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1. Wstep

otencjalnym zrodtem wtérnych metabolitow sg kultury komérkowe. Ta

droga wyodrebniono dotad wiele zwigzkéw naturalnych z grup chemicz-

nych: fenylopropanoidéw, alkaloidow, terpendw i chinonéw (1-3). Niektoére
z nich sg otrzymywane w skali przemystowej, w wiekszosci przez firmy ja-
ponskie (4). Kultury komoérkowe roslin zostaty wykorzystane réwniez w bio-
transformacji egzogennych zwiazkow, czesto o znaczeniu fitoterapeutycznym
(5,6). Korzenie gatunkoéw rodzaju Gentiana L. sg surowcami leczniczymi wy-
mienionymi w wielu farmakopeach $wiata (7). Aktdrwno$¢ biologiczng wyka-
zuja glukozydy sekoirydoidowe o gorzkim smaku. Gléwnymi zwigzkami tej
grupy chemicznej sg amarogentyna i gencjopikrozyd — glukozyd najczesciej
spotykany w roslinach rodziny Gentianaceae (8). Kulturami in vitro gatunkéw
rodzaju Gentiana zajmowano sie w kilku osrodkach naukowych (9-15). Poza
mikrorozmnazaniem regeneracje roslin otrzymano réwniez droga embriogene-
zy (16-20) oraz w wyniku kultur in vitro protoplastéw (21). Przy uzyciu Agro-
bacterium rhizogenes uzyskano transformowane korzenie wlosnikowate Gen-
tiana lutea L. (22) i G. punctata L. (23), w ktérych analizowano zawartosci
sekoirydoidéw i pochodnych y-pironu. W naszych wstepnych badaniach, po-
zytywne wyniki hodowli zawiesinowych G. cruciata i G. tibetica (24,25) byty
podstawa podjecia badan nad kinetyka wzrostu zawiesin, szczegélnie w skali
bioreaktora, z réwnoczesng kontrolg zdolnosci produkcji gencjopikrozydu.
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2. Materiat i metody

2.1. Materiat roslinny i warunki hodowli

Do zatozenia kultur zawiesinowych wykorzystano tkanki kalusowe otrzy-
mane in vitro z nasion przechowywanych w lodéwce w temp. 4°C. Umiesz-
czone w wodzie, przez 24 godz. w temp. 25°C w ciemnosci, ulegaly specz-
nieniu. Nastepnie wyjatawiano je 70% etanolem (30 s) i 20% handlowym
preparatem Clorox przez 10 minut. Nasiona ptukano kilkakrotnie jatowsg
wodg destylowang i wyktadano na pozywki agarowe Murashige i Skooga
(MS; 26) z dodatkiem kwasu giberelinowego (GA3; 0,5 mg/dm”) i kinetyny
(kin; 0,25 mg/dm*).

W zaktadaniu kultur zawiesinowych wykorzystywano tkanke kalusowg
0 luznej strukturze, wykazujaca zdolno$¢ przyrostu na po”“wce MS z kin
0,5 mg/dm~” i kwasem a-naftylooctowym (NAA) 0,25 mg/dm . Rozdrobniong
tkanke umieszczano w kolbach z jatowg, ptynng pozywka MS uzupetniong
kwasem dichlorofenoksyoctowym (2,4-D; 0,5 mg/dm”) i kinetyna (1 mg/dm”)
lub benzyloadening (BA; | mg/dm”). Do 50 cmr pozywki przektadano 9-13 g
Swiezej tkanki kalusowej (0,3-0,4 suchej masy). Kolby umieszczano na
wstrzgsarce (150-160 obr/min) w pokoju hodowlanym o temp. 28°C +1°C
przy oswietleniu o natezeniu 60 pmol/m”~s przez 16 godz. na dobe. Zawiesine
pasazowano co 2-4 tygodnie przez rozcienczanie swiezg pozywka w proporcji
1:1. Tak otrzymany materiat wykorzystywano jako inoculum w kulturach
prowadzonych w bioreaktorze (Bioflo Ill, firmy New Brunswick Sci. USA)
0 pojemnosci 5 dm”. Do tego urzadzenia wprowadzono 3 dm” sterylnej po-
zywki MS i dodawano 1 dmr inoculum. Hodowle prowadzono w statych wa-
runkach: temp. 28°C +1°C, napowietrzanie z szybkoscig 0,5-1,0 dm” i in-
tensywnosci mieszania 100 obrotow na minute, wartos¢ pH = 5,6.

2.2. Metody analityczne

Cykl kultur w kolbach i bioreaktorze, dla ktorych wyznaczono kinetyke
wzrostu, trwat 21 dni przy pobieraniu préb co trzeci dzien. Oznaczenia su-
chej masy, liczby pojedynczych komorek i agregatéw wykonano w dwdch lub
pieciu seriach i trzech powtdrzeniach.

2.2.1. Oznaczenie suchej masy, liczby komérek i agregatéw

Sucha mase oznaczono z pobierania 4,5 cm” zawiesiny komoérek. Préby
wirowano trzy razy po 15 min przy 12 tys. obr/min (wirébwka MPW-211).
Po kazdym wirowaniu zbierano ptyn znad osadu. Zawiesing przemywano
wodg destylowana w celu usuniecia pozywki. Osad komérek przenoszono do
naczyn wagowych o stalej masie i suszono w temp. 60°C, a nastepnie do
statej wagi w temp. 105°C. Stezenie biomasy komorek wyrazano w gsm/dm”
pozywki. Liczbe komoérek i agregatdw oznaczano pobierajgc 1| cm” zawiesiny
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i rozcienczano wodg destylowang 6-,10-, lub 20-krotnie w miare zwiekszania
gestosci zawiesiny. Na ptytki Petriego rozlewano réwnomiernie 5 cm” zawie-
siny i prowadzono obserwacje w mikroskopie odwrdoconym (firmy Nikon) przy
100-krotnym powigkszeniu. Sume komorek i agregatéw okres$lono z 10 wy-
branych p6l widzenia.

2.2.2. Oznaczenie zawartosci gencjopikrozydu

Do ilosciowego oznaczenia zwigzku pobierano mase komdrek w 6,12,18
i 21 dniu kultury zawiesinowej. Proby suszono w temp. 4°C, a nastepnie
w temperaturze pokojowej. Wysuszony materiat wazono i rozcierano w moz-
dzierzu. Ekstrakcje prowadzono w kolbie okragtodennej (250 cm”), do ktorej
wprowadzono 1 g biomasy i 50 cm” metanolu i ogrzewano pod chitodnica
zwrotng na tazni wodnej w temp. 40°C przez 1 godz. Ekstrakt zlewano znad
osadu i sgczono. Czynnosci te powtarzano 4-krotnie. Polgczone ekstrakty
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem do suchej pozostatosci, ktérg roz-
puszczano w 10 cm” wody destyloweinej i dodano 10 cm” chloroformu. Mie-
szanine wytrzgsano trzykrotnie w rozdzielaczu, zbierajgc frakcje wodne, 13-
€zono je i zageszczano.

W pozywce zawartos¢ gencjopikrozydu oznaczano bezposrednio co trzy
dni od inokulacji, do 21 dnia kultury. Do momentu oznaczenia ptyny prze-
chowywano w temp. -70°C.

Zawartos¢ zwiazku oznaczono metodg wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) w aparacie firmy Hewlett-Packard 1050 wg metody zastoso-
wanej przez autorow japoriskich (27). Badane préby saczono (Millipore 0,22 jim)
i ngnoszono na kolumne w ilosciach 20 jil — ekstraktu metanolowego bio-
masy i 200 |il — ptynu pohodowlanego. Stosowano wzorzec gencjopikrozydu
(firmy Roth).

3. Wyniki, dyskusja i wnioskKi

Droga mikrorozmnazania uzyskaliSmy zregenerowane rosliny Gentiana ti-
betica i G. cruciata, ktére od kilku lat sg hodowane w gruncie (fot. 1 i 2).
Do zatozenia kultur komoérkowych wykorzystano tkanki kalusowe wyprowa-
dzone ze sterylnych siewek na pozywce MS z dodatkiem 2,4-D (0,25 mg/dm”)
i BA (1 mg/dm”j. Najlepszy przyrost tkanki kalusowej otrzymano na pozywce
MS uzupetnianej kin (0,5 mg/dm”) i NAA (0,25 mg/dm”?) (fot. 3). Swieze
ustabilizowane kultury, przeniesione na ptynng pozywke MS z 2,4-D i BA,
byty zaczatkiem kultur zawiesinowych. W przypadku G. tibetica juz po 3
dniach hodowli na Scianach kolb pojawity sie tzw. ,koinierze” — skupiska
agregatéow komorkowych (fot. 4). Ustalone zawiesiny byly wykorzystywane
do zatozenia kultur komoérkowych w bioreaktorze (fot. 5).

Kinetyke wzrostu kultur zawiesinowych przedstawiono w postaci pomia-
ru stezenia komoérek wyrazonego jako zawarto$¢ suchej masy w jednostce
objetosci pozywki. Obserwacje prowadzono dla kultur w kolbach i bioreakto-



Fot. 1-3 Gentiana tibetica [1],
Gentiana cruciata [2],

tkanka kalusowa G. tibetica [3]

na pozywce MS 4 kin. (0,5 mg*dm®)
4 NAA (0,25 mg/dm”)
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G. cruciate (kolby) -oO- G. tibetica (kolby) -a- G. tibetica (bioreaktor)

Rys. 1. Zmiany ilosci suchej masy podczas wzrostu G. cruciata i G. tibetica w kolbach i w bio-
reaktorze.

rze (rys. 1). Najwieksze stezenie biomasy oznaczono w 12 dobie kultury pro-
wadzonej w kolbach dla G. cruciata i wynosito 12,4 g sm/dm”. Taki przyrost
biomasy w cyklu 21-dniowym byt trzykrotnie wyzszy od gestosci komorek
w dniu inokulacji. Podobnie w tym samym czasie, po 12-15 dniach, obser-
wowano przyrost masy kultury G. tibetica, lecz wartosci byly znacznie nizsze
i wynosity srednio 6,93 g sm/dm”.

W kulturach w bioreaktorze juz od 3 dnia hodowli obserwowano wzrost
masy komorek (28), ktéra osiggneta najwyzszg wartos¢ w 6 dniu kultury,
po czym raptownie malata (rys. 1). O podobnych obserwacjach informowano
w dalszych doswiadczeniach (29).

W toku badan, obok przyrostu biomasy, okreslano réwniez stezenia po-
szczegolnych form morfologicznych — komoérek i agregatéw. Wzrost li-
czby komodrek obserwowano miedzy 9-12 dniem cyklu hodowlanego (lys. 2).
Najwiekszy wzrost zanotowano dla G. cruciata, mniejszy dla G. tibetica, szcze-
golnie w kulturze prowadzonej w bioreaktorze. W dalszych badaniach G. ti-
betica w bioreaktorze wykazamo wzrost liczby komdrek réwniez od 9 dnia
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Czas (doba)

G. cruciata (kolby) -o- G. tibetica (kolby) -a- G. tibetica (bioreaktor)

Rys. 2. Zmiany liczebnosci pojedynczych komérek w Kkulturach zawiesinowych G. cruciata
i G. tibetica w kolbach i w bioreaktorze.

procesu. Podobny przebieg przyrostu notowano w odniesieniu do liezby agre-
gatdbw komoérkowych (rys. 3).

Zawartos$¢ gencjopikrozydu oznaczono w kulturach zawiesinowych G. ti-
betica w dwoéch seriach. W biomasie obecno$¢ zwiazku stwierdzono do 12
dnia kultury. Nastepnie w dalszych prébach wystepowat jedynie w sladowych
iloSciach. Na podstawie wynikéw oznaczenia zwigzkéw w plynie hodowlanym
mozna wnioskowac, ze gencjopikrozyd jest uwalniany do pozywki. Od 6 dnia
kultury zawarto$¢ zwigzku ulegata stopniowemu zwigkszaniu, osiggajgc w 21
dniu warto$¢ 20841,94 pg/dm~” (tab. 1).

O kulturach zawiesinowych gatunkéw rodzaju Gentiana L. brak dotad in-
formacji literaturowych.

Charakterystyka kinetyki wzrostu biomasy wyrazona w pomiarach masy
komodrkowej, okreslenie stezenia poszczegélnych form morfologicznych w po-
zywce oraz stwierdzenie obecnosci gencjopikrozydu, zachecajg do prowa-
dzenia dalszych obszernych badan, przede wszystkim z uwzglednieniem kul-
tury w bioreaktorze. Na przykiadzie G. tibetica wykazano, ze aktywny biolo-
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G. cruciata (kolby) G. tibetica (kolby) -a— G. tibetica (bioreaktor)

Rys. 3. Zmiany liczebnosci agregatéow w kulturach zawiesinowych G. cruciata i G. tihetica
w kolbach i w bioreaktorze.

Tabela 1
Zawartosé GENCJOPIKROZYDU w kulturze komérkowej Gentiana tibetica King

Dzieri hodowli Zawarto$¢ w biomasie gg/g Zawartos¢ w pozywce gg/dm”
0 — 39,65
3 — 481,46
6 200,42 380,05
9 - 492,53
12 115,43 302,44
15 — 1 726,16
18 $lad 5314,47
21 $lad 20 841,94

gicznie zwigzek, jest wydalany do pozywki, co mozna uwazaé za obiecujacy
wskaznik w przypuszczalnym jego otrzymywaniu. Stwierdzone miligramowe
ilosci gencjopikrozydu w warunkach prowadzonych badan, daleko odbiegajg
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od ilosci innych zwigzkéw otrzymywanych w kulturach komérkowych roslin
(1,2,5). Istotnym elementem biotechnologii roslin jest nie tylko poszukiwanie
nowych zwigzkéw naturalnych, ale wskazjrwanie Zrodet pozyskiwania, juz
znanych, substancji o wiasciwosciach farmakologicznych. Badania nad kul-
turg komorkowg G. tibetica w bioreaktorze sg przedmiotem dalszych do-
$wiadczen.

Autorzy dziekujg za wykonanie fragmentéw badan doswiadczalnych mgr. mgr. R. Naumienko
i J. Kowalskiemu.
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Growth Kinetics of ceii cuitures of Gentiana cruciata L, Gentiana tibetica
King and gentiopicroside production

Summary

Suspension cells cultures were cultivated in flasks and bioreactor. The kinetics — growth

rate and tissue morphology were presented. The quantitative amount of gentiopicroside, which
appeared in the medium, was determined by the HPLC method.
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