. campestris L. (29), G. depressa L. (30), G. pedicellata L. (31), G. sca-
bra Bunge (32) i G. vema L. (33). U G. trijlora Pall. var. japonica Hara linii
Yahaba badania nad enzymami zwigzanymi z metabolizmem antocjanéw pro-
wadzone sg rowniez na poziomie molekularnym i biochemicznym (34).

W Polsce surowiec w postaci kigczy i korzeni goryczek pochodzi wytgcznie
z importu. Podejmowane w latach osiemdziesiatych préby zakladania i pro-
wadzenia plantacji, jak sie okazato, byly zawodne i nieoptacatne (35). Spe-
cyficzne wymagania siedliskowe i duze wilgotnosciowe trudne sg do odtwo-
rzenia w uprawach monokultury. Rosliny ponadto rozwijajg sie bardzo wolno,
nawet przy zapewnieniu im troskliwej opieki. Zakwitajg zwykle po kilku la-
tach, a korzenie i klgcza nadajg sie do zbiom na surowiec leczniczy dopiero
po 3-5, a czasami nawet 8-latach (36,37).

Woprowadzenie roslin do warunkow kultur in vitro otwiera nowa, bardziej
wydajng droge ich pozyskiwania. W przypadku goryczek pozwala ona na
uniezaleznienie sie od trudno dostepnego materiatu rostinnego, od diugo-
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trwatego i zawodnego kietkowania nasion oraz powolnego wzrostu siewek.
Dostarcza w postaci regenerantow — materiatlu hodowlanego, a w postaci
tkanki i regenerantdbw — metabolitéw wtérnych. Stanowi réwniez materiat
do badan podstawowych.

3. Obecny stan badan nad roslinami z rodzaju Gentiana
w kulturach in vitro

3.1. Rozmnazanie goryczek drogq organogenezy

Wiekszo$¢ gatunkdéw goryczek wprowadzonych do kultur in vitro rozmna-
zanych jest droga organogenezy. Kontrola przebiegu réznicowania sie orga-
noéw, z ktérych nastepnie uzyskuje sie rosliny zalezy od zespotu odpowiednio
dobranych czynnikéw, ktdére decydujg o drodze regeneracji, jak réwniez o wy-
dajnosci badanego procesu. Nalezg do nich rodzaj i wiek eksplantatu uzytego
do zatozenia doswiadczenia, rodzaj i sktad pozywki, zastosowane regulatory
wzrostu, jak réwniez warunki zewnetrzne kultury. Zdolnosci regeneracyjne
w kulturach in vitro opracowanych do tej pory gatunkéw goryczek zestawiono
w tabeli 1.

3.1.1. Stosowane eksplantaty

Eksplantaty moga pochodzi¢ praktycznie z dowolnego stadium ontogene-
tycznego rosliny. Pomimo ze pobrany fragment tkanki traci kontakt z natu-
ralnym ukitadem interakcji komodrkowych, a dalszy jego rozwdj stymulowany
jest sztucznymi warunkami kultury in vitro, rézne eksplantaty wykazujg od-
mienne zdolnosci morfogenetyczne. Zaleza one od wieku i stopnia jego zr6z-
nicowania. W kulturach dotychczas badanych gatunkéw goryczek, w przy-
padku wiekszosci stosowanych eksplantatéw indukowano powstawanie pe-
dow.

Hosokawa i wsp. (38) w badaniach prowadzonych na pieciu odmianach
G. trijlora Pall. var. Japonica Hara linii Yahaba i trzech mieszancach G. trijlora
X G. scabra, wykazali wieksze zdolnosci morfogenetyczne eksplantatow lisci
i peddw, w porownaniu z korzeniem. Z fragmentow lisci i pedéw otrzymywano
Srednio 10-11 zregenerowanych pedéw, a z korzeni 4-5. Wyktadajac frag-
menty pedéw G. kurroo Royle na pozywki inicjalne Sharma i wsp. (39) otrzy-
mywali $rednio z jednego eksplantatu 3,5 zregenerowanych pedéw w ciggu
6-tygodni kultury. Z fragmentow pedow uzytych przez Momcilovi¢ i wsp. (40)
powstawato Srednio 1,3; 3,2; 4,1; 6,5 pedéw kolejno w kulturach nastepu-
jacych gatunkoéw goryczek: G. acaulis L., G. cruciata L., G. purpurea L. i G. Lu-
tea L. Eksplantatami wyjsciowymi w wielu przypadkach byty merystemy wierz-
chotkowe, wierzchotki pedow oraz paki katowe (10,39,41). Opisany przez
Yamada i wsp. (10) system regeneracji G. scabra pozwala na otrzymywanie
z pakoéw wierzchotkowych 4,7 x 10® roslin w ciggu roku. U G. luteai G. pneu-
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monanthe L. stosowano eksplantaty pochodzace z siewek, zawierajgee wy-
ksztateone merystemy wierzehotkowe lub katowe (42).

Czesto w kulturaeh in vitro wykor2”stywano rowniez jako zrodta eksplan-
tatbw pedy poehodzaee ze zregenerowanyeh roslin. Taki system mikroroz-
mnazania opraeowany dla G. kurroo pozwalat na otrzymywanie regenerantéw
przez kilka lat, bez konieeznosei siegania do wyjseiowego materiatu roslin-
nego (39). Podobng metode opracowano dla G. scabra (10). Z eksplantatéw
pierwotnych otrzymywano S$rednio 18 peddéw, a z wtdrnych eksplantatéw
pedowyeh przeszto 70 w obecno$ei 2,5 razy wyzszyeh stezen hormondw.

3.1.2. Stosowane pozywki

Stosowane w kulturaeh pozywki réznig sie zawartoscig makro- i mikro-
elementéw oraz witamin. W badaniaeh zmierzajgeych do ustalenia odpowied-
niego skfadu podtoza dla golyczek Wesotowska i wsp. (43) poddali analizie
37 wariantéw pozywki Nitsch i Nitsch (NN) oraz Murashige i Skoog (MS).
Skrzypczak i wsp. (9) testowali zmodyfikowane poZ5rwki MS, NN i Gamborga
(B5). Hosokawa i wsp. (38) badali MS i B5, a Momd ilovi¢ i wsp. (40) obok
MS testowali rowniez pozywke dla roslin drzewiastyeh. W przedstawionyeh
pracaeh najlepszg reakeje eksplantatdw oraz najwiekszg liezbe regenerantéw
zapewniat podstawowy zestaw substaneji mineralnyeh i organieznych pozy-
wki MS i B5, o zmodyfikowanym odpowiednio skladzie regulatorow wzrostu.

Najczeseiej do mikrorozmnazania goryezek stosowano pozywki zestalone
agarem. Kultury ptynne stosowano gtéwnie w eelu pobudzenia do intensyw-
nego wzrostu tkanki kalusowej, a nastepnie wykorzystania jej jako zrédia
metabolitéw wtdrnych, tj. gencjopikrozydu (11,12). Jedynie w przypadku mie-
szarnea WSP3 (G. trijlora x G. scabra) podjeto sie jego rozmnaizania bezpo-
Srednio w Srodowisku pozywki ptynnej, w warunkaeh fermentora. Zastoso-
wana metoda pozwolita na masowe otrzymywanie pedéw przy jednoczesnym
skréceniu ezasu trwania kultury oraz zmniejszeniu naktadéw praey (2).

3.1.3. Stosowane regulatory wzrostu

Regulatory wzrostu stosowane w pozywkaeh indukeyjnyeh stymulujg po-
dziaty komoérkowe w eksplantatach, prowadzgee w konsekweneji do ieh pro-
liferacji i powstawania stref merystematyeznyeh, a nastepnie réznicowania
sie z nich zawigzkéw peddéw lub korzeni. Odpowiednio dobrany stosunek
auksyn do cytokinin deeyduje o kiemnku rozwoju eksplantatéw (44). W za-
leznosei od wzajemnyeh proporeji hormonéw mozna stymulowac tworzenie
peddéw lub korzeni, badz indukowaé proees somatyeznej embrtogenezy. Ro-
dzaj i stezenie uzytych regulatoréw wzrostu zaleza od badanego gatunku
i powinny by¢ dobrane indywidualnie. W badaniaeh nad rozmnazaniem go-
ryezek drogg organogenezy, testowano wplyw réznyeh cytokinin: zeatyny,
kinetyny, BAP, tidiazuronu (TDZ), 4PU-30 oraz auksyn: naturalnej (LAA) i syn-
tetycznych NAA, IBA, 2,4-D, dicamby i picloramu (tab. 1).
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Eksplantat

|
G. acaulis L.

fragmenty pedéw

G. cerina

pedy boczne

G. corymbifera
pedy boczne

G. cruciata L.

zawiesina komorko-
wa

liscienie, hipokotyle,
korzenie

zawiesina komorko-
wa

fragmenty pedow

zarodki zygotyczne,
siewki, fragmenty lisci

G. kuTTOo Royle

wierzchotki i frag-
menty pedéw

G. lutea L.
wierzchotki pedéw,
liscienie i epikotyle
fragmenty pedéw

liscienie, hipoko-
tyle, korzenie
merystemy wierz-
chotkowe, paki

G. pannonica Scop.

liscienie, hipo-
kotyle, korzenie

G. pneumonanthe L.

wierzchotki pedoéw,
liscienie i epikotyle
liScie, merystemy
wierzchotkowe

Tabela |

Regeneracja Gentiana spp. W kulturze in vitro

Uzyte regulatory
wzrostu

2

IAA, NAA, BA, GAs

BAP, GAs

BAP, GAs

2,4-D, BAP

2,4-D, NAA, KIN,
SA, GAs

Die, NAA, BA, KIN,
SA, GAs

IAA, NAA, BA, GAs

IAA, NAA, IBA,
2,4-D, KIN, BAP, SA

IAA, NAA, IBA,
KIN, BA

NAA, IBA, KIN, BA,
2iP

IAA, NAA, BA, GAs
IAA, 2,4-D, BAP,
KIN, GAs

IAA, NAA, BA,
PBA, Zeat

NAA, 2,4-D, KIN,
GAs

NAA, IBA, KIN, BA,
2iP
2,4-D, Picloram, BA

Droga
réznicowania/wynik
kultury
3

organogeneza, ros-
liny

organogeneza

organogeneza

zawiesina komoérko-
wa

somatyczna embrio-
geneza (SE), rosliny

somatyczna embrio-
geneza, rosliny

organogeneza, ros-
liny

kalus,
organogeneza,
rosliny

organogeneza, ro$-

liny

organogeneza, ros-
liny
organogeneza, ros-
liny
organogeneza,
liny
organogeneza,
liny

ros-

ros-

somatyczna embrio-
geneza, rosliny

organogeneza, ros-
liny

somatyczna embrio-
geneza, rosliny

Sekoiiydoidy

stwierdzono w:

4

nie badano

nie badano

nie badano

PEM

nie badano
nie badano
nie badano

kalus, rosliny

nie badano

nie badano

nie badano

pedy

nie badano

nie badano

nie badano

nie badano
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| 2 3 4 5
G. punctata L.
liscienie, IAA, 2,4-D, BAP, organogeneza, ros-  pedy 9
hipokotyle, korzenie KIN, GAs liny
epikotyle siewek IAA, BA Ic;;gilanogeneza, ros- nie badano 6

G. purpurea L.
zarodki zygotyczne IAA, NAA, IBA, 2,4- organogeneza, ro$- nie badano

D, KIN, BAP, SA. liny 43
fragmenty pedéw IAA, NAA, BA, GAs organogeneza, ro$-  nie badano 40
liny
G. scabra Bunge var. buergeri Maxim.
paki katowe IAA, NAA, IBA, organogeneza, ros-  korzenie 10
BAP, GAs liny roslin
G. scabra TO
wierzchotki pakow, 2,4-D, BA, TDZ kalus, nie badano
liscie organogeneza, 45
rosliny
G. tibetica King
zawiesina komor- 2,4-D, BAP zawiesina komorko- PEM 1
kowa wa
liscienie, NAA, 2,4-D, KIN, somatyczna embrio- nie badano
hipokotyle, korzenie GAz geneza, rosliny 3 4
zawiesina komoérko- Die, NAA, BA, KIN, 5 52
wa S.A, GAs '
fragmenty pedéw IAA, NAA, BA. GAs  organogeneza, ros- nie badano 40
liny
liscienie, IAA, NAA, IBA, 2,4- organogeneza, ros- kalus, rosliny
hipokotyle, D. KIN, BAP, Zeat, liny 61
korzenie, pedy GAs3

G. trijlora Pall. var. japonica Hara cv (FI hybryd, G. triflora x G. scabra) H-3,
Polamo White i WSP-3

liscie, pedy, IAA, NAA. 2.4-D, organogeneza, ros- nie badano

korzenie TDZ, 4PU-30, BA, liny 38
Zeat

paki katowe NAA, TDZ, 4PU-30, organogeneza, ro$- nie badano
BA liny 2

Stosowane skréty: 2,4-D — kwas 2,4-dwuchlorofenoksyoctowy; 2iP — 2-izopentynyloadeni-
na; 4PU-30 — N-(2-chloro-4-pirydylo)-N’-fenylomocznik; BAP (BA) — 6-benzylaminopuryna (ben-
zyloadenina); Die — kwas 3,6-dwuchloro-2-metoksybenzoesowy (dicamba); GAs — kwas gibe-
relinowy; IAA — kwas ()-indolilooctowy; IBA — kwas (J-indolilomastowy; Kin — 6-furfuiyla-
minopuryna (kinetyna); NAA — kwas a-naftalenooctowy; PEM — masa proembriogenna; Pic-
loram — kwas 4-amino-3,5,6-tréjchloropikolinowy; SA — siarczan adeniny: TDZ — N-fenylo-
N’l,2,3-thiadiazol-5-yI-N'-mocznik (tidiazuron); Zeat — (6-[4-hydroksy-3-metylobut-2-enylami-
no] puryna (zeatyna).
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Analizujgc wptyw czterech cytokinin na zdolnosci regeneracyjne mieszan-
ca WSP-3 G. irijlora x G. scabra, Hosokawa i wsp. (38) stwierdzili wiekszg
skuteczno$¢ TDZ w poréwnaniu z 4PU-30, BA i zeatyng. Lepszy efekt pe-
dogenezy przy uzyciu TDZ w stosunku do BA potwierdzili réwniez Jomori
i wsp. (45). Odpowiednie stezenia tej fenylomocznikowej cytokininy do sty-
mulacji bezposredniej pedogenezy okreslono na poziomie 5,0 i 10,0 mg/l.
Podniesienie poziomu do 20,0 mg/l przyczyniato sie do zwiekszenia liczby
regenerowanych pedéw, jednak wolwczas reagowato tytko 60% eksplantatéw
(38). Nizsze stezenia (0,5-1,0 mg/l) TDZ stosowano do regeneracji pedow
z tkanki kalusowej (45). Sharma i wsp. (39) wykazali, ze u G. karroo uzycie
BA w stosunku do kinetyny pozwalalo na otrzymywanie dwukrotnie wiekszej
ticzby pedoéw z jednego eksplantatu, przy jednoczes$nie dwukrotnie wiekszym
procencie reagujacych eksplantatdw. Podobne rezultaty w badaniach nad
czterema gatunkami goryczek otrzymali Momcilovic i wsp. (40). Zazwyczaj
zastosowanie wyzszego stezenia cytokininy (od 2,0-4,0 mg/l do 10,0 mg/I
w przypadku TDZ) i relatywnie niskiego poziomu auksyny (0,1-0,2 mg/l)
stymulowato eksplantaty do tworzenia pedéw (38-40). Natomiast uzycie wy-
zszego stezenia auksyny powyzej 0,25 mg/l, np. 2,4-D, w obecnosci 1,0-
-2,0 mg/l cytokininy (BA lub kinetyny) prowadzito do powstawania tkanki
katusowej i regeneracji pedéw droga posredniej organogenezy (45,9). W swo-
ich badaniach nad G. punctata autorzy wykazati, ze wraz ze wzrostem ste-
zenia BA (od 0,0 do 2,0 mg/l) zwiekszala sie ticzba powstajgcych pedow,
jednak wyzsze koncentracje cytokininy powodowaty silne ich skrdcenie i two-
rzenie sie rozet. Zastosowanie dodatkowo 0,1 mg/t IAA stymulowato powsta-
wanie pedéw. Stwierdzono réwniez, ze zastgpienie LAA przez NAA w koncen-
tracjach wyzszych niz 0,1 mg/l wywolywato katusowanie i powodowato wy-
stgpienie objawdw hiperhydratacji (46).

Giberetiny sg bardzo rzadko uzywane w pozywkach indukcyjnych, jak-
kolwiek znajduja zastosowanie w czasie dojrzewania zarodkéw czy stymulacji
tworzenia systemu korzeniowego oraz w pozniejszym wzroscie roslin (47).
Najczesciej stosowana w kulturach in vitro i jednoczesnie uchodzacg za bar-
dzo silny stymulator wzrostu jest GA3 (48). W pracach dotyczacych kultur
goryczek, gibereline stosowano czesciej w pozywkach stymulujacych prawid-
towy rozwoj wczesniej otr2”manych peddéw, rzadziej natomiast hormon ten
byt stosowany w pozywkach inicjalnych. Opisano trzy przypadki zastosowa-
nia giberetiny, zawsze w zestawieniu z cytokining, w ktérych pobudzata ona
formowanie i namnazanie pedéw. Na pozywce zawierajacej GA3 i BAP (po
1,0 mg/t) otrzym3Twano przeszto 18 peddw G. scabra. W pozywkach, w kto-
rych zamiast giberetiny zastosowano auksyne (IAA lub NAA) w zestawieniu
z BAP, regenerowano znacznie mniej pedéw (10). Dodanie GAz do pozywki
do namnazania pedéw G. punctata w stezeniu 0,1-1,0 mg/l stymulowato ich
elongacje (46). U dwodch gatunkoéw: G. cerina i G. corymbifera stwierdzono
korzystny wptyw GA3 zaréwno w pozywce inicjalnej, jak i ukorzeniajacej
pedy. Giberelina w kombinacji z BAP zwiekszata protiferacje pedéw oraz sty-
mulowata ich elongacje, natomiast w poZ5rwce do ukorzeniania z IBA, zna-
czaco podnosita liczbe powstajacych korzeni. Wyniki tych badan wskazujg

biotechnologia 4 (47) 99



84 Anna Mikufa, Jan J. Rybczynski

na celowos¢ uwzgledniania GA3 w kombinacjach hormonéw pozywek kultur
inicjalnych oraz w pozywkach do ukorzeniania goryczek.

Podczas ukorzeniania zregenerowanych pedéw stwierdzono odmienne wy-
magania poszczegblnych gatunkéw co do obecnosci i stezen stosowanych
hormondéw. Pedy niektérych badanych gatunkéw tworzyty korzenie na pozy-
wkach bez regulatoréw wzrostu np. G. cruciata (40) i G. scabra (10). Czesto
stosowanymi stymulatorami ukorzeniania czesci nadziemnych goryczek byty
IBA lub IAA (43,39,9,46) oraz NAA (40,39,10,41). Do ukorzeniania pedéw
G. pneumonanthe konieczne byto wzbogacenie pozywki obok auksyny (5,0 mg/I
IBA) jeszcze w cytokinine (0,1 mg/l BA) (42). Vinterhalter i Vinterhalter (46)
obserwowali lepsze ukorzenianie pedéw G. punctata (88,2%) po 8-dniowym
ich traktowaniu pozywka zawierajaca 2,0 mg/l IBA, a nastepnie zmianie
pozywki na wolng od regulatoréw wzrostu. Stwierdzono, ze NAA zastosowane
zamiast IBA w pozywce do ukorzeniania peddw, stymulowalo powstawanie
tkanki kalusowej u ich podstawy, a otrzymane korzenie byly w znacznym
stopniu znieksztatcone. Elongacje korzeni G. punctata istotnie podniesiono
stosujgc 7-dniowe traktowanie pedéw pozywka ptynng z 2,0 mg/l IBA (46).

3.2. Proces somatycznej embriogenezy w kulturach goryczek

Somatyczna embriogeneza jest zjawiskiem szczegOlnie interesujgcym ze
wzgledu na to, ze pozwala na zintensyfikowanie procesu regeneracji, dostar-
cza réwniez materiatu do badan podstawowych. U roslin z rodzaju Gentiana
ta droga nie byta jeszcze dostatecznie opisana. Sposréd kilku prac, ktére
ukazaty sie dotychczas wiekszos$¢ stanowig doniesienia pokonferencyjne. Em-
briogenng tkanke kalusowag i regeneranty otrzymano u G. pneumonanthe
(49). Somatyczng embriogeneze indukowano na blaszkach lisciowych i me-
rystemach wierzchotkowych regenerantow pod wpltywem 2,4-D i picloramu.
Dojrzewanie zarodkéw somatycznych zachodzito na pozywce wzbogaconej BA.
Wesotowska i wsp. (50) zaindukowali somatyczng embriogeneze na eksplan-
tatach siewek G. cruciata w obecnos$ci 2,4-D i kinet3my. Zarodki somatyczne
przenoszono na pozywki MS uzupetnione NAA i siarczanem adeniny (SA) lub
GA3 i SA. W przypadku G. crassicaulis Duthie embriogenng tkanke kalusowag
wyprowadzono z protoplastow na pozywce MS zawierajacej 3,0 mg/l zeatyny,
2,0 mg/l 6BA, 1,0 mg/l GA3, 1,0 mg/l NAA i 6% sacharoze. Kalus utrzy-
mywat swoje embriogenne wiasciwosci przez okres okoto jednego roku na
pozywce wolnej od hormondéw. Rosliny regenerowano na pozywkach pozba-
wionych regulatoréw wzrostu. Srednio 30% regenerantéw przezywalo i wy-
kazywato prawidlowy rozwdj po przeniesieniu do szklarni (51).

Pierwsza obszerna praca dotyczaca regeneracji goryczek drogg somatycz-
nej embriogenezy ukazata sie w 1994 r. (3). Autorzy uzywajac 0,5 mg/l 2,4-D
i 1,0 mg/l kinetyny, zaindukowali embriogenna tkanke kalusowg trzech ga-
tunkéw goryczek: G. cruciata L., G. pannonica Scop. i G. tibetica King. Eks-
plantatami wyjsciowymi byly fragmenty 25-dniowych siewek: liscienie, hipo-
kotyle i korzenie. W pracy opisano czynniki wptywajace na wydajnos$¢ two-
rzenia kalusa przez poszczegolne eksplantaty w réznych warunkach kultury.
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z embriogennej tkanki kalusowej otrzymano zarodki somatyczne, a nastepnie
roédliny (3). Roéznicowanie sie i kolejne stadia rozwojowe zarodkéw somaty-
cznych: od prazarodka, zarodka globulamego po stadium liscieniowe i jego
konwersje w rosline przedstawiono na bazie preparatdow parafinowych bar-
wionych réznymi metodami: reakcjg PAS i leukofuksyng, safraning i zielenig
trwalg, hematoksyling Erlicha (5). W badaniach nad przebiegiem somatycznej
embriogenezy u goryczek skupiono sie nie tylko nad opracowaniem optymal-
nych warunkéw dla wzrostu i rozwoju zarodkéw somatycznych (52), ale prze-
de wszystkim dokonano wnikliwej analizy tego procesu. Dzieki zmodyfiko-
waniu pozywki ptynnej rozwinieto system wieloletnich kultur zawiesinowych.
Zastosowanie regulatoréw wzrostu w postaci: 1,0 mg/l dicamby, 0,1 mg/l
NAA, 2,0 mg/l BAP i 80,0 mg/l siarczanu adeniny, pozwolito na utrzymanie
intensywnie rosnacej masy proembriogennej (PEM) i zachowanie jej zdolnosci
do regeneracji przez okoto cztery lata dla badanych trzech gatunkéw. W kul-
turach zawiesinowych przesledzono pochodzenie zarodkdw somatycznych. Wy-
kazano, ze powstajg one w wyniku podziatéw pojedynczej, totipotentnej, wol-
no ptywajacej w pozywce komorki lub pojedynczych komoérek réznicujgcych
sie w PEM-ie (4). Dokonano poréwnania zdolnosci morfogenetycznych trzech
analizowanych gatunkdéw, regenerowanych droga somatycznej embriogenezy
na pozywce agarowej oraz w kulturze zawiesinowej. Zwr6cono uwage na
wysoka wydajnos¢ tego procesu, a takze na stosunkowo duze mozliwosci
manipulowania badanym materiatem w opracowanych warunkach kultur za-
wiesinowych (53).

3.3. Manipulacje genetyczne

3.3.1. Kultura protoplastéw Gentiano spp. | somatyczna hybrydyzacja

Regeneracji roslin goryczek mozna dokona¢ z pojedync2?ych, pozbawionych
Scian komoérkowych protoplastow. Dotychczas ta drogg otrzymano rosliny
G. crassicaulis Duthie, G. scabra Bunge i czterech odmian mieszarca G. tri-
flora X G. scabra (tab. 2). Pierwsze proby otrzymania protoplastow G. scabra
podjete przez Zhou i wsp. w 1985 (54) doprowadzity tylko do powstania
tkanki kalusowej. W kolejnych badaniach doprowadzono do rdéznicowania
sie korzeni (55). Pierwsze rosliny w kulturze protoplastéw goryczek otrzyma-
no w 1989 r. (56).

Jako zrodia protoplastdw najczesciej uzywano lisci (tab. 2). W przypadku
G. lutea wykorzystano ustabilizowane zawiesiny komoérkowe wyprowadzone
z eksplantatow lisci (57), natomiast u G. crassicaulis tkanke kalusowg otrzy-
mang z hipokotyli siewek (51). Stosowano rowniez liscie pobierane z pedéw
roslin wyprowadzonych w warunkach in vitro z wierzchotkéw pedéw na po-
zywkach bez hormonéw wzrostu (45,58).
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Tabela 2
Regeneracja roslin z rodzaju Centiana W kulturze protoplastéw

Gatunek Eksplantat Rezultaty Literatura
G. crassicaulis Duthie kalus kalus,
somatyczne 51
zarodki, rosliny
G. lutea L. zawiesina kalus
komérkowa 57
G. scabra Bunge liscie kalus 54
liscie kalus, korzenie 55
liscie kalus, pedy,
rosliny 56
G. scabra linia TO liscie kalus, pedy, 57
rosliny
G. triflora Pall. var. Japonica Hara liscie regenerantow kalus
linia Yahaba 45
G. triflora x G. scabra cv. lhatovo, liscie regenerantow kalus, pedy,
cv. lwate, cv. Maciry, cv. WSP-3 rosliny 58

Regeneracja roslin w kulturze protoplastoéw przebiegata gtéwnie drogg orga-
nogenezy (tab. 2). W wyniku wielokrotnych podzialtéw komorkowych naste-
powato tworzenie wielokomérkowych agregatéw (protokaluséw), ktére naste-
pnie intensywnie proliferujgc tworzyty tkanke kalusowa. Tkanka kalusowa
powstawala zazwyczaj w obecnosci auksyn i cytokinin. W niektorych kuttu-
rach regeneracja pedéw zachodzita na pozywkach zawierajgcych wysokie ste-
zenia cytokinin (56,57). Wykorzystywany czesto w kulturach goryczek tidia-
zuron w stezeniach od 0,5 mg/l do 10,0 mg/l, stymulowat efektywniejsze
powstawanie pedOw niz stosowane zazwyczaj cytokininy typu puryn takie
jak: BA, kinetyna czy zeatyna. Jego zastosowanie przyczyniato sie do 10-13-
krotnego zwigkszenia liczby otrzymanych peddéw (45,58). Hormon ten pod-
nosit rowniez wspotczynnik podziatow komdérkowych w kutturach protopla-
stéw (58).

W kulturze protoplastéow tkanki kalusowej hipokotyla, droga somatycznej
embriogenezy otrzymano rosliny G. crassicaulis (51). Eksplantaty w postaci
fragmentéw 4-tygodniowych hipokotyli wykiadano na pozywke z 2,0 mg/t
2,4-D i 0,5 mg/l BA. Po 2-tygodniach kultury zainicjowang tkanke kalusowsg
przenoszono i pasazowano co trzy tygodnie na pozywke MS zawierajgca
1,0 mg/l 2,4-D, 0,5 mg/l BAP, 500 mg/l hydrolizatu laktalbuminy i 4%
sachroze.

Takahata i wsp. (57) podjeli prébe otrzymania mieszancéw somatycznych
drogg fuzji protoplastéw pomiedzy G. scabra Bunge i Eustoma grandifLorum
Shinn. (Gentianaceae) oraz G. lutea i E. grandifionim. W elektrofuzji ucze-
stniczyto 10-20% protoplastéw i otrzymano 2,1-4,1% heterokarionéw pomie-
dzy G. lutea i E. grandijlorum.
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3.3.2. Transformacja za pomocq Agrobacterium

Dazenie do zwiekszenia przydatnosci uzytkowej roslin oraz poszukiwanie
nowych, bardziej wydajnych drég pozyskiwania metabolitobw wtérnych skto-
nity badaczy do modyfikowania roélin z rodzaju Gentiana. Dokonujac trans-
formacji wykorzystano zjawisko naturalnego wprowadzania zmodyfikowanego
plazmidu Ri przy uzyciu Agrobacterium rhizogenes do genomu transformo-
wanej rosliny. Nastepstwem infekcji komaérek roslinnych byta zmiana ich
metabolizmu i tworzenie duzej masy drobnych korzeni przybyszowych zwa-
nych hairy roots. Zwykle w kulturach uzupetnionych substancjami wzrosto-
wymi korzenie zdotne do réznicowania peddéw wykazuja transgen.

Pierwszej transformacji rostin nalezacych do rodzaju Gentiana wedtug da-
nych Mugniera (59) i Tepfera (60) poddano dwa gatunki goryczek: G. cruciata
i G. lutea. W pierwszym przypadku otrzymano tumory w tkance katusowej,
w drugim za$ tylko korzenie wiosnikowe (Davioud, nie publikowane). Pier-
wszej udanej transformacji goryczek dokonano dopiero w 1995 r. W opisy-
wanym doswiadczeniu uzyskano najpierw hodowle korzeni wiosnikowych,
z ktérych kolejno regenerowano rosliny w kulturze na pozywce 0,5 MS za-
wierajacej BAP i NAA. Podjete préby transformacji dotyczyty G. scabra Bunge
var. buergeri Maxim. Przy uzyciu dzikiego typu Agrobacterium rhizogenes
(szczep MAFF03-01724) wprowadzono gen roi, dzieki czemu otrzymano ro-
stiny o zmienionym fenotypie. Transformanty r6znity sie wysokoscia i termi-
nem zakwitania. Obserwowano kartowe osobniki o bardzo skréconych pe-
dach z 30-60 cm az do 2-5 cm. Przy tej dilugosci pedéw obserwowano we
wszystkich miedzyweztach zawigzywanie sie pgkéw kwiatowych, czego nie
spotyka sie u roslin nie transformowanych. Dzieki tej modyfikacji wyprowa-
dzono nowe formy ozdobne gatunku G. scabra zakwitajgce juz okoto pier-
wszego roku kuhtury, podczas gdy rosliny ze stanowisk naturalnych kwitng
po raz pierwszy zwykle po 3-latach (6).

Za pomoca A. rhizogenes A4 zawierajgcego agropinowy plazmid (pRiA4)
zaindukowano korzenie wilosnikowe na fragmentach pedéw pochodzacych
z kuktury aksenicznej odmiany mieszancowej ,,Polamo white" (G. trijlora
X G. scabra). Regeneranty uzyskane z kuttuiy korzeni wilosnikowych wyka-
zywaly bardzo szerokie spektrum zmiennosci fenotypowej. Obok skréconych
pedoéw, u niektérych roslin stwierdzono zaburzenia dominacji wierzchotko-
wej, co wpltywato na wieksze krzewienie sie i tworzenie wiekszej liczby kwia-
téw. Liscie eliptycznego ksztattu byly kolejnym organem wykazujgcym zmia-
ny w morfologii (7).

Za pomocg dwoch szczepow A. rhizogenes podjeto préby transformaciji
pedéw rozmnazanych wegetatywnie czterech gatunkéw goryczek: G. lutea
i G. purpurea (szczep ATCC 15834) oraz G. acaulis i G. cruciata (szczep
A4M70GUS). Szczep ATCC 15834, byt szczepem typu dzikiego, natomiast
A4M70CUS byt nie rozbrojonym agropinowym typem zawierajagcym gen glu-
kuronidazy, zintegrowany z regionem TL ptazmidu pRiA4. Konstrukt CUS
zawierat uidA, sekwencje pod promotorem 70S (podwdéjny promotor 35SCaMV)
Z nastepujacg sekwencja poliadenylacji NOS. Efektem transformacji G. acau-
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Us i G. lutea byto powstanie korzeni wiosnikowych, z ktérych otrzymano
jedynie tkanke kalusowa. Bezposrednio z korzeni wiosnikowych spontanicz-
nie powstawaly paki G. cruciata, a pedy G, purpurea otrzymano w wyniku
wtdrnej organogenezy (poprzez tkanke kalusowa). Powstate regeneranty po-
chodzenia hairy roots byty r6zne fenotypowo. Najczesciej miaty skrocone mie-
dzywezta i zwiniete lub pomarszczone liscie. W przypadku G. lutea morfolo-
giczne réznice regenarantéw obserwowano réwniez pomiedzy piecioma klo-
nami otrzymanymi na drodze niezaleznych eksperymentow transformacji. Wstep-
ne analizy ekstraktow z korzeni wiodnikowych G. lutea wykazaty obecnosé
w nich gencjopikrozydu i ksantonu-gentyzyny. Optymalizacja wamnkéw kul-
tury transformowanych korzeni trzech przebadanych klonéw G. lutea postuzy
do otrzymywania sekoirydoidow (8).

3.4. Kultury in vitro jako Zrédto metabolitow

Kultury tkankowe lub zregenerowane in vitro rosliny stanowi¢ moga Zrédto
substancji naturalnych. Wiele gatunkdéw z rodziny Gentianaceae, w tym réw-
niez roslin z rodzaju Gentiana wprowadzonych do kultur, poddawanych jest
badaniom pod katem zawartosci substancji czynnych (tab. 1). Obecnos¢ se-
koiiydoidéw stwierdzono w zregenerowanych pedach Ilub roslinach
(9,10,43,61), a takze w tkance kalusowej (10,61). WYystepowanie gencjopi-
krozydu obserwowano réwniez w masie proembiogenicznej (PEM-ie) kultur
zawiesinowych G. cruciata i G. tibetica (11,12) oraz wykazano, ze zwigzek
ten wydalany jest do pozywki ptynnej (12). Zwykle zawartos¢ gencjopikrozydu
w korzeniach ros$lin rosnacych in vivo waha sie od 3,5 do 8% suchej masy
u G. pannonica i G. punctata, do 10% s.m. u G, lutea (64,65), za$ w lisciach
do 3% s.m. (65). Dla poréwnania w pedach pochodzacych z kultury in vitro
zawartos$¢ gencjopikrozydu wynosita 3,7% (9), natomiast w korzeniach rege-
nerantdbw G. scabra okoto 8% s.m. (10). W wyselekcjonowanych klonach
G. scabra ilos¢ tego zwigzku wzrastata nawet do okoto 12% s.m. (10). Obe-
cnos$¢ niewielkich ilosci gencjopikrozydu, bo od okoto 0,01 do 0,02% s.m.
wykazano w tkance ro2rwijajacej sie w warunkach kultury zawiesinowej oraz
w plynie pohodowlanym, w ktérym jego zawartos¢ wynosita 2x10"% s.m.
12.

Znajomos¢ drdg biosyntezy substancji naturalnych ma swoje implikacje
praktyczne. Obok mozliwosci otrzymywania metabolitéw w warunkach kul-
tury, pozwala réwniez na badanie enzymatyki proceséw. Umozliwia to od-
najdywanie prekursoréw zwigzkéw, ktdére po dodaniu do kultury wzmagaja
tworzenie metabolitow wtdrnych (62). Badania prowadzone na poziomie mo-
lekularnym i biochemicznym u goryczek, daza do opisania drég biosyntezy
antocyjanow wystepujgcych w ich kwiatach (34,63,66). ldentyfikacja genéw
odpowiedzialnych za enzymatyczng kontrole proceséw biosyntezy gencjodel-
finy w kwiatach G. triflora, umozliwia klonowanie odcinkéw cDNA, co w tym
przypadku moze znalez¢ wykorzystanie w modyfikowaniu barwy kwiatow (34).
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4. Podsumowanie

Kultury in vitro umozliwiajg wydajne rozmnazanie goryezek zaréwno droga
organogene2y jak i somatyeznej embriogenezy, a tkanka kalusowa i regene-
ranty stanowi¢ mogg zrédto metabolitow wtornych. Manipulowanie roslinnym
genomem goryczek otwiera nowe perspektywy w genetyce i hodowli tych
roslin. Z danych literaturowych wynika, ze zmodyfikowane metoda transfor-
macji za pomocg A. rhizogenes goryczki posiadajg cechy podnoszace ich wa-
lory ozdobne. W przypadku roslin nalezacych do rodzaju Gentiana z wielu
wzgledoéw, na ktore zwrécono uwage w tym artykule, istnieje, jak sie wydaje,
potrzeba szerszego wykorzystywania nowoczesnych metod biotechnologicz-
nych dla wiekszej grupy goryczek. Dotychczas w kulturach in vitro opraco-
wano metody rozmnazania dwunastu gatunkdw goryczek, a transformacji
zakonczonej otrzymaniem stransformowanych roslin dokonano zaledwie w przy-
padku czterech gatunkéw.
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Present status of Gentiana taxa biotechnology
Summary

Data on the tissue culture and genetic manipulation of several species of the genus Gentiana

in support on the review of literature are presented.
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